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Monsieur l e  P r o f e s s e u r  R.  COUTEAUX nous a  f a i t  l ' h o n n e u r  
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é q u i p e .  Nous a d r e s s o n s ,  à e e t  égard ,  nos p l u s  v i f s  remerc iements  

à Messieurs  J .  P .  KERCKAERT,  D. TETAERT  e t  X .GRANDIER-VAZEILLE. 

Les mesures de d ichro t sme  c i r c u l a i r e  o n t  é t é  e f f e c t u é e s  
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S e r v i c e  de P é d i a t r i e  de l 'Hap i ta2  Calmet te  à L i l l e ,  que nous 

remerc ions  v i v e m e n t ,  a i n s i  que l e  Docteur I.KRIVOSIC don t  nous 

e s t i m o n s  beaucoup s e s  conna i s sances  e n  Anatomie Pa tho log ique  e t  l 
don t  nous avons  appréc id  sa  c o l l a b o r a t i o n .  

Nous a d r e s s o n s  nos p l u s  v i f s  remerc iements  au Docteur 

F. BEGUERI de l t H 8 p i t a l  de Tourcoing ,  q u i  a  mi s  à n o t r e  d i s p o s i t i o n  1 
l e  f o e t u s  humain. 



E n f i n ,  c ' e s t  pour nous un p l a i s i r  d ' a s s o c i e r  en une 

même pensée de reconna i s sance  Mesdames J .  HERNO,  D .  H E T U I N ,  

D .  LANTOINE, V .  L E  COMTE, O.MOREAU, M .  TULLIER e t  S .  QUIEF e t  

Monsieur R . D H E N N I N  pour l e u r  a i d e  t e c h n i q u e  préc ieuse  e t  

e f f i c a c e  e t  à Madame M.T.GARET q u i  s ' e s t  chargée de l a  p a r t i e  

photographique de ce mémoire. 

Le t i r a g e  e t  l a  r e l i u r e  de c e t t e  t h è s e  o n t  é t é  a s s u r é s  

e t  e n t i è r e m e n t  p r i s  en charge  par l e s  Labora to i res  S U B S T A N T I A  

à Courbevoie.  Mess ieurs  C . S O I X  e t  JC DEVE o n t  s a c r i f i é  un temps 

p r é c i e u x  pour l 'achèuement  c o r r e c t  e t  r a p i d e  de ce mémoire. 

Nous l e s  p r i o n s  d ' a c c e p t e r  n o t r e  profonde r e c o n n a i s s a n c e .  
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min 

nm 
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P.M. 

RNA 

SDS 

ABBREVIATIONS. 

r- 

Actine . 

Actomyosine . P 
Y 

Conformation énerqétisée de l'actomyosine. 

Activité spécifique. 

Adénosine-triphosphate. 

Adénosine-triphosphatase. 

Diéthylaminoéthyl. 

Acide desoxyribonucléique. 

Densité optique. 

Acide 5,S'dithio-bis-(2-nitrobenzoIque). 

Acide éthylène diamineetétraacétique. 

Acide éthylène glycol tétraacétique. 

Chaînes lourdes de la myosine. 

Hémalun-Eosine. 

Méromyosine lourde. 
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Sous-fragment hélicoïdal de la HMM. 

Force ionique. 

Chaînes légères de la myosine. 

Phosphorylase des chaînes légères de la myosine. 

Méromyosine légère. 

Myosine 

Conformation énergétisée de la myosine. 

Complexe Myosine-ATP. 

minute. 

1 0 - ~  moles par litre. 
-6 micromètre = 10 mètre. 

-9 nanomètre = 10 mètre. 

Electrophorèse sur gel de polyacrylamide. 

Réaction de l'acide periodique de Schiff. 

Phosphore inorganique. 

Poids moléculaire. 

Acide ribonucléique. 

Dodecyl sulfate de sodium. 



TM Tropomyosine. 
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Le rhabdomyosarcome a été reconnu comme une tumeur 

très maligne et relativement fréquente du muscle strié et peut 

apparaztre chez l'Homme s-ontanément à n'importe quel âge. Mais 

la plupart des cas ont été observés chez des enfants (Dito et 

Batsakis, 1962; Mahour e t  al., 1967; Baie et Reye, 1975; Weichert 

e t  al., 1976). 

Les premières études du rhabdomyosarcome ont été limitées 

à des descriptions cliniques et histologiques de la tumeur. Depuis 

que l'on sait que plusieurs agents peuvent induire le rhabdomyo- 

sarcome, des études ultrastructurales ont été entreprises dans 

le but d'analyser les similitudes et les différences entre la 

multiplication et la différenciation du muscle pathologique et 

du muscle normal (muscle foetal, muscle en régénération, cellules 

musculaires in vitro) (Friedman et Bird, 1969; Reznik et aZ.,1970; 

Bruni et Rust, 1975). 

Chez les animaux, le rhabdomyosarcome peut apparaître spon- 

tanément ou après induction avec le "Moloney Sarcoma Virus" 

(Moloney, 1966; Lasneret, 1967; Perk e t  al., 1968), après une 

in£ ection avec des microsooridies (Petri, 1968) ou après im-lan- 

tations de substances organiques (Saxen, 1953; Schlumberger et 

Zack, 1959; Allen e t  al., 1975). Mais les morphologistes et 

biochimistes oréfèrent aux modèles indiqués ci-dessus l'induction 

par injection intramusculaire de mgtaux gurs comme le Nickel, le 

Cuivre, le Zinc et le Cadmium et différents sels de ces métaux 

(Gilman, 1965; Friedman et Bird, 1969; Basrur e t  al., 1970; 

Sunderman e t  al., 1974; Bruni et Rust, 1975). D'après Gilman (1965) ,l 
le sous-sulfure de Nickel, NigS2, est l'agent le plus spécifique 

qui provoque au bout de 170 a 200 jours des rhabdomyosarcomes chez 
75 à 80 % des animaux (Rats) soumis à l'ex-érimentation. 

La majeure partie des études effectuées sur les rhabdomyo- 

sarcomes concerne la morphologie et l'ultrastructure de ces 

tumeurs. Les travaux s'intéressant a la cytochimie et à l'aspect 

biochimique de ces tumeurs sont encore très peu importants. 



Nos recherches sur le rhabdomyosarcome chimio-induit par 

le Ni3S2 s'inscrivent, dans un premier temps, en ~renant le Rat 

Wistar comme animal d'eqérimentation. Par la suite, nous avons 

effectué l'induction des tumeurs musculaires chez le Lapin parce 

que les études chimiques et biophysiques actuellement menées 

sur les protéines contractiles, prennent comme référence le 

muscle blanc du Lapin, qui est un muscle très homogène. Le muscle 

du Rat, par contre, est hétérogène et constitué de muscles rouse 

et blanc. 

Mises à part les différences morphologiques entre le rhab- 

domyosarcome et le muscle normal, un des caractères les plus 

remarquables de la tumeur est son "immobilité". En effet, bien 

que les rhabdomyoblastes mis en culture se différencient et 

développent une striation transversale, ils ne montrent pratique- 

ment aucune mobilité, ni contraction. Celles-ci sont, par contre, 

bien observées pour les myoblastes du muscle embryonnaire ou 

néo-natal différencié in vitro (Gilman, 1965). 

L'étude des problèmes de structure et d'orqanisation 

macromoléculaire des protéines contractiles, apparaît donc essen- 

tielle pour une meilleure compréhension de l'absence des fonctions 

métaboliques de la contraction dans les tumeurs musculaires. 

Dans cette perspective nous avons cherché, après une étude morpho- 

logique, à définir par des techniques ultrastructurales et physico- 

chimiques la nature des protéines contractiles tumorales. Nous 

avons tenté d'apporter quelques précisions sur leur participation 

au phénomène de la contraction. Dans notre thèse nous avons con- 

sacré un chapitre aux connaissances actuelles de la cancérogénèse 

chimique, à la morphologie générale du muscle normal et patholo- 

gique, aux définitions des protéines contractiles et aux hy-othèses 

concernant la contraction musculaire. 

Les résultats que nous avons obtenus et que nous exposons 

dans ce travail, ont fait en partie l'objet des publications 

suivantes : 



Poster : Native Conformation of M-Protein. 1 
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10th Meeting of Federation of European Biochemical Societies. 

(FEBS) Paris. 

- H.F. HILDEBRAND et G. BISERTE (1976) . 
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Nous avons,en outre, coLlaboré à d'autres travaux qui ne 

s'inscrivent pas directement dans le cadre de ce mémoire, mais 

s'adressent à l'étude des myosines : 
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I 1 LA CANCEROGENESE CHI3IQUE I 

La cancérogénèse ?ar substances chimiques ?résente un 

double intérêt : clinique et biologique. 

Par des observations cliniques, on a depuis lonqtemns 

corstaté que certains agents chimiques neuvent ?rovoquer des 

cancers. En effet, on connalt de nombreux cas de cancers 

proores à certaines ~rofessions ou industries comme en parti- 

culier les cancers des mineurs, les cancers des industries 

arsénicales et des minerais, et les cancers des ouvriers en 

contact avec le goudron et ses dérivés. Xais demis qu'on a 

formulé des réqlementations professionnelles, leur fréquence 

est sensiblement réduite. Cependant, nous connaissons la 

" cancérogénèse d'environnement" (Hueper, 1963); les cliniciens 
ont fait connaPtre éaalement les dangers non seulement de 

l'alcool et du tabac, mais aussi des qaz dlécha??ement des 

voitures, et des insecticides dans l'a-parition des tumeurs. 

L'utilisation des agents chimiques cancéroqènes est 

fondamentale en cancérologie expérimentale. Les avantaqes sont 

importants car les agents chimiques ?ermettent d'obtenir facile- 

ment des cancers portant sur un ornane, un tissu ou un t e e  

cellulaire ~récis choisis à l'avance, et dont on a des équiva- 

lents normaux. Enfin, ces agents chimiques nermettent non seule- 

ment de provoquer l'a-?arition et le dévelo?pement d'une tumeur 

et d'en suivre l'évolution naturelle, nais aussi de ~réciser 

son action sur les constituants cellulaires in vitro.C1est donc 

à partir de l'utilisation des agents cancérogènes que se sont 

édifiées la ?lupart des grandes théories de la cancérogénèse. 



En fait, sous le titre de cancéroqénèse chimique, il 

semble bien que l'on soit amené à étudier des faits très 

disparates. En effet, le premier point qui fia?-e au cours 
de cette analyse est le nombre et surtout la diversité des 

agents cancérogènes chimiques. Nous allons donc, dans un 

premier temps, citer brièvement les aqents cancérogènes 

chimiques et essayer de les classer 9ar grounes. 

A. LA CANCEROGENESE PAR LES AGENTS CHIMIQUES ORGANIQUES. 

Les dérivés organiques sont, de très loin, les auents 

chimiques cancérogènes les ?lus nombreux et généralement con- 

sidérés aussi comme les plus intéressants. 

1. Les dérivés du goudron. --------------- ------ 

L'histoire de la cancérogénèse chimio-induite commence par 

des constatations tant cliniques qu'expérimentales et, dans tous 

les cas, les dérivés du goudron méritent bien d'être  lacés en 
tête de liste des agents cancéroqènes. Les substances cancoro- 

gènes contenues dans le goudron sont tellement multiples que 

nous n'en citerons seulement que quelques unes ~armi les orin- 

cipales familles qui ont été étudiées (Gelboin, 1967). 

Les premières substances isolées ont été les dérivés du 

1,2-benzanthracène, lui-même faiblement cancérogène. Mais nous 

connaissons en yarticulier l'activité puissante du 3 ,4-benzo-  

pyrène. D'autres hydrocarbures polycycliques ont été isolés, dont 

les propriétés cancérog6niques varient selon leur formule. Ainsi, 

le 5,9,10-triméthyl-1,2-benzanthracène est olus actif que le 

dérivé 9,lO-diméthylé. Le 20-méthyl-cholanthréne, un benzanthra- 

cène trisubstitué en 5,6,10 est un des cancéroqènes les ?lus 

puissants et les plus rapides dans son action. 

D'autres hydrocarbures polycycliques sont des dérivés du 

3,4-benzophénanthrène. Parmi les cancérogènes les plus puissants 

de cette famille, il faut citer le 1,2-diméthyl-3,4-benzo3hénan- 

thrène, le 1,2,3,4-dibenzophénanthrène, le 5,6-diméthylchrysène 

et le 1,2,3,4-tetra-méthylphénanthrène. 



Parmi les homologues contenant de l'azote ou du soufre, 

il faut surtout citer le 1,2,5,6-dibenzachridine, le 1,2,5,6- 

-dibenzocarbazole et la 2-naphtylamide, cette dernière -rovo- 

quant les cancers de la vessie chez les travailleurs de l'in- 

dustrie des colorants. D'autres colorants se classant dans la 

famille des d é r i v é s  azotqu~s, sont des agents cancérooènes 

connus depuis longtem?~. Parmi ceux-ci, le 3'méthyl-4-diméthyl- 

-amino-azobenzène ou "jaune de beurre" permet d'obtenir des 

hépatomes malins avec une grande frdquence et une grande 

reproductibilité chez le !?at et chez la Souris (Jervell et al. 
1965) . 

Il faut mentionner aussi la famille des fZuorènes, dont 

le N-2-acétyle-ami no fluor^ le N-acétoxy-N-2-acétyle-amino- 

-fluorène et leurs dérivés fluorés et iodés sur le carbone 7, 

ont été reconnus comme des cancérogènes ouissants (Cramer et al. 

1960). L'action de ces agents sur le DNA a été particulièrement 

bien étudiée ces dernieres annees Dar Fuchs et al. (1976). 

L'action cancéroqène de cette famille d'hydrocarbures 

polycycliques a été mise en évidence Far Conney et Klutsch(1963) 

qui provoquent des hépatomes chez le Rat par administration 

d'oestrogènes et de testostérones. De même les oestrogènes 

synthétiques comme le dibthyl-stilboestrol sont reconnus qéné- 

ralement comme agents chimiques cancérogènes. 

Les agents alcoylants. ----- --------- ----- 

Il s'agit la d'agents cancérogènes ~articulièrement inté- 

ressants, puisque les aqents alcoylants sont aussi des anti- 

mitotiques fort utilisés dans le traitement des tumeurs malignes 

et surtout des leucémies (Mathé et Amie1,1963). 11 semble en 

effet que la ?lupart d'entre eux, comme les moutardes à l'azote, 

les esters sulfoniques etc. puissent être cancérogènes. 



Nous en arrivons a un paragraghe, oii des substances de 
formules très diverses se trouvent rassemblées artificiellement. 

Il n'a pas encore été trouve de fil conducteur satisfaisant 

permettant de les classer, soit par leur ~arenté chimique, 

soit par leurs modes d'action. Parmi elles, il faut citer les 

dérivés du 4-amino-stilbene, qui peuvent soit inhiber la crois- 

sance de certaines tumeurs, soit en induire à leur point d'in- 

jection. L'uréthane -eut Frovoquer des cancers du poumon chez 

la Souris. Le bleu tryaan et le tri?henyléthylène sont aussi 

cancérogènes. Certains dérivés du cholestérol et le cholestérol 

lui-même se sont, eux aussi, r6vélés cancérogènes. 

B. LA CANCEROGENESE PAR &GENTS CHIMIOUES MINERAUX.  

De nombreuses substances inorqaniques neuvent être citées 

pour leur action cancérog&ne lorsqu'elles sont administrées par 

voie parentérale. Nous ne parlerons las des substances radio- 

actives dont l'action cancérog8ne se rattache à une émission 

de rayonnements corpusculaires, et nous ne citerons que quelques 

exemples des principaux cancerogenes inorganiques reconnus. 

Parmi les substances cancGrogénes existent certains comqosé: 

qui méritent à peine d'étre rangés parmi les corps chimiques 

cancérogènes, car il semble que leur action relève beaucoun nlus 

de propriétés physiques que d'un mécanisme chimique (Seyle et a l .  

1962). L'implantation sous-cutanQe de corps chimiquement inertes 

de nature très varide : tissu, poudre, éponne, nlastique, ivoire 

ou métaux nobles, peut entrazner la formation de sarcomes chez 

le Rat. Parmi ces produits, il faut éaalement citer l'amiante 

dont l'action est plutdt physique que chimique dans la génèse 

de mésothéliomes a-rès injection intrapéritonéale ou de tumeurs 

pulmonaires aorès inhalation. On sait également que les fibres 

d'amiante ont un plus grand ?ouvoir cancéroqène que la poudre 



(Harington et al., 1967; Engelbrecht et Burger, 1973; Shabad 

et al., 1974; Stanton, 1974). Il reste certainement beaucoup 

de recherches à faire Four élucider le mécanisme de la génèse 

des tumeurs de ce type, mais il est déjà évident que la taille 

et la forme des corps im~lantés interviennent de façon précise. 

Depuis peu de temps on sait que certains silicates comme 

le talc peuvent être cancérogènes (Pelfrene et Shubik, 1975) 

et de nombreux cas de cancers gastriques ont été observés au 

Japon parmi des gens ayant consommé des quantités considérables 

de riz contaminé par le talc (Yatsudo et al. 1974) . 

De nombreux métaux, leurs oxydes et leurs sels, sont re- 

connus comme étant des cancérogènes souvent nuissants. (Tabl.1.) 

a) L 'arsenic. 

L'arsenic a été la ~remière substance chimique pure iden- 

tifiée comme ~ossédant un pouvoir cancérogène (Truhaut, 1949). 

L'arsenic, et en particulier ses dérivés comme l'arsénate de 

sodium et de plomb provoquent des carcinomes multiples 

(Minkovitz, 1964) , des tumeurs du poumon (Hue~?er, 1967) , de la 
peau (Roe et Lancaster, 1964) ou du foie (Rencrelson et aZ.,1968). 

L'aluminium est un métal peu cancérogène, néanmoins exné- 

rimentalement, on a pu induire des sarcomes par implantations 

sous-cutanées d'aluminium métallique (O' Gora et Brown, 1967) 

ou par injections du complexe dextran-aluminium (Haddow et 

Horning, 1960) . 



Reeves et ses collaborateurs (1966, 1967 a et b) ont 

présenté une revue générale de la cancérogénèse nulmonaire par 

le béryllium. Ces cancers du poumon ont été induits chez beau- 

coup d'animaux, y compris les Singes, par l'administration de 

différents sels de béryllium par des voies très diverses. 

D'autres auteurs signalent l'apparition d'ostéosarcomes après 

injections intraveineuses de ces différents sels (Komitowski, 

1968; Matsuura, 1974). 

d) Le cadmium. 

Le cadmium et ses sels sont des cancérogènes redoutables 

(Haddow et al., 1964; Roe et al. ,1964; Lucis et al.: 1972). 

Ils provoquent des néoplasmes des cellules interstitielles des 

testicules (Guthrie, 1964; Kar et al., 1964; Roe et al., 1964; 

Lucis et al.,1972; Reddy et al., 1973) et des rhabdomyosarcomes 

(Daniel et al., 1967; Heath et Webb, 1967; Webb et al., 1972). 

Le pouvoir cancérogène du cadmium a été également démontré sur 

des cellules (Daniel et al., 1974) et des tissus (Weinzierl et 

Webb, 1972) in vitro. 

e) Le chrome. 

L'action cancérogène du chrome ?orte essentiellement sur 

le poumon et l'oxyde de chrome. Cr203, provoque des sarcomes 

pulmonaires oar injections intra~leurales ou intrapéritonéales 

ou par simple inhalation (Dvizhkov et Federova, 1967). Hueper 

(1955) a démontré après des expériences rénétées sur des Rats, 

des Souris, des Cobayes, des Lapins et des Chiens que les com- 

posés hexavalents et trivalents du chrome possèdent un pouvoir 

cancérogène considérable. 

f) Le cobalt. 

Le cobalt provoque en général des tumeurs malignes à 

l'endroit de l'injection ou de l'implantation. Ainsi on obtient 

des ostéosarcomes après implantation dans le fémur du Lanin 



Tableau 1 : Apnarition de tumeurs induites par des substances chimiques minérales. 

Substance 

ALUMINIUM 
-métallique 

-dextran 
ARSENIC 
-solution de Fowler 
-arsénite de potas- 
sium 
-métallique 
-arsénate de sodium 
-arsénate de plomb 
BERYLLIUM 
-métallique 
-oxyde 
-su1 f ate 

-carbonate 
-acétate 
-acétylacétonate 
-1aurate 
-stéarate 
-silicate 

CADMIUM 
-métallique 

Administration 

sous-cutanée 

inhalation 
injections 

orale 
orale 

inhalation 
inhalation 
orale 

inhalation 
intraveineuse 
inhalation 

intraveineuse 
II 

II 

Il 

Il 

intramédullaire 

intramusculaire 

sous-cutanée 
sous-cutanée 
intratesticulaire 

Su jet C 
Rat 

Hamster 
Souris 

Homme 
Homme 

Homme 
Homme 
Homme 

Homme 
Lapin 
Rat 

Lapin 
11 

Il 

II 

I* 

Lapin 

Rat 

Rat 
Rat 
Coque let 

Tumeurs induites 

sarcomes de tous les tissus et 
organes 
fibromes pulmonaires 
sarcomes aux sites d'injection 

kératoses, néoplasmes 
sarcome hémangoendothélial du 
foie 
tumeurs pulmonaires 
tumeurs de la peau, du poumon 
tumeurs de la peau, du poumon 

tumeurs pulmonaires 
ostéosarcomes 
adénocarcinomes 

ost~osarcomes 
II 

II 

Il 

II 

ostéosarcomes du tibia 

rhabdomyosarcomes (RMS) 

n6oplasmes testiculaires 
néoplasmes testiculaires 
néoplasmes testiculaires 

Auteurs 

Stenback et a1.,1973a 
Haddow et Horning,l960 

Hueper,1963,1967 
Hueper,1967 
Roe et Lancaster,l964 

Reeves,1966 
Komitowski,l968 
Reeves et Vorwald,1967 
Reeves et a1.,1967 
Matsuura,l974 

Il 

II 

II 

II 

Tapp, 1966 

Heath et Webb,l967;Webb et al., 
1972 
Haddow et a1.,1964 
Lucis et a1.,1972 
Guthrie ,1964 



Substance 

CHrZOME 
-métallique 
-oxyde Cr O 2 3 

-composés trivalents 
et hexavalents 

COBALT 
-métallique 

-oxyde 

FER 
-dextran 
-oxyde Fe203 

NICKEL 
-métallique 

-sous-sulfure,Ni S 
3 2 

Administration 

inhalation 
inhalation 
intrapleurale 
intrapéritonéale 
parentérale 

intramusculaire 

intrathoracique 

intrafémurale 
inhalation 
intramusculaire 

intramusculaire 
intramusculaire 

inhalation 

parentérale 

inhalation 

intramusculaire 

intrapéritonéale 

Sujets 

Homme 
Rat 

II 

" 
Rat,Souris, 
Cobaye,Lapir) 
Chien 

Rat 

Rat 

Lapin 
Rat 
Rat 

Rat,Lapin 
Homme,Rat, 
Lapin 

Homme 

Rat,Souris 
Lapin 

Rat 

Rat,Souris 
Lapin 
Rat 

--- 

Tumeurs induites 

tumeurs pulmonaires 
sarcomes pulmonaires 

11 

II 

sarcomes de tous les tissus 

rhabdomyosarcomes (RMS) 

RMS, fibrosarcomes, sarcomes 
pulmonaires 
ostéosarcomes 
sarcomes pulmonaires, RMS 
RMS 

sarcomes aux points d'injection 
II 

sarcomes : Poumon, sinus,larynx 
RMS 
RMS, sarcomes : poumon,sinus, 
larynx; fibrosarcomes, ostéo- 
sarcomes. 

sarcomes pulmonaires, RMS, 
fibrosarcomes. 
RMS, fibrosarcomes, tumeurs 
mésenchymales 
granulomes 

Auteurs 

Roe et Lancaster,1964 
Dvizhkov et Federova,1967 

Il 

Il 

Hueper,1955 

Webb et a1.,1964;Heath et al., 
1967 
Heath et al.,1967 

Heath,1960 
Gilman et ~uckerbauèr ,1962 

Il 

Haddow et Horning,l960 
Il 

Hueper,l963;Pedersen et al., 
1973 
Hueper,1955,1963;Heath et Daniel 
1964; Webb et a1.,1964; Daniel 
et a1.,1967; Heath et Webb,1967; 
Heath et a1.,1967; Gilman, 1965; 
Furst et a1.,1972; Webb et al., 
1972. 
Ottolenghi et a1,,1974 

Hueper,1955; Gilrnan, 1965; 
Danie1,1966. 
Gilman,1965. 

-- 



Substance 

-oxyde, Ni0 

-su1 f ate 
'-fluorure 
-monosulfure 
-acétate 
-carbonate 
-hydroxyde 
-disulfure 
-carbonyle 

PLOMB 
-métallique 
-oxyde 

-acétate 

-nitrate 

ZINC 
-chlorure 

HAFNIUM 
-0xych1orure 
ZIRCONIUM 
-chlorure 
AMIANTE 

Administration 

intramusculaire 

10 

II 

II 

II 

Il 

Ie 

Il 

intraveineuse 
inhalation 

inhalation 
intratrachéale 

orale (régime) 

intubation 

orale (eau) 

intraveineuse 

intratesticulaire 

intradermale 

intradermale 
inhalation 

intrapéritonéale 
intrapleurale 

Sujetsf 

Rat,Souris 

II 

Il 

11 

Souris 
Rat, Souris 

en 

Il 

Rat 
Rat 

Rat,Singe 
Hamster 

Rat 

Grenouille 

Souris 

Poulet 

Coquelet 

Souris 

Souris 
Rat 

" 
(1 

Tumeurs induites 

RMS,fibrosarcomes (FS) ,tumeurs 
mésenchymales (TM) 

RMS, FS, TM. 

RMS, FS, TM. 
Il 

II 

II 

sarcomes de tous les tissus 
sarcomes du poumon et du sinus 

Tumeurs pulmonaires 
Adénomes,adénocarcinomes pul- 
monaires. 
Tumeurs malignes dans divers 
organes 
Tumeurs malignes dans divers 
organes 

Tumeurs malignes dans tous les 
tissus 
Dégénérescence maligne des tes- 
ticules 
Tératomes testicula$res 

dysplasies du cartilage 

dysplasies du cartilage 
mésotheliomes 

l1 

Il 

Auteurs 

Gilman,1965 

II 

II 

11 

II 

Il 

Il 

Il 

Lau et a1.,1972 
Sunderman et ûonnelly,1965 

Griffin et a1.,1975 
Kobayashi et ok~oto,ig74 

Zawirska et Medras,1968 

Duryce,1969 

Halme et Halme,1969; Halme, 
1969 
Maskar,1972. 

Guthrie ,1964 

Shelley,l973 

Shelley,1973 
Harington et a1.,1967;Engel- 
brecht et Burger,l973;Shabad 
et a1.,1974;Stanton,1974. 

le 

II 



(Heath, 1960),des rhabdomyosarcomes après injections intra- 

musculaires (Heath, 1960; Gilman, 1962; Gilman et Ruckerbauer, 

1962; Heath et al., 1969) et des sarcomes ~ulmonaires et 

rhabdomyosarcomes après inhalation d'oxyde de cobalt (Gilman 

et Ruckerbauer, 1962). Le cobalt possède aussi une action 

cancérogène in vitro (Weinzierl et Webb, 1972; Daniel et al., 

1974). 

g )  Le f e r .  l 

Des études menées chez le Rat ont montré que des injections l 

intramusculaires répbtées de fer et surtout du complexe dextran- I 

-fer ou "imféron" provoquaient des sarcomes in situ. On sait 
l 

que c'est à la suite de ces travaux (Haddow et Horninq, 1960) 

que l'on a renoncé en oharmacoloqie humaine 3 l'utilisation 1 
des solutions injectables de fer. L'administration orale de 1 
solutions de fer ne montre aucune action cancérogène. 

h )  Le plomb. 

Bien que le plomb métallique administré Dar voie ~arentérale 

ne semble pas donner naissance à des tumeurs cancéreuses, l'oxyde 

de plomb et des sels tels que l'acétate et le nitrate sont re- 

connus comme ayant une action cancéroqène (Zawirska et Yedras, 

1968; Duryce, 1969; Kobayashi et Okamoto, 1974; Griffin et al., 

1975). Ces composés ont également une action cancérogène lors- 

qu'ils sont administrés par voie orale, et c'est un fait connu, 

que l'eau dite potable contenant des dérivés du nlornb peut être 

maligne dans le développement du cancer gastrique chez l'homme. 

i) Le zinc et 2 'étain. 

Le zinc, antagoniste du cadmium, est un cancéroqène assez 

puissant qui orovoque, à cause de son affinité pour les grouoes 

sulfhydriles, des carcinomes, s'il est administré à une con- 

centration cent fois plus forte que le cadmium (Halme et Halme, 

1969). Le chlorure et le sulfate de zinc neuvent induire des 



tératomes assez volumineux dans les testicules (Guthrie, 1964; 

Maskar, 1972) . Bien que Walters et Roe (1965) nient l'effet 
cancérogène du zinc se trouvant dans l'eau potable, Halme (1969) 

évoque la possibilité d'une action cancéroqène du zinc et de 

l'étain contenus dans celle-ci. 

j) Autres métaux cancérogènes. 

A c6té des métaux et de leurs dérivés cités il faut in- 

sister sur le nickel que nous allons traiter dans un chanftre 

3 ?art. Parmi les métaux, dont la cancéroqénicité est de moindre 

importance, il faut compter, en particulier, le hafnium et le 

zirconium. Ceux-ci induisent des dysnlasies du cartilage de 

l'oreille externe après administration intradermale (Shelley, 

1973). 

k) Les dérivés métatziques CO-cancérogènes. 

Beaucoup de dérivés métalliques ont une si faible action 

cancérogène que de nombreux auteurs la considèrent comme dis- 

cutable ou même contestable. Il a été démontré néanmoins une 

action CO-cancdrogène de ces produits. Parmi ces substances 

nous devons citer en premier lieu l'oxyde de fer, FeZ03, qui 

augmente considérablement la cancérogénèse induite aar le 3,4- 

benzopyrène (Sellakumar et aZ.,1973), par le diéthylnitrosamine 

(Feron et al., 1972; Stenback et al., 1973a) et par le diméthyl- 

nitrosamine (Feron et al. ,1972; Stenback et a l . ,  1973b). L'im- 

féron a un effet identique (Langvad, 1964; Roe et Lancaster,l964). 

De même le magnésium et ses sels doivent être considérés comme 

des agents CO-cancérogènes qui stimulent Far exemple le dévelop- 

pement d'adénomes provoqués par l'uréthane (Labkovsky, 1967). 

C. LA CANCEROGENESE PAR LE NICKEL. 

Les cancers "professionnels" comportent entre autres ceux 

qui sont induits 9ar le Nickel et ses dérivés. 



Pedersen et al. (1973) ont fait une etude avprofondie 

sur le cancer des voies respiratoires parmi les ouvriers d'une 

raffinerïe de nickel en Norvège depuis sa création. Pour la 

période de 1953 1971 ils ont enreaistre 48 cas de cancers 

pulmonaires, 14 cas de cancers des sinus et 5 cas de cancers 

du larynx. Encore faut-il ajouter que, demis l'existence de 

l'usine (1910), les conditions de travail ont été remarquable- 

ment améliorées. Les cas de cancers cités étaient donc beaucouo 

plus fréquents avant cette période et on a ?u constater égale- 

ment d'autres cancers tels que des ostéosarcomes, des fibro- 

sarcomes et des rhabdomyosarcomes. 

En ce qui concerne la cancéroaénèse expérimentale, le nickel 

et ses dérivés ont été essayés depuis longtemps et nous tenons 

particulièrement à rapqeler les travaux importants qui ont été 
effectués par Hueper (1955) et par Gilman (1965). 

1. Le ----------------- nickel métalligue. 

Le nickel métallique administré par inhalation -comme dans 

les cas des cancers professionnels- induit essentiellement des 

tumeurs du poumon, du sinus et du larynx (Hueper, 1963). Les 

implantations ou injections intrafémurales, intrapleurales, 

intramusculaires, intrapéritonéales, sous-cutanées (et intra- 

veineuses) provoquent des tumeurs locales avec une fréquence 

plus élevée pour les tumeurs pulmonaires, les rhabdomyosarcomes, 

les fibrosarcomes et les ostéosarcomes (Hueper, 1963; Heath et 

Daniel, 1964; Daniel et aZ., 1967; Heath et Webb, 1967; Furst 

et al., 1972; Webb et al., 1972). 

Les sulfures de nickel sont les dérivés les plus cancéro- 

gènes et les plus spécifiques pour les rhabdomyosarcomes 

(Gilman, 1965). Peu importe le site d'injection, la tumeur qui 

apparaxt le plus fréquemment est le rhabdornyosarcome, surtout 

chez le Rat Wistar (Gilman, 1965). L'implantation intramusculaire 

du sous-sulfure ( N i 3 S Z ) ,  le plus cancérogène parmi tous les 



sulfures de nickel, induit a 80% des rhabdomyosarcomes chez 
le Rat Wistar (Tabl. II.). Même les tueurs nulmonaires in- 

duites par inhalation du Ni3S2 laissent ayaraftre un pour- 

centage élevé de tumeurs rhabdopoïétiques (Ottolenghi et al., 

1974). 

Comme les sulfures de nickel, l'oxyde de nickel a une 

action cancérogène très puissante. En effet, le Ni0 peut 9rovoquer 

-après inhalation- des tumeurs pulmonaires. Mais il est encore 

très spécifique pour induire, tout au moins chez le Rat Wistar, 

des rhabdomyosarcomes après implantation intramusculaire 

(Gilman, 1965) (Tabl.11.) . 

Tableau II. Apparitions chez différentes espèces de rhabdomyo- 

sarcomes et fibrosarcomes a~rès implantations intra- 

musculaires de Ni3S2 et NiO. RMS : rhabdomyosarcomes, 

FS : fibrosarcomes, + : non établi (d'après Gilman, 

Les autres dérivés minéraux du nickel sont également can- 

cérogènes après injections intramusculaires, en particulier 

l'hydroxyde et le carbonate. Les moins cancéroqènes sont le 

sulfate et le monosulfure de nickel (Gilman, 1965) (Tabl.111.). 

Un dérivé particulièrement nocif est le carbonyle de nickel, 

Ze Ni(CO)q, qui provoque pratiquement à 100% des cancers du 

poumon et de la cavité frontale après inhalation (Sunderman et 

Donnelly, 1965). Par injection intraveineuse, le pouvoir can- 

cérogène n'est nullement abaissé, et le Ni(CO)q induit de cette 

Espèces 

Rat Wistar 

Rat Fisher 

Rat Bethesda 

Souris Swiss 
i 

r 

Ni3S2 

RMS ( % )  

80 

70 

75 

2 

Ni0 

FS ( % )  

2 

f 
# 
60 

RMS ( % )  

65 

10 

8 

4 

FS(%) 
I 

5 

r) 

4B 
60 



faqon des tumeurs malignes dans tous les orsanes et tissus 

(Lau et a l . ,  1972). 

Tableau III. Apparitions de rhabdomyosarcomes (RMS) apres 
implantations intramusculaires de différents 

dérivés du nickel chez le Rat Wistar (d'asrès 

Gilman, 1965). 

4. Remarques. -_--- --_ 

Lorsqu'on parle de cancérogènes minéraux, on y place 

souvent le cadmium, le cobalt et le nickel dans un meme groupe. 

En effet, ces trois métaux et leurs dérivés semblent avoir les 

mêmes propriétés cancérogènes. Ils provoquent aprgs inhalation 

Dérivés du nickel 

et aprss administration parentérale,des cancers pulmonaires 

et ont une plus ou moins grande spécificité pour produire des 

rhabdomyosarcomes. De plus, ces trois métaux sont ionisés dans 
le sérum de cheval et encore mieux dans un homosénat de muscle 

RMS 
( % )  

O 

55 

80 

65 

47 

9 

O 

O 

20 

50 

r 

Noms 

monosulfure 

disulfure 

sous-sulf ure 

oxyde 

hydroxyde 

f luorure 

sulfate 

acétate 

carbonate 

métallique 

de Rat lorsqu'ils sont incubés à 37OC (Weinzierl et Webb, 1972). 

1 

Formules 

NiS 

NiS2 

Ni3S2 
Ni0 

Ni (OH) 

NiF 

NiS04 

Ni (CH3C00) 

NiC03 

Ni 



On sait également qu'ils  euv vent transformer in vitro des myo- 1 
blastes de Poulet en cours de différenciation (Daniel et al,, i 
1974). Par contre, administres oralement, ces métaux et d'autres 1 
comme le chrome, le plomb, le titane et le fer ne semblent 

n'avoir aucune activité cancérogène. Bien qu'on observe une 

augmentation de la concentration de ces métaux dans les tissus 

ils peuvent parfois provoquer une diminution du nombre des 

tumeurs (Schroeder et al., 1964). 

Jusqu'a présent, l'acti~n cancérogène de ces métaux est 

encore mal connue. Néanmoins on sait déjà que le nickel, le 

cobalt et le cadmium s'accumulent dans le noyau de la cellule 

tumorale, particulièrement au niveau du nucléole (Webb et al., 

1972; Sunderman et al., 1974) et que le nickel inhibe l'activité 

de la RNA-polymérase nucléaire dans les rhabdomyocytes (Sunderman 

et al., 1974). Le manganèse est un antagoniste de cette action. 

Il active l'activité de la RNA-polymérase dans les noyaux des 

cellules hépatiques (Sunderman et al. , 1974) . Mais ceci n'ex- 
plique pas 1a"transformation" d'une cellule normale en une cel- 

lule tumorale. 

Comme le manganèse, nous connaissons d'autres métaux ou 

dérivés qui peuvent "inhiberrr Za cancérogénèse. Ceci est en 

particulier le cas de l'acétate de cuivre, qui inhibe le pouvoir 

cancérogène de l'éthionine en formant un com~lexe avec cette 

dernière. Le même effet est observé pour des cancérogènes tels 

que le 3-méthoxy-4-aminoazobenzène et le 4-diméthylaminoazobenzène. 

L'acétate de cuivre diminue également le pouvoir cancérogène 

des diméthyl-1,2-benzanthracSnes, alors que l'oxyacétate cuivreux 

augmente l'effet de ces derniers (Fare, 1964 a et b). Le zinc 

(Poswillo et Cohen, 1971) et le sélénium (Shamberqer, 1970) 

peuvent avoir aussi, dans certaines conditions, des effets in- 

hibiteurs sur la cancérogénèse. 

Pour nos études histoloqiques du rhabdomyosarcome et nos 

recherches biochimiques sur les protéines contractiles des 

tumeurs musculaires, nous avons choisi le sous-sulfure de nickel, 

Ze NZ3SZ,  qui semble avoir la plus grande spécificité pour induire 



ces tumeurs. Pour mieux définir l'orientation biologique et 

biochimique de ce sujet de recherches, nous tenons 3 rappeler 

quelques éléments fondamentaux de la morphologie des différents 

types de muscle normal et pathologique, d'une part, et de la 

structure moléculaire des protéines contractiles, d'autre part. 



II. LE MUSCLE. 0 
Le muscle compte parmi les tissus les plus organisés de 1 

l'organisme animal, aussi bien en ce qui concerne sa structure 1 
l 
I 

morphologique que sa fonction bioloqique spécialisée pour la 

contractilité. On distingue, en général, trois types de tissus 
1 

musculaires. Ils sont tous les trois composés de fibres mus- 1 
culaires mais se distinguent par leur structure microscopique, 1 
par leur distribution dans l'organisme, ?ar leur innervation 

et surtout par leur fonction. Le plus typique et le plus larqe- 1 I 
ment étudié est le muscle strié squelettique. Le second type 

est le muscle strié cardiaque que l'on trouve dans le myocarde 

et les parois des veines pulmonaires. Ces deux types contien- 

nent des structures fibrillaires pratiquement identiques dont 

les composés ~rotéiques ont été larqement étudiés. Le troisième 

type, appelé muscle lisse, est par contre, assez différent des 

autres. Il se trouve en particulier dans les paroisdosvaisseaux 

sanguins,de l'estomac, de l'intestin et de l'utérus. 

Enfin, il existe des systèmes contractiles non musculaires 

que l'on trouve dans d'autres types cellulaires tels que les 

cellules myoépithéliales et les plaquettes sanguines, mais aussi 

chez certains protozoaires comme les Amibes et même chez des 

Myxomycètes. 

A. LA MORPHOLOGIE DU MUSCLE NORMAL. 

1 Le-rnu~cAe,strh~-ssueI;stSI~ue~ 

Le muscle strié squelettique se distingue de tous les autres 

types musculaires par le fait qu'il peut être contracté volon- 

tairement. Les fibres musculaires sont formées, pour l'essentiel, 

de faisceaux de fibrilles ou myofibrilles disposés parallèlement 



au grand axe de la cellule.Les myofibrilles ont 1 h 2 Hm de 

diamètre et s'étendent sur toute la lonqueur de la fibre mus- 

culaire. Entre les myofibrilles, le hyaloplasme montre de 

nombreuses particules de glycogène. D'autre  art, la fibre I 

musculaire renferme un grand nombre de mitochondries, et les 

cavités du réticulum endoplasrnique sont étroitement accolées 
l 

aux myofibrilles. Les membranes cellulaires possèdent des 

invaginations profondes : le système transversal ou s y s t è m e  T 

qui forme par accolement étroit des diades ou triades avec le 

réticulum endoplasmique appelé ré t i cuZum sarcopZasmique dans 

la cellule musculaire. Notons enfin que les fibres musculaires 1 , 
1 sont des cellules géantes contenant chacune une centaine de l 

noyaux disposés dans le cytoplasme périphCirique. Les fibres 1 

musculaires sont issues de la fusion de nombreux myoblastes et 

représentent donc un syncyt iurn.  

Au microscope optique, les myofibrilles a~paraissent 

formées d'une succession oériodique de bandes claires et sombres; 

ces bandes sont situées au même niveau dans l'ensemble des 

myofibrilles d'une même fibre, si bien que la cellule a un asoect 

strié caractéristique (Fig. 1. ) . En lumière polarisée, les bandes 1 
sombres sont fortement biréfringentes d'os leur nom de bandes 

anisotropes ou bandes A. Les bandes claires ne sont que très 

faiblement biréfringentes, ce sont les bandes isotropes ou 

bandes I. La bande A presente en son milieu une réqion ?lus 

claire, la bande de Hensen ou bande H, laquelle possède une fine 1 
bande sombre en son milieu : la Zigne M. Près de la limite entre 

la bande I et la bande A, on peut ~arfois observer une fine 

ligne légèrement ?lus sombre que les auteurs appellent la 

l i g n e  N. Une autre liane plus sombre partase la bande 1 en son 

milieu, c'est la strie 2. La portion de myofibrille comprise 

entre deux stries Z est l'unité contractile du muscle et est 

appelée surcornère. La myofibrille peut donc être considérée 

comme une succession de sarcomères identiques (Fig.1.). 

Au microscope électronique, les coupes lonqitudinales 1 
permettent de reconnaztre les diverses bandes sombres et claires 1 
qui s'étendent le lonq des myofibrilles. A plus fort grossisse- 1 
ment, on voit que les myofibrilles sont constituées de filaments 



Fig.1. Interpénétration des filaments du sarcomère au cours 

de la contraction musculaire. 

a. Sarcomère au repos. 

b. Sarcomère contracté. 

c. Sarcomere supercontracté. (contraction maximale). 



longitudinaux de deux es~èces différentes : les myofilaments. 

Une première série de myofilaments est composée d'éléments 

d'environ 13 nm de diamètre qui s'étendent sur toute la lonaueur 

de la bande A : ce sont les filaments épais. Une seconde série 

est constituée d'éléments d'environ 7 nm de diamètre, les fila- 

ments fins,qui s'étendent de part et d'autre de la strie Z 

jusqu'entre les filaments épais. La strie Z correspond à une 

zone où les filaments fins des sarcomères voisins s'anastomosent 

entre eux (Fig.1.). L'arrangement des myofilaments fins et énais 

est en général très régulier. Dans les fibres musculaires striées 

des Vertébrés et en particulier des Insectes, filaments fins et 

filaments épais forment des arrangements hexaqonaux donnant à ces 

édifices fibrillaires une structure "?aracristalline" (Fig.2.) 

(Ham, 1974a). 

Les fibres musculaires du myocarde sont moins serrées que 

les fibres du muscle squelettique, et on observe ainsi qu'elles 

bifurquent et s'anastomosent. Les es?aces intercellulaires con- 

tiennent du tissu conjonctif et comportent des vaisseaux sanguins 

et lymphatiques ainsi que des nerfs. 

Dans le cytoplasme du myocarde, on retrouve en qénéral les 

mêmes organites cellulaires que ceux décrits pour le muscle strié 

squelettique : myofibrilles composSes de sarcomères, mitochondries, 

réticulum sarcoplasmique et système T. La plus grande différence 

qui existe entre les deux types de muscle strié est que le muscle 

cardiaque n'est pas composé de fibres musculaires en forme de 

syncytium, mais d'une multitude de cellules mononucléées. Ce 

fait semblait perturber les auteurs qui n'avaient étudié le 

muscle cardiaque que par la microsco-ie photonique. En effet, 

les membranes cellulaires étaient considérées comme un obstacle 

énorme pour la continuité des myofibrilles, elles seules pouvant 

assurer le rythme régulier des contractions du coeur dans son 

ensemble. Mais bientôt, on a observé des é~aississements au niveau 

des membranes cellulaires que l'on a appelés les disques inter- 

calaires. 



Sarcomère 

Actine 

Tropomyosine 

Tropon i nes 

B-actinine 
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Fig. 2. Schéma du sarcomère. 

a. Coupe longitudinale. 

b. Les protéines myofibrillaires essentielles. 

c. Coupes transversales aux niveaux de la bande 1, 

de la bande A et de la ligne M. 



La microscopie électronique a mis fin à toutes les hypo- 

thèses émises et a démontré que les disques intercalaires 

traversent Four ainsi dire les myofibrilles, et ce toujours 

au niveau des stries Z. Toutefois ils ne traversent pas les 

myofibrilles directement, mais d'une façon "décalée" afin 

d'assurer tous les sites de contact possibles entre deux cellules 

voisines. La partie qui traverse les myofibrilles à angle droit 

est nommée p a r t i e  t r a n s v e r s a l e ;  celle qui est parallèle aux 

myofibrilles est la p a r t i e  Z a t é r a Z e .  C'est la partie transver- 

sale qui nous intéresse le plus car c'est à ce niveau que 

s'insèrent de part et d'autre les myofibrilles. En effet, sur 

chaque face interne de la cellule se trouve une couche dense 

contenant du matériel de la strie Z. De cette façon, ceci nermet 

de bien réunir les cellules. De même, les parties latérales 

contribuent à assurer l'attachement cellulaire et des jonctions 

desmosomales de différents types ont été décrites (Ham, 1974a). 

3. Le muscle lisse. --------------- 

Le muscle lisse est également appelé muscle "involontaire". 

Il est en effet sous le controle du système nerveux autonome. 

La contraction de la plupart des muscles lisses est très lente 

par rapport à celle des muscles striés. En sénéral le muscle 

lisse se compose de plusieurs couches de fibres musculaires qui 

ont la plupart du temgs une orientation perpendiculaire d'une 

couche à l'autre. Ces couches se constituent de faisceaux entourés 

par du tissu conjonctif. Dans beaucoup de cas les faisceaux d'une 

même couche s'anastomosent les uns avec les autres. 

Le muscle lisse peut exister dans un état de contraction 

partielle ou maintenue, qu'on appelle le t o n u s .  Ceci est très 

important dans les artères et c'est bien ce tonus qui empêche 

donc le sang de couler à reflux. Le tonus est éqalement un 

facteur important dans la ?aroi de l'intestin, où la couche lon- 

gitudinale maintient ce tonus. C'est la couche  c i r c u l a i r e  finale- 

ment qui exécute des contractions rythmiques pour faire proqresser 

le contenu intestinal. On appelle ces vaques de contraction des 

ondes péristaltiques. 



Fig. 3. 

Interprétation yossible de l'arrangement 
du réseau fibrillaire dans la cellule 
du muscle lisse. 

a. Cellule au re-os. Les filaments fins 
d'actine sont attachés sur les corqs 
denses cyto~lasmiques et sur les 
plaques denses au niveau des membranes. 
Les filaments é?ais ne sont pas 
visibles. 

b. Cellule contractée. Lors de la con- 
traction, la myosine ?olymérise pour 
former des filaments épais, et les 
filaments fins glissent sur les fila- 
ments é-ais néoformés. Ceci mène 3 
une distorsion de la membrane cellu- 
laire et de l'envelop-e nucléaire. La 
cellule se raccourcit. (d'aqrès Ham, 
1 9 7 4  a et Heumann, 1 9 7 1 ) .  
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La longueur des fibres du muscle lisse varie énormément 

selon leur localisation. Les plus petites -autour des capil- 

laires sanguins- n'atteignent que 20 p m; les plus longues -dans 

la paroi de l'utérus- peuvent facilement atteindre 0,5 mm. La 

longueur moyenne est cependant de 0,2 mm. Comme le muscle strié 

cardiaque, le muscle lisse est un muscle constitué de cellules 

mononucléées. A l'état relaxé, la cellule est fusiforme avec 

un noyau central également fusiforme. A l'état contracté, la 

cellule et son noyau deviennent ovoïdes avec des contours plus 

ou moins découpés (Fig.3.). Entre les cellules, il existe un 

espace de 50 à 80 nrn dans lequel on trouve la lame basale -qui 

entoure la cellule- et des fibres de collaqène et d'élastine. 

Il est maintenant bien connu, que la cellule du muscle lisse 

peut produire du collagène et de l'élastine comme les fibro- 

blastes se trouvant entre les faisceaux formés par les fibres. 

Le cytoplasme de la cellule du muscle lisse est composé 

d'un noyau, de mitochondries, de glycogène, de dictyosomes et 

de réticulum endo~lasmique.Les éléments les plus caractéris- 

tiques correspondent cependant à deux sortes de filaments prin- 

cipaux et à un troisième type moins fréquent. Les filaments les 

plus importants sont les filaments fins d'un diamètre qui varie 

entre 3 et 8 nm, qui se rejoignent dans des corps denses. Ceux- 

ci correspondent aux stries Z du muscle strié et les filaments 

fins eux-mêmes se composent essentiellement d'actine (Fig.3.). 

Le deuxième type, les filaments épais, possèdent un diamètre 

variant entre 10 et 35 nm. Ces filaments n'ap~araissent en micros- 

copie électronique généralement que lorsque le muscle est légè- 

rement contracté. Ils ne sont pas attachés aux corps denses et 

sont composés essentiellement de myosine. Enfin, on connaît un 

troisième type beaucoup moins fréquent d'un diamètre constant 

de 1 0  nm, que l'on reconnaît aussi bien dans les cellules con- 

tractées que relaxées (Heumann, 1971) . 

4. Le système contractile non-musculaire. ---- ................................. 

La plupart des cellules animales possèdent des protéines 

contractiles telles que les cellules du muscle strié ou du muscle 



lisse, mais sans organisation précise. On peut distinguer deux 

groupes de cellules, les unes fixées, contractiles mais sans 

déplacement visible, sauf lorsqu'elles sont mises en culture, 

et les autres libres, qui montrent des mouvements et déplacements 

nets, parfois lents. 

Parmi le premier groupe on doit citer en particulier les 

cellules endothéliales (Becker et Nachman, 1973), les cellules 

myoépithéliales (Tannenbaum e t  aZ.,1969) et surtout les fibro- 

blastes (Adelstein e t  a l . ,  1972; Ostlund et al., 1974). Les 

cellules libres exécutent des mouvements amoeboîdes, appelés 

ainsi d'après les mouvements effectués par l'Amibe, l'organisme 

le plus étudié. Ces mouvements amoeboides sont à l'oriqine du 

déplacement de certaines cellules comme en particulier celui des 

Amibes (Wohlfarth-Bottermann, 1964; Schafer-Dannéel, 1967; Pollard 

et Ito, 1970; Komnick e t  al., 1973), des plaquettes (Adelstein 

e t  al., 19711, et des leucocytes du sang (Stossel et Pollard, 

19731, des macrophages (Hartwig et Stossel, 1975) ou d'oraanismes 

inférieurs tels que les Myxomycètes (Wohlfarth-Bottermann, 1964; 

Nagai et Kamiya, 1966). 

Chez l'Arnibe,on constate que le hyalo-lasme superficiel 

a la consistance d'un qel, alors que dans la résion sous-jacente 

le hyaloplasme est beaucoup plus fluide et possède la consis- 

tance d'un sol. Quand l'Amibe se déplace, on voit s'écouler vers 

l'avant le hyaloplasme interne qui s'étale alors latéralement, 

tout comme un jet d'eau s'épanouit à son sommet. Le hyalo?lasme 

qui s'est étalé sur les côtés reprend alors la consistance d'un 

gel, tandis qu'à l'arrière le gel cortical devient fluide et se 

dirige vers l'avant. Les mouvements hyaloplasmiques se font donc 

à l'intérieur d'une sorte de tunnel cortical, qui se reconstitue 

sans cesse à l'avant, alors qu'il se détruit à l'arrière. Le 

courant hyaloplasmique qui coule dans le gel cortical est à 

l'origine du pseudopode (Fig.4.) (Wohlfarth-Bottermann, 1964). 



\ plasmique 

courant gel cortical 
endoplasmique 

Fig.4. Mouvements amoeboides. Schéma montrant le courant endo- 

plasmique qui se déplace sous un sel de hyaloplasme cortical 

au cours du déplacement d'une Amibe à un seul pseudo~ode. 

(d 'après Wohlfarth-Bottermann, 1964) . 

D'autre part, on a pu mettre en évidence et même extraire 

chez les Amibes et les Myxomycètes un complexe nrotéique dont les 

propriétés sont comparables à celles de l'actomyosine (Wohlfarth- 

Bottermann, 1964). Ce complexe a une activité ATPasique et se 

contracte en ?résence d'ATP (Beck et al., 1969, 1970). Le cyto- 

plasme des Amibes (Schafer-Dannéel, 1967; Komnick et al., 1973) 

et des ilyxomycètes (Wohlfarth-Bottermann, 1964; Beck et al., 1969, 

1970) renferme des faisceaux de filaments de 7 nm et de 13 nm 

de diamètre qui ont pu être isolés et identifiés comme composés 

d'actine et de myosine (Hinsen, 1970. 1972; Alléra et al., 1971: 

Allera et Wohlfarth-Bottermann, 1972). Comme dans le muscle lisse, 

les filaments épais (ou myosine) n'apparaissent que lorsque les 

cellules sont contractées (Alléra et Wohlfarth-Bottermann, 1972). 

La nature "éphémère" des filaments épais est vraisemblablement 

due 3 la dynamique de la transformation "sol-gel". Il y a donc 

une transformation parallèle des filaments hais (myosine ooly- 

mGre) en une forme oligomère de transport. Les filaments fins 

ne subissent pas cette transformation.(Fig.5.) 



Fig. 5. O 

Cette figure représente les differentes étapes ~ossibles de la form- 
ation et de l'alignement des microfilaments, de la contraction, et 
de la dissociation éventuelle des filaments lors de la contraction 
non musculaire. @ Les sous-unités des microfilaments (~etits ooints, 
flèches) se trouvent près de la membrane cellulaire.@ Les sous- 
unités des microfilaments polymérisent dans le cytoplasme et sur la 
membrane cellulaire, où ils sont attachés sur des ?laques denses. Les 
inclusions et les organites cellulaires sont poussés davantage vers le 
centre de la cellule. @ Les microfilaments à polarité oloosée inter- 
aqissent par intermédiaire d'oligomères de myosine formant des oonts. 
@ La contraction se fait par glissement des filaments et la membrane 
cellulaire est plissée. Le cercle montre des dimères bipolaires de 
myosine formant des ?onts entre trois filaments d'actine. Les micro- 
filaments dépolymérisent aussitôt après la contraction (d'anrès T.E. 
Schroeder, in :l'Molecules and Ce11 Movement" Soc.Gen.Physiol.Ser. 
Raven Press, New York, Vo1.30, 305-334, 1975). 



B. LA MORPHOLOGIE DU MUSCLE PATHOLOGIQUE. 

En ce qui concerne la 9athologie du muscle, beaucoup 

reste encore à apprendre. Bien que nous connaissions quelques 

maladies musculaires parmi les plus courantes, il est mal- 

heureusement difficile de ?reposer des théraqeutiques efficaces, 

sauf pour une ou deux affections. La polymyosite, maladie 

inflammatoire du muscle, peut être traitée actuellement d'une 

façon satisfaisante grâce à l'em-loi des corticostéroides et/ou 

des agents immunosuppresseurs. Par contre, la compréhension de 
l 

l'étiologie de beaucou? d'autres myo~athies nous échappe encore, l 

notamment celle des dystroohies musculaires. 

1. Les myo~athies humaines. ----- ----------------- 

Beaucoup de myopathies sont actuellement connues chez 

l'Homme. Elles sont particulièrement bien étudiees, tout au 

moins en ce qui concerne leur histologie et leur morpholoaie 

ultrastructurale. Parmi les myopathies les plus fréquentes, nous 

voulons citer les dystronhies musculaires (W.K.Enqe1, 1973), les 

atro~hies musculaires (Dorman, 1973), les myopathies vacuolaires 

telles que la chloroquinose, les qlycoqénoses, les lipidoses 

(A.G.Enge1, 1973) et surtout les paralysies -6riodiques Pearson, 

1973). De plus, nous connaissons une série étendue de "myopathies 

congénitales" (Munsat, 1973). Enfin, il ne faut qas oublier que 

la ?olymyosite serait due à un désordre immunitaire.Ceci est 

d'autant plus évident qu'elle est souvent accompaanée de carci- 

nomes de différents organes (Kakulas, 1973). 

La microscopie électronique a pu mettre en évidence des 

différences ultrastructurales fondamentales entre le muscle 

normal et le muscle "?athologiqueU. Ces différences se rencon- 

trent non seulement au niveau des structures contractiles, mais 

avec une im~ortance aussi grande au niveau des oraanites cellu- 

laires. Comme la plupart des caractéristiques ne sont Das spéci- 

fiques de telle ou telle myopathie, nous oouvons donc donner un 

aperçu général des anomalies ultrastructurales (Price, 1973). 



Genéralement, les m y o f i b r i Z l e s  comme les fibres musculaires 

elles-mêmes, ont ?erdu leur orientation narallèle. Souvent elles 

bifurquent et s'anastomosent. Cependant, la différence la plus 

importante s'observe au niveau des stries 2 ,  qui ?euvent s'elar- 

gir énormément et même prendre une structure paracristalline. 

Les myofib.~illes dégénèrent facilement, et cette dégénérescence 

commence généralement Far les myofilaments et les stries Z dis- 

paraissent en dernier lieu. 

Le s y s t è m e  T e t  Ze r é t i c u l u m  s a r c o p l a s m i q u e  sont toujours 

présents dans les cellules musculaires pathologiques, mais leur 

aspect diffère souvent complètement. C'est ainsi qu'on observe 

parfois du réticulum sarcoplasmique "fenestré" et un système T 

sous forme de treillage. Les diades ou triades entre le réticulum 

sarcoplasmique et le système T sont généralement -eu fréquentes. 

L ' a p p a r e i l  d e  G o l g i  peu important dans les myoblastes 

normaux, est généralement bien dévelo~oé dans les myoblastes 

pathologiques. 

Différents types de m i t o c h o n d r i e s  anorma le s  ont été décrits. 

Leur nombre peut être augmenté ou réduit var raqwort à celui du 

muscle normal. Les chanqements les glus évidents sont notables 

souvent au niveau des crêtes, dont la densité est parfois su-6- 

rieure, parfois inférieure, à celle des crêtes des mitochondries 

normales. Des inclusions intramitochondriales, dont l'aspect 

peut aller de simples amas jusqu'aux formes paracristallines, 

sont également très fréquentes. i 

Les  l i p i d e s  sont généralement ?lus abondants au cours des 

myopathies. Ceci est aussi le cas pour le gZycogène en sarticulier 

dans les muscles affectés par des myopathies vacuolaires et Dar 

des glycogénoses. 

Les noyaux  perdent souvent leur em?lacement périphérique. 

Le matériel chromatinien est -lus dense et se trouve la plunart 

du temps directement associé à llenvelo??e nucléaire. La surface 

nucléaire possède narfois des plissements et les noyaux montrent 

ainsi des invaginations a s s e z  complexes. 



Les cellules satellites : ce sont des cellules mononucléées, 
1 

ressemblant aux myoblastes, et situées entre la lame basale et I 

la fibre musculaire. Ces cellules subissent peu de chanqement 

dans les muscles patholopiques, mais on observe une augmentation , 
de leur nombre dans le muscle en réqénération (Reznik, 1973). I 

En c e  q u i  concerne Ze muscle strié squelettique on décrit 

les rhabdomyomes (tumeurs bénignes) et les rhabdomyosarcomes 

(tumeurs maliqnes) (Enzinqer et aZ.,1970; Clay, 1972). Parmi les 

rhabdomyosarcomes, on distingue plusieurs formes : les sarcomes 

rhabdolytiques qui sont des affections de l'adulte, et les sar- 

comes rhabdoooïétiques qui s'observent surtout chez le jeune 

enfant ou l'adolescent (Clay, 1972; Masson, 1956). 

Contrairement aux myopathies humaines, celles qui a-3arais- 
1 

sent chez les animaux et en particulier chez les Vertébrés, ont I 

attiré beaucoup moins l-ntérêt des chercheurs. Pourtant, elles 

ne sont ni moins rares, ni moins im?ortantes. La nlupart des 

myopathies sont semblables à celles décrites chez l'Homme. A côté 

des myopathies congénitales et des dystrophies musculaires que 

l'on connaît surtout chez les animaux domestiques de ferme et 

de basse-cour, Hadlow (1973) a décrit un nombre important de 

myopathies provoquées par malnutrition (généralement due à un 

manque de vitamine E) ou Dar intoxication (consommation de certains 

fruits toxiques) . 

Peu de travaux ont été effectués en microsco~ie électronique, 

et l'ensemble des résultats ne -erraet donc nas d'établir une 

conception générale des différences ultrastructurales entre les 

myopathies humaines et animales. Et pourtant, c'est bien l'animal 

qui peut nous permettre de réaliser des études aprofondies sur 

les myopathies afin d'envisager éventuellement des théraaeutiques , 

/ 

humaines. i 
I 
1 



Mais il nous faut surtout citer la définition et la classi- 

fication de l'Organisation Mondiale de Za Santé (O.M.S.) proposées 

en 1970 par Enzinger et a l .  qui distinguent quatre différents 

types : 

" Tumeur extrêmement maligne, formée de rhabdomyoblastes 
à divers stades de différenciation, avec ou sans myofibrilles 

intracellulaires et avec ou sans double striation. De cons- 

titution cytologique et d'architecture cellulaire très vari- 

ables, les rhabdomyosarcomes peuvent être répartis en trois 

types suivant qu'i3.s sont essentiellement : embryonnaires 

(type botryoide compris), alvéolaires, polymorphes. Les deux 

premiers types sont surtout fréquents chez les enfants et les 

adolescents. Il existe aussi des formes mixtes. Les types 

embryonnaires et alvéolaires peuvent apparaître en des loca- 

lisations normalement dépourvues de muscle squelettique." 

Le rhabdomyosarcome embryonnaire décrit par Stobbe et Dargeon 

(1950) est de loin le type le moins différencié et cause parfois 

de grandes difficultés de diagnostic. Alors que le rhabdomyosarcome 

embryonnaire est très riche en cellules, le type botryofde -assez 

fréquent dans le tractus urogénital- contient très peu de cellules, 

séparées les unes des autres par une matrice myxomateuse très 

lache et très importante. Les cellules sont fusiformes ou étoilées 

et sont arrangées de façon très irrégulière, rarement parallèles. 

Les noyaux -très variables par leur forme et leur taille- sont 

riches en chromatine. Des formes géantes sont rares et des mitoses 

sont peu abondantes. Ce type tumoral est rencontré le plus souvent 

chez les enfants. 

Le rhabdomyosarcome atvéolaire (Riopelle et Thériault, 1956) 

tient son originalité à l'architecture tumorale : les cellules 

apparaissent groupées en alvéoles, limitées par des travées con- 

jonctives fines ou plus épaisses, sans doute suivant leur âge. 

Les cellules sont assez uniformes et possèdent des noyaux sphé- 

riques ou ovales et très peu de cytoplasme. De temps à autre, on 

peut observer quelques cellules fusiformes, mais des rhabdomyo- 

blastes présentant une striation évidente sont extrêmement rares 

dans ce type tumoral. Cette tumeur apparaît le plus souvent sur 

les membres. 



Le rhabdomyosarcome polymorphe (Stout, 1946) est très rare 

chez les enfants et apparaît généralement au niveau des muscles 

striés. Il est caractérisé par sa cellularité et son polymorphisme. 

Il diffère des autres types par une majorité de cellules à 

cytoplasme abondant, cellules volumineuses, allongées, aux noyaux 

souvent multiples. Les cellules sont habituellement arrangées 

de façon irrégulière, mais dans certains cas, elles sont alignées 

en groupes parallèles et présentent souvent une striation trans- 

versale évidente. 

Tous les auteurs ayant travaillé sur le rhabdomyosarcome 

ont décrit trois différents types de cellules : des cellules 

sphériques, des cellules fusiformes ( toutes les deux en général 

mononucléées) et des cellules allongées (Clay,1972). 

Les ceZluZes sphériques et mononucléées sont relativement 

petites (10 à 15  pm) toujours capables de se diviser avec une 

synthèse de DNA très élevée. Ces cellules ne possèdent pas de 

myofibrilles ni de microfilaments. 

Les ceZZuZes fusiformes, très effilées, parfois bifurquées, 

sont longues de 50 à 100 Pm. Leur protoplasme contient parfois 

de très petites vacuoles et souvent de fines fibrilles plus ou 

moins longitudinales. Ces cellules possèdent parfois plusieurs 

noyaux, riches en chromatine et montrent des figures de mitoses 

pluripolaires. 

Les ceZZuZes allongées sont caractérisées par une multitude 

de noyaux, diploïdes, qui ne synthétisent plus de DNA. Les 

observations en microscopie électronique ont montré une défor- 

mation considérable de ces noyaux que l'on n'observe pas au 

niveau des noyaux des cellules mononucléées ou des noyaux du 

muscle normal. Contrairement aux cellules sphériques et fusiformes, 

les cellules allongées possèdent la striation caractéristique du 

muscle squelettique normal. 

Cette distinction n'implique nullement une différence de 

nature ou d'origine de ces cellules. Au contraire, elle représente 

plutôt les différents stades parcourus lors de la différenciation 

(Gilman, 1 9 6 5 ) .  



De nombreux auteurs ont examiné un nombre important de 

tumeurs en micrcascopiesoptique et électronique, et on peut cons- 

tater certaines analogies de la tumeur avec différents muscles 

pathologiques et avec des rhabdomyomes (Cornog et Gonatas, 1967). 

Ces analogies concernent essentiellement les aspects du réti- 

culum sarcoplasmique et des stries Z,qui semblent étre assez 

spécifiques pour des myopathies particulières. Quant aux mito- 

chondries anormales, il n'y a aucune spécificit6 pour une tumeur 

ou une myopathie. Leur aspect peut varier d'un cas à l'autre 

(Basrur et aZ.,1970;Pricef1973). En outre, il y a de nombreuses 

variations entre les tumeurs elles-mêmes qui semblent étre dues 

3 la différence d'induction, 3 l'animal soumis a l'expérience 
ou au fait que la tumeur soit maligne ou bénigne. 

Au niveau du muscle cardiaque, on connait l'existence de 

lésions d'apparence tumorale, faites de volumineuses cellules 

mu$culaires, dites "cellules araignées", en continuité avec les 

fibres normales. Beaucoup d'auteurs ne les considèrent pas comme 

de véritables tumeurs. Par contre, les Zeiomyosarcomes observés 

par Bearman (1974) dans le coeur humain , représentent des tumeurs 
malignes de muscle lisse. 

Le muscle lisse peut aussi présenter des tumeurs bénignes 

(leiomyomes) ou malignes (leiomyosarcomes). Ces tumeurs appa- 

raissent en particulier dans l'estomac, dans le larynx et dans 

l'utérus. On parle aussi de Zeiomyobtastornes, mais les auteurs 

ne sont pas d'accord, car il peut s'agir soit de leiomyomes, soit 

de leiomyosarcomes, ou même dlune"troisième forme" de tumeurs du 

muscle lisse (Kay et Still, 1969; Appelman et Helwig, 1976). 

Dans les tumeurs du muscle lisse, on distingue deux types 

différents de cellules : des cellules irrégulières et des cellules 

fusiformes (Appelman et Helwig, 1976). 

Les ceZZuZes irréguZidres forment des zones assez vastes 

dans la tumeur. Elles ont un aspect épithéloide, sont relativement 

petites (environ 10 pm) et toujours capables de se diviser. Elles 

possèdent un noyau pléiomorphe qui est souvent entouré par un 

espace clair. 



Les ceZZules fusiformes forment des réseaux de fibres dans 

les zones des petites cellules. Elles sont très effilées et 

longues de 50 à 100 Pm. Leur protoplasme contient souvent des 

fines fibrilles plus ou moins longitudinales. Les cellules 

possèdent en général un seul noyau allongé. 

L'aspect ultrastructural de ces cellules est assez semblable 

à celui des cellules du muscle lisse. On reconnaît des faisceaux 

de fines fibrilles se rejoignant dans des corps plus denses, 

identiques aux stries Z du muscle strié. Les filaments épais 

sont très rares. Par contre, on observe une augmentation de 

microtubules et de filaments de 10 nm d'épaisseur. Les noyaux 

sont généralement lobés et contiennent fréquemment des corps 

nucléaires fibrillaires. Les mitochondries montrent les mêmes 

anomalies que celles du muscle strié cancéreux et l'appareil de 

Golgi est souvent bien développé. 

C. LES PROTEINES CONTRACTILES DU MUSCLE. 

Le sarcomère, la plus petite unité contractile du muscle 

strié consiste en un complexe hautement organisé de protéines 

contractiles, représentées essentiellement par la myosine et 

par l'actine. En plus, on y trouve de nombreuses autres protéines, 

qui jouent un rôle régulateur ou interviennent dans la structura- 

tion. 

1. Les -___ srotéines _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  du filament épais. , -  --- 

a) La myosine. 

La protéine la plus importante du filament épais est la 

myosine ( 55 % des protéines myofibrillaires ) .  La myosine a un 

poids moléculaire de 480 000. Elle est une molécule asymétrique 

allongée (environ 160 nm) et de 2,5 nm de diamètre, contenant 

une tête globulaire. La plus grande partie de la molécule de la 

myosine est arrangée en hélice a et les deux chaînes s'enroulent 

l'une autour de l'autre pour adopter une structure en double 

hélice (Fig.6.). Les têtes de myosine se trouvent disposées en 
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un arrangement régulier autour et le long du filament. De ce 

fait les têtes des molécules de myosine se trouvent détachées 

du corps du filament épais (Fig.8.). 

Sous l'action de la trypsine, la molécule peut Gtre scindée 

en deux méromyosines (méromyosine légère ou LMM, P.M. 140 000, 

et méromyosine lourde ou HMM, P.M. 340 000). Sous l'action de 
1 

la papaPne elle peut être coupée en "Myosine Rod" (P.M. 365 000) l 

et en un sous-fragment (SI) de la HMM. Le dimère de la myosine 

du muscle strié squelettique du Lapin peut être dissocié en 

deux  chagnes l o u r d e s  identiques (P.M. 200 000) et en t r o i s  c h a f n e s  

L é g è r e s .  Les chaines légères peuvent être isolées, l'une par 1 
un traitement avec le DTNB (chaine dite "DTNB-LC") et les deux 

autres par un traitement alcalin (chaînes dites "Alcali-LC"). 

La "DTNB-LC" a un poids moléculaire de 18 000 et se trouve sur 

le sous-fragment S2 de la HMM (voir Fig.6.). Le sous-fragment SI 

-la tête globulaire de la myosine- a la capacité de lier l'actine 
l 

et porte les deux "Alcali-LC" de P.M. 25 000 et 16 000 (voir 

Figs. 6. et 8.). 

Le filament épais est formé de molécules accolées, disposées 

"tête-bêche" et dbcalées les unes par rapport aux autres de 60°. 

La distance entre les HMM-S1 de deux molécules est de 14.3 nm, 

ce qui donne au filament une périodicité de 42,9 nm. Le respon- 

sable de cette périodicité est une protéine de fonction structu- 

rale, la C-protéine dont on trouve deux molécules toutes les 

trois paires de molécul(?s de myosine (Offer et Moos, 1973) . Son 
poids moléculaire est de 140 000 (Fig.7.). 

Fig.7. Arrangement oossible des molécules de la C-protéine sur - 
le filament épais. A chaque troisième naire de molécules 

de myosine sont associées deux molécules de C-~rotéine 

(d'aorès Offer et I~loos, 1973). 



c) Les M-protdines. 

Alors que la C-protéine se trouve sur la -lus grande partie 

du filament épais pour en déterminer l'arrangement moléculaire, 

un autre complexe protéique existe au milieu des filaments pour 

les associer et leur donner ainsi une localisation précise et 

stable dans le sarcomère (Knappeis et Carlsen, 1968) (Fig.2.). Ce 

rdle est joué par deux protéines que l'on appelle la Ma-protéine 

et la M -protéine et dont les poids moléculaires restent encore B 
fortement discutés : 165 000 et 94 000 selon Masaki et Takaiti 

(1974) et 195 000 et 180 000 suivant Porzio et Pearson (1977). 

Les  rotéi in es du filament fin. ---- ........................ 

a) L 'actine. 

La protéine la plus importante du filament fin est l'actine 

qui constitue 25 % des protéines myofibrillaires (Porzio et 

Pearson, 1977). L'actine se présente sous deux formes : actine G 

( actine globulaire, avec un diamètre de 4 nm) et actine F (actine 

fibrillaire, avec un diamètre de 7 nm) qui est un polymère 

d'actine G. La molécule monomère d'actine est formée d'une seule 

chaîne polypeptidique (P.M. 45 000) dont la séquence en acides 

aminés a été déterminée. Chaque molécule d'actine G fixe étroite- 

ment un ion ca2+. Elle fixe également avec beaucoup d'affinité 

une molécule d'ATP ( ou d'ADP). La liaison de 1'ATP à l'actine G 

est suivie de sa polymérisation en actine F. Le filament fin 

est sous forme de double hélice et possède une périodicité de 

sept molécules d'actine G, donc de 30 nm environ (Fig. 8.) (Spudich, 

1973). 

b) La tropomyosine. 

Le filament fin contient aussi une protéine structurale, la 

t~o~ornyosine. Cette molécule a une longueur de 40 nm et un 

diamètre d'environ 2 m. Elle a un poids moléculaire d'environ 

70 000 et forme deux sous-unités de 34 000 et 36 000 en présence 

de SDS (Cohen et al., 1973). Dans le filament fin, la tropomyosine 



Fig . - 8. Le filament fin contient plusieurs protéines : - 
*La F-actine (en double hélice) com?osée de monomères de 
G-actine. 
*La tropomyosine (en double hélice) . 
*Les trois constituants de la troponine 

-le facteur fixé sur la tropomyosine (TN-T) . 
-le facteur liant le Calcium (TN-C) . 
-le facteur inhibiteur de la contraction (TN-1). 

(d'apres Gillis, 1975 et Gillis, 1977, 6th Fleeting of the 
European Muscle Club, Saclay, 1977). 



suit l'hélice formée par les G-actines et ses molécules sont 

situées l'une aprgs l'autre en associant les molécules de 

tropanine entre elles (Fig.8,). Il est important de savoir que, 

in vitro, les G-actines peuvent former le filament fin en absence 

de la tropomyosine et de la troponine. 

c) La troponine. 

La troponine du Lapin est constituée de trois composants 

majeurs de P.M. 39 000, 24 000 et 18 000 que l'on appelle respec- 

tivement TN-T, TN-1 et TN-C. La TN-T est le constituant qui 

permet l'association avec la tropomyosine; la TN-1 est le facteur 
2+ inhibiteur et la TN-C le composant liant le Ca . La troponine 

est le complexe "régulateurn de la contraction (Cohen et al., 1973; 
Gillis, 1975) (Fig. 8.1 

3. &es autres ~go té in~s -~gggggcg&&g, s .  

En dehors des protéines contractiles situées sur les filaments 

épais et fin, il existe d'autres protéines faisant partie des 

myofibrilles du muscle strié. 

L'a-actinine de P.M. 95 000 3 100 000 est localisée dans la 

strie Z (Ebashi et al., 1973). Le r6le de la 6-actinine (P.M. 

70 000) est encore inconnu. Maruyama (1966) la considère comme 
, 

un facteur régulateur de la polymérisation de l'actine. D'autres 

auteurs (Ebashi et al., 1973) lui donnent une fonction structurale 

comparable Zi celle des M-protéines, mais au niveau de l'actine, 

et elle serait située au niveau de la bande N. 

Enfin dernièrement, on a parlé d'une nouvelle protéine 

existant dans le muscle lisse et dans les cellules non musculaires, 

la fi lamine (Wang et al. , 1975) . Cette protéine a un poids molé- 
culaire de 250 000 et a été identifiée comme une protéine contrac- 

tile régulatrice qui inhibe l'activation de la M ~ * +  ATPase de la 

myosine par l'actine (Davies et al. , 1977) . 



Dans le nuscZe t i s s e  des Invertébrés, on a décrit depuis 

longtemps la paramyosine (Levine et ai?. , 1976) . Elle a un poids 
moléculaire de 105 000. Autrefois, la paramyosine a été considérée 

comme une protéine structurale contenant de la myosine, mais 

depuis les travaux récents d'Epstein et al. (1976), on sait qu'elle 

interagit avec la myosine. Elle est compétitive avec la F-actine 

en ce qui concerne son effet sur la myosine, et l'affinité ap- 

parente de la myosine pour la F-actine est remarquablement réduite 

lorsque la myosine et la paramyosine sont associées. 

Depuis peu de temps on a reconnu l'importance de la pan- 

albumine. Cette protéine n'existe que dans le muscle ( on ne 

connait pas encore sa localisation précise), et en particulier 

dans le muscle rapid.e. Elle est considérée comme ayant une 

fonction analogue à celle de la TN-C, mais son r61e activateur 

est dix fois plus fort que celui de cette dernière. La parv- 

albumine joue un r6Le de transporteur du ca2+ dans la cellule 
musculaire. Son poids moléuulaire est de 11 500 (Pechère et al,, 

1975, 1977). 

Mis à part le système contractile musculaire, il existe un 

autre système : celui des cils et des flagelles. Cependant ce 

système semble avoir le même principe de contraction que le 

muscle, c'est-à-dire par glissement des différents éléments l'un 

sur l'autre (Warner, 1976) . Ainsi on connaft deux protéines 
essentielles participant à la motilité des cils et flagelles : 

la tubuLine et la dynéine dBun.poids moléculaire de 55 000 et 

700 000 respectivement (Gibbons et al., 1976). 

4. __--_--___-__-______ Les activités ATPasigues -___-___-__ de la myosine. -____ 

La myosine est considérée comme une enzyme capable d'hydro- 

lyser 1'ATP en ADP et en phosphore inorganique dans le but de 

libérer l'énergie nécessaire pour la contraction musculaire. 

Plusieurs activités ATPasiques ont été décrites. Dans la 

myosine, l'activité ATPasique est localisée dans la tête de la 

molécule. Il existe deux sites catalytiques, un site pour chaque 

fragment HMM-S1. Chaque site contient un groupe thiol catalytique 



et un groupe thiol inhibiteur. On a pu isoler de la téte de la 

myosine, un octapeptide capable de fixer 1'ATP. La séquence de 

ce peptide, qui peut représenter le site actif de llATPase, 

contient notamment un résidu de cystéine, nécessaire a l'activité 
ATPasique(Barany et Merrifield, 1973). (Fig.9.) 

Pro 

Fig.9. : Modèle d'association de 1'ATP au peptide isolé de la - 
myosine (Fixation du Mg-ATP).(D1après Barany et Merri- 

field, 1973). 

2 1  a) L ' a c t i v i t é  ATPasique Ca dépendante .  

L'activité ATPasique dépendante du ca2+ est l'activite 

propre a la myosine. Elle est facilement mesurable i n  v i t r o  sur 

la myosine extraite et est d'autant plus élevée que la myosine 

est pure et obtenue dans les délais les plus brefs. Elle est 



dependante du ca2+, car elle augmente en fonction de la con- 

centration du ca2+ que l'on met en sa présence lors du dosage 

(Green et Mommaerts, 1953). 

b) L ' a c t i v i t b  ATPasique M~~~ dépendante.  

L'activité ATPasique dependante du Mg2+ est comme la Ca 2+ 

ATPase mesurable i n  v i t r o .  Bien qu'elle soit située sur la 

myosine, cette activité diminue en fonction de la pureté de la 

myosine. Comme elle est activée en présence d'actine et en 

fonction de sa concentration, elle est appelée l'activité ATP- 

asique propre a l'actomyosine (Spudich et Watt, 1971). 

c) L ' a c t i v i t é  ATPasique ddpendante d e s  i o n s  monovalents .  

+ Les activités ATPasiques dépendantes de ~ a +  ou K sont des 

activités non s p é c i f i q u e s  des protéines myofibrillaires. Ce sont 

les activités de différentes particules cellulaires, en particulier 

des microsornes et des mitochondries. Sur les membranes, on trouve 

en plus une activité ATPasique dépendante du Mg2+ (Swynghedauw 

e t  a l . ,  1973). 

5. Les modifications des  rotéi in es contractiles. ...................... ..................... 

Les protéines contractiles ne sont pas toujours identiques 

dans les différents muscles et encore moins chez les différentes 

espèces animales, sans parler des modifications au niveau de 

leur structure primaire. 

a) Les m o d i f i c a t i o n s  s e l o n  Zes organes .  

Les modifications les plus connues sont celles de la myos ine .  

La myosine du muscle strié squelettique a t r o i s  c h a f n e s  Légères, 

mais il existe dans une méme espèce des différences entre le muscle 

squelettique blanc et le muscle squelettique rouge justement au 

niveau des chahes légères dont les poids moléculaires changent 

( Dreizen et Richards, 1973). Cette différence est encore plus 

évidente entre le muscle strié squelettique et le muscle strié 



cardiaque. La myosine du muscZe c a r d i a q u e  ne pos sède  que deux  

c h a t n e s  l é g è r e s  de  27  000 e t  18 000 de  P.M. (Weeds et Frank, 

1973) . De même, l a  myosine du muscle  l i s s e  ne pos sède  que deux 

c h a f n e s  l é g è r e s ,  mais  de  20 000 e t  17 000 de  P.M. seulement  

(Léger et Focant, 1973). La myosine des fibroblastes et des 

thrombocytes ne montre également que deux chaînes légères, mais 

de 20 000 et 1 5  000 de P.M. (Adelstein et Conti, 1973 et 1976). 

On connait maintenant aussi des hétérogénéités au niveau de 

l'actine et on distingue trois formes : a-, B- et y-actine.L'a 

actine est le facteur majeur du muscle strié et la y-actine celui 

du muscle lisse. Les trois formes sont présentes d'une façon 

pratiquement identique dans les fibroblastes (Rubenstein et 

Spudich, 1977). 

b) Les m o d i f i c a t i o n s  d ' o r d r e  s p é c i f i q u e .  

C'est encore au niveau des chaînes légères de la myosine, 

en particulier de la myos ine  du muscle lisse, que l'on trouve 

des modifications importantes. Alors que la myosine du muscle 

lisse des Vertébrés possède deux chahes légères de différents 

poids moléculaires, celle du muscle lisse des Invertébrés possède 

deux chafnes légères de même poids moléculaire, mais dont les 

fonctions sont différentes (Kendrick-Jones et a l . ,  1976). 

Des modifications sensibles sont également connues au niveau 

du filament fin, oïî un, deux ou même les trois facteurs du 

complexe régulateur de la t r o p o n i n e  sont absents chez certains 

Arthropodes et Mollusques (Lehrnan e t  al. , 1973) . 

C) Les m o d i f i c a t i o n s  p h y s i o l o g i q u e s .  

Une des modifications physiologiques les plus connues est 

celle de la myosine f o e t a l e ,  qui ne possède que deux chaines 

légères, celles de P.M. 25 000 et 18 0 0 0 ,  alors que le muscle 

adulte possède une troisième de P.M. 16 000 en plus (Dow et 

Stracher, 1971) . 
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Fig.10. Disposition des filaments d'actine et de myosine dans les 
sarcomères. De part et d'autre de la strie 2, les filaments 
d'actine sont enroulés en sens contraire. Les filaments de 
myosine sont disposés symétriquement par rap~ort au centre 
du sarcomère. Les filaments de myosine sont faits de molécules 
assemblees tête-bêche . (d'aprss H.E. Huxley, 1965). 



La myosine du muscle dystrophib (dystrophie provoquée 

expérimentalement chez la Souris, souche : ReJ 129 dy/dy), par 

contre, perd ses chaines légères et il ne reste que celle 

de 25 000 de poids moléculaire (John, 1974; Petryshyn et 

Nicholls, 1976). Un changement important a été constaté égale- 

ment après reinnervations croisées entre le muscle rouge et 

le blanc, où l'on observe la présence des chabes légères des 

deux types de myosines 3 la fois. Après dénervation, la charne 

légsre de 25 000 de P.M. disparart en général (Weeds et al., 

1974). 

D. LA CONTRACTION MUSCULAIRE. 

La contraction musculaire a été l'objet de nombreux travaux 

et c'est H.E. Huxley (1965) qui le premier a donné une explica- 

tion du mécanisme de la contraction. 

Au cours de la contraction, les filaments d'actine et de 

myosine ne changent pas de longueur: ce sont les filaments fins 

qui glissent entre les filaments épais (Fig.1.) et pén6trent 

plus avant dans la bande A jusqu'a la ligne M (Huxley, 1964,1965) . 
La bande 1 devient plus étroite, en méme temps que la bande H 

disparaît. Lors de la relaxation les filaments fins ressortent 

d'entre les filaments épais, la bande 1 s'elargit tandis que 

réapparait la bande H. Ainsi les mouvements de contraction et 

de relaxation des myofibrilles correspondent 3 des glissements 

des deux catégories de myofilaments les uns par rapport aux 

autres. 

Il faut donc se demander pourquoi les mouvements se font 

toujours dans le même sens lors de la contraction, c'est-à-dire 

dans le sens qui correspond a l'intercalation des filaments fins 
entre les filaments épais. Ceci est lié 3 l'architecture molé- 

culaire des myofilaments, les molécules qui les constituent 

étant disposées selon des arrangements symétriques par rapport 

au milieu du sarcomere (ligne M). Les filaments fins sont formés 
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Fig.11. Formation de liaison entre filaments fins (actine) et 

filaments épais (myosine) . (d'après Ham, 1974a) . 



par l'enroulement en double hélice de molécules globulaires 

d'actine (Fig.8.et IO.), de tropomyosine et de troponine. Si 

l'on observe l'enroulement des filaments situés de part et 

d'autre d'une strie 2, on constate qu'ils sont de sens contraire 

(Fig.10.). D'autre part, les filaments de myosine sont formés 

de molécules accoltZes, disposées téte-béche ("end-to-endn) et 

légèrement décalées les unes par rapport aux autres (Fig.10.). 

Il est remarquable de constater en microscopie électronique, 

après coloration négative, que les filaments de myosine recon- 

stitués i n  v i t r o  par précipitation à partir d'une solution de 

myosine, ont les mémes caractères morphologiques que les fila- 

ments épais isolés 3 partir des myofibrilles (Huxley, 1963). 

2. --- Le grocessus ---_-_----------- biochimiqge. 

L'ATP est la seule source d'énergie utilisable de la cellule. 

L'énergie chimique qui se transforme en énergie mécanique dans 

le muscle provient de l'hydrolyse de 1'ATP qui s'effectue au 

niveau de la tgte globulaire de la myosine. L'énergie ainsi 

libérée provoque un pivotement de la téte globulaire. Cette 

modification conformationnelle de la téte de myosine est utilisée 

pour faire glisser les filaments fins d'actine le long des 

filaments épais de myosine (Fig.8. et 11). 

a) Mécanisme de l ' a c t i v i t é  ATPasique de l a  myos ine .  

Plusieurs complexes enzyme-substrat différents se forment 

au cours de l'activité ATPasique. Il y a d'abord un premier 

complexe avec 1'ADP et le phosphore inorganique (Pi) qui cor- 

respond % la conformation "énergétisée" de la molécule de myosine 

(Fig.12.). 

Lorsque des quantités équimoléculaires d'ATP et de myosine sont 
+ 

mélangées, il apparart rapidement un H libre dans le milieu, 

puis plus lentement de 1'ADP et un phosphate libre. L'ADP et le 



Fig.12. Contraction musculaire montrée comme un cycle à quatre phases. 

La tete de la myosine "énergétisée" (Phase a) réagit avec un 

monomère d'actine après activation de la troponine par le calcium 

(Phase b). Il en résulte une modification conformationnelle telle, 

que la "tete" de la myosine forme un angle de 45' avec sa "queue" 

(Phase c). L'ADP et le phosphore inorganique quittent le site 

de fixation de la myosine et sont remplacés -ar 1'ATP (Phase d l .  

Le clivage de 1'ATP conduit de nouveau la formation du complexe 
ADP + Pi : ceci modifie la position angulaire de la tete de la 
myosine qui forme maintenant un angle de 90'. Dans ce cas, elle 

peut réagir a nouveau avec un monomère d'actine. (d'après 
Mannherz et al., Nature, New Biology, - 241, 226-229 (1973)). 



phosphate inorganique n'apparaissant pas dans le milieu en méme 
+ temps que H , on a pensé 3 l'existence d'un complexe myosine + 

ADP + Pi 

M'ATP + ~~0 a M*ADP*P~ + H+ (Fig. l2b.) 

(M* = conformation énergétisée de la myosine). Le complexe 

M?ADP*P~ est riche en énergie parce qu'il a conservé l'énergie 

provenant de l'hydrolyse de 1'ATP. 

Dans une troisième étape, 

fr  M*ADPWPi M-ADP-Pi (Fig. l2c.) 

Il y a libération de l'énergie du complexe énergétisé pour 

former le complexe 3 bas niveau energetique M0ADP.Pi. Cette 

réaction "lente" est limitante. 

Le complexe à bas niveau d'énergie se dissocie rapidement en 

myosine libre qui se trouve dans sa conformation de repos: 

A M*ADP=PiK- M + ADP + Pi (Fig. l2d. ) 

La réaction (Fig.12c.) qui libère de l'énergie est concomitante 

de la modification de la conformation de la tête de la myosine 

qui permet le glissement des filaments fins d'actine le long 

des filaments épais de myosine. Cette nouvelle actine-myosine- 

ATP se dissocie rapidement en donnant une molécule libre d'ac- 

tine et une myosine-ATP "non-chargée" mais énergétisée (phase 1: 

Fig.12a.). 

Ainsi sont formés deux complexes myosine-actine au cours 

de l'hydrolyse de l'ATP, l'un à haute énergie, l'autre à basse 

énergie. Celui 3 haute énergie est le complexe actif et est 

formé lorsque la myosine-ATP intermédiaire "chargée" s'associe 

avec une molécule d'actine. Sa vie est très courte et en un 

centième de seconde 1'ATP est hydrolysé, l'énergie est libérée 

et le complexe atteint le stade à basse énergie. Ce complexe 

reste à basse énergie jusquà ce qu'une nouvelle molécule d'ATP 



Fig.13. Schéma du r61e régulateur du Calcium. 
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Dans un muscle au repos, le calcium extracellulaire est concentre 
dans la region pgrimembranaire et dans ses invaginations (systgme T). 
Le calcium intracellulaire est cantonne dans le reticulum sarcoplas- 
mique. L'influx nerveux provoque un changement de polarite des mem- 
brane , et il se produit une entree de ~ a +  et ~ a * +  dans la cellule. 
Le Caq+ du reticulum sarcoplasmique va alors agir sur les proteines 
contractiles pour déclancher la contraction. Le processus inverse 
se produit lors de la relaxation. 
(I: augmentation, )/: diminution, : phosphorylase. 
A.M : actomyosine; A.M* : actomyosine 
(Description plus detailMe dans le texte). 



arrive. Ces phénomènes vont très vite dans le muscle sain. 'Nais 

lorsqu'il manque de l'ATP, ce complexe est très stable. La 

stabilité de ce complexe 3 basse énergie en l'absence d'ATP 

est appel& "complexe rigide" dont l'extréme rigidité se déve- 

loppe dans le muscle après la mort (rigor mortis) lors de la 

disparition de 1'ATP par consormnation graduelle. Mais le complexe 

rigide existe également in vivo dans le muscle lisse intestinal 

et utérin et dans l'actomyosine thrombocytaire au cours de la 

formation du caillot de sang. Dans ce dernier cas, il est ir- 

réversible. 

2+ b) RdguZation de Za contraction par Ze Ca . 

Comment s'effectue le contrale par le caZcium dont l'absence 

stoppe la totalité de la série de réactions? La réaction qui 

est sensible au calcium est l'association de la myosine-ATP 

chargée avec l'actine pour donner le complexe actif. La tropo- 

myosine est la troponine sont indispensables Gour que le calcium 

puissent jouer son r6le régulateur de la contraction. 

Si l'on considère la proportion relative des protéines qui 

participent a la formation du filament fin, on doit se poser 
la question suivante : Comment une seule molécule de tro~omyosine 

et une seule mol6cule de troponine peuvent-elles contrôler le 

comportement de sept molécules d'actine? 

C'est l'emplacement de la tropomyosine sur le filament fin 

qui suggère un mécanisme possible du blocage ou de la formation 
du complexe actif. Le calcium se fixe sur la troponine C (TN-C) 

(Fig.l3a, 14a), ce qui augmente l'affinité entre la troponine 1 

(TN-1) et la TN-C (Fig.l3a.), et diminue l'effet inhibiteur de 

la TN-I (Fig.13c.). En plus, le calcium active la TN-1 phosphory- 

lase (Fig.13d.) (TN-I@), de qui réduit également l'effet in- 

hibiteur de la TN-1. En présence du calcium, la TN-1 s'écarte et 

pousse la tropomyosine dans le sillon de la double hélice du 

filament fin (TM-"shift") (Fig. l3e., 14b. ) et la myosine peut se 

fixer sur l'actine (Fig.14c.). Lorsque le calcium est enlevé, 

la TN-1 se déplace a nouveau, mais dans l'autre sens, et tire la 



Fig.14. TM-"Shiftn. Le complexe troponine-tropomyosine se trouve a la 
peripherie du filament (a). Lors de l'arrivee du calcium sur la 
TN-Cf le complexe se deplace vers le sillon des deux helices 
d'actine (b) , et la place est ainsi liberee permettant a la tete 
de la myosine HMM-S de venir se lier a llactine (c) . 
(d'après Huxley, 19+3; Gillis, 1975, et Gillis 1977: 6th leetinq 
of the European Muscle Club, Saclay, 1977). 

Fig.15. TM-"Shift" tel qu'il faut l'imaginer sur le filament fin. 
(d'après Murray et Weber, 1974). 



tropomyosine davantage vers la périphérie du filament fin (Fig.15). , 
Ce mouvement provoque ainsi un empêchement physique de l'approche 

de la myosine-ATP chargée aux molécules d'actine. La tropomyosine i 
ne joue donc pas seulement un r61e purement structural, mais 1 
également informateur pour les molécules d'actine (Huxley, 1973). 1 

Le calcium active également la phosphorylase des chaînes 

légeres (LC-@) , ce qui provoque un changement con£ ormationnel 
des chahes légeres protégeant le site actif de la myosine et 

facilite la fixation de 1'ATP sur la téte globulaire de la myo- 

sine (Fig.13f.l. La phosphorylation des chahes légères et le 

TM-"shift" permettent finalement l'association du complexe acto- 

myosine non chargé (A.M)(Fig.l3g.) qui se transforme en une * acto-myosine chargée (A.M ) en présence d'ATP (Fig. l3h. ) . 

L'association de la myosine avec l'actine est non seulement 

régulée par le calcium, mais aussi par la concentration en ATP. 

A basse concentration d'ATP et en absence de calcium, les deux 

molécules peuvent s'associer, mais ne peuvent former que le 

complexe rigide. Dans ces conditions, la myosine-ATP -chimique- 

ment différente de la myosine-ATP chargée- a la possibilité de 

repousser la tropomyosine dans le sillon de la double hélice du 

filament fin.Ce phénomène est observé dans les muscles luses 

où la troponine est absente. L'introduction d'un suppl6ment 

d'ATP ou de calcium transforme ensuite le complexe rigide en 

complexe actif. Un des meilleurs exemples de ce phénomène, est 

ce qu'on appelle le catch chez les Mollusques bivalves lors de 

la contraction du muscle rétracteur byssal antérieur (Johnson 

et Kahn, 1959). 



III. PROBLEMES POSES. 

Cette revue des principaux éléments de la cancérogénèse 

chimique d'une part, et de la biologie et biochimie du muscle 

d'autre part, nous permet d'établir clairement les problèmes 

que nous avons envisagés de résoudre. 

Parmi les nombreux auteurs ayant 6tudié les différentes 

formes du cancer musculaire, certains ont entrepris des études 

sur l'effet du nickel lors de la cancérisation, mais aucun n'a 

envisagé jusqu'à présent l'étude du phénomène de la contraction 

dans les tumeurs. Pourtant, depuis Gilman (1965), on sait que 

les rhabdomyoblastes mis en culture se différencient apparemment 

comme les cellules musculaires normalestmais ne montrent pratique- 

ment plus aucune mobilité ni contraction par rapport aux myo- 

blastes normaux dans les mêmes conditions. 

Le probléme de blocage de la contraction nous semble très 

important. Nous avons pensé que cette question pourrait être 

abordée en étudiant particulièrement la myosine du muscle tumoral 

et de la comparer avec celle du muscle normal et surtout celle 

du muscle foetal. Ceci nous semble indispensable, non seulement 

parce qu'on a trouvé des ressemblances de nombreuses protéines 

foetales avec des protéines d'origine cancéreuse, mais surtout 

parce qu'on sait que la myosine du muscle foetal est différente 

de celle du muscle adulte qui possède trois chaînes légères de 

différents poids moléculaires, alors que la myosine foetale 

n'en possède que deux. 

La question qui se pose est de savoir à quel type de myosine 

ressemble la myosine tumorale, surtout que l'on a observé des 

modifications assez importantes au niveau des chaines légères 

chez d'autres myosines extraites de différents muscles patho- 

logiques. 



Enfin, sur le plan morphologique, aucune étude n'a été 

effectuée concernant la structure des filaments de myosine 

pathologique reprécipitée in vitro. 

Parallèlement, de nombreux travaux ont été menés concernant 

les activités ATPasiques de la myosine et de l'actomyosine. Ces 

études ont permis de definir le phénomène de la contraction. 

C'est donc avec des travaux de même nature, que nous avons pensé 

aborder le problème du blocage de la contraction. 

Comme la définition exacte de la contraction ou de son 

blocage ne peut pas être uniquement fondée sur une étude de la 

myosine et de son activité ATPasique, nous avons également 

entrepris une étude du filament fin et de l'actine en particulier. 

Nos études ultrastructurales portent donc essentiellement 

sur les aspects moli5culaires de ces macromolécules normales et 

tumorales, et les recherches biochimiques et physico-chimiques 

visent 3 définir les différences de conformation et les modifi- 

cations des interactions qui sont fondamentales dans les phénomènes 

de contraction. 





Nos expériences ont été effectuées en premier lieu sur des 

Rats Wistar adultes, males ou femelles, 8sés de trois mois, 

pesant entre 250 et 300 g et soumis a une alimentation classique. 
Nous nous sommes d'abord servis de Rats sains comme témoins pour 

toutes les études morphologiques ainsi que pour nos expériences 

biochimiques. Les mêmes travaux ont été ensuite entrepris sur 

des tumeurs induites par le NigS2 et sur des foetus âgés de 

14 jours. Les foetus ont été prélevés 3 cet 5ge - donc au 2/3 de 

la gestation de la femelle - car c'est 3 ce moment que la 

concentration des a-Foetoprotéines dans le liquide amniotique 

est la plus élevée. 

L'induction des tumeurs chez le Lapin a été réalisée parce 

que les études chimiques et biophysiques actuellement menées 

sur les protéines contractiles prennent comme référence le 

muscle blanc du Lapin. Nous avons utilisé des Lapins blancs 
A adultes, mâles ou femelles, agés de six mois et pesant en moyenne 

2700 g. Nous avons travaillé parallèlement sur le muscle blanc 

du Lapin sain, sur les tumeurs induites et sur des foetus âgés 

de 20 jours, donc prélevés au 2/3 de la gestation de la Lapine. 

Enfin, certaines études ont pu être complétées par des 

travaux sur un sarcome rhabdopofétique humain et un foetus 

humain. 

Il s'agit d'une tumeur de localisation périnéale d'un nouveau- 

né opéré pour des raisons d'hémostase (hémorragie incoercible) 

provoquée par rupture des veines sous-cutanées. Cette tumeur a 

6té excisée au quatrième jour de la vie du nourrisson, mais 

nous n'avons pu faire que des études histologiques sur cette 

tumeur. Deux mois plus tard, au même endroit, réapparaissait une 

récidive tumorale de même importance (environ 10 cm de diamètre). 

Immédiatement après la mort, cette tumeur a été prélevée et nous 

avons pu effectuer des examens morphologiques et biochimiques. 



Le foetus humain etait $ge de 5 mois. Les raisons de 

l'avortement etaient une grossesse difficile ( un cerclage 

a et6 effectue en debut de grossesse) et un voyage excessif. 



A. OBTENTION DES TUMEURS. 

1 II. HBTHODES. I 

1. ---------O-- Caractéristiques --------------- ,-------------L---  du sous-sulfure de nickel Ni3S2; 

L'agent chimio-inducteur est le sous-sulfure de nickel, Ni3S2, 

un produit minéral avec deux charges positives libres. Il est 

préparé par M. D.Dewailly (Laboratoire de Chimie Minérale 

Appliquée, Université de Lille 1) selon une méthode originale 

qui consiste a produira une poudre pure de Ni3S2 dont 1 g possede 
une surface totale de plus de 40 m2 ( la poudre de Ni S préparee 

2 2  selon les méthodes classiques possède une surface de 1 m /g). 

2. Induction des tumeurs. --------------------- 

La poudre de NigS2 est mise en suspension 3 une concentration 

de 50 mg/ml dans une solution d'agar 3 2%. La suspension est 

séchée 3 60°C et le melange sec est coupé ensuite en morceaux 

d'environ 20 mg et 80 mg. Ce mélange contient 71.43 % de Ni3S2. 

Ces morceaux sont implantes dans le muscle d'une patte arrière 

de Rat Wistar (20 mg) ou des deux pattes arrières de Lapin (80 mg). 

Avec cette méthode d'implantation, on obtient chez le Rat des 

tumeurs musculaires au bout de 120 3 150 jours. Les tumeurs sont 

prélevées 3 3 4 semaines aprss leur première apparition et pgsent 

chez le Rat 20 3 30 g. Chez le Lapin, le d6veloppement d'une 

tumeur est plus lent. Il faut quatre 3 six mois pour produire 
une tumeur de la taille d'une noix. Puis la tumeur entre dans 

une période de stagnation d'une durée de 2 à 20 mois. Pendant la 

deuxième periode de croissance, la tumeur évolue très vite et 

elle atteint au bout de 4 b 5 semaines une taille importante : 

le diamètre pouvant aller jusqu'a 10 cm et le poids jusqu'a 300 g. 



B. ETUDES MORPHOLOGIQUES. 

Pour l'histologie, des fragments de différentes régions des 

tumeurs sont fixés par le formaldéhyde pendant quelques jours 

puis par le Dubosc-Brasil pendant 24 3 48 heures. Les préléve- 

ments sont inclus suivant des méthodes classiques dans la 

paraffine et sont debites en coupes d'une épaisseur de 4 3 6 um. 

Pour l'observation de certaines coupes la microscopie en 

contraste de phase a été employee. 

Les microphotographies sont réalisées au flash électronique 

(Microscope Zeiss) . 
Pour l'examen histologique,différentes colorations sont 

utilisées : Azan, Clark, Hémalun-Eosine et Trichrome de Masson. 

Comme réactin cytochimique est employé le P.A.S. avant et apres 

digestion a l'amylase. 

a) Fixation et InoZusion.  

Les divers prélevements sont immergés pendant 1 heure dans 

le glutaraldéhyde 3 5 % dans du tampon phosphate 0,l M (pH 7,2), 

puis 1 heure dans du tétroxyde d'osmium 3 2 % dans le méme 

tampon. Après déshydratation alcoolique, les inclusions sont 

réalisées dans le styrène-méthacrylate selon la technique de 

Kushida (1961) et Stockern et Komnick (1970). Les blocs sont 

coupés sur ultramicrotome LKB. En général, les coupes sont 

recueillies sur grilles recouvertes d'une membrane de Pioloform F 

(Stockem 1968). Elles sont contrastées par l'acétate d'uranyle 

3 1 % dans l'alcool a 50°, suivi du citrate de plomb selon 
Reynolds (1963). Les prgparations sont examinées au microscope 

électronique "Philips 300" 3 80 H V .  



b) C o n t r a s t e  n é g a t i f .  

Des colorations négatives sont obtenues en déposant une 

goutte de la suspension protéinique sur une grille recouverte 

d'une membrane de Pioloform F (Stockem, 1968) . Avant d'appliquer 
le contrastant, la grille est rincée avec environ 10 gouttes 

d'une solution de KC1 0,l M, laquelle est éliminée ensuite 

avec du papier filtre. Une goutte d'acetate d'uranyle à 0,5 % 

dans l'alcool à 50° est immédiatement ajoutée. Après 5 3 10 

secondes, le contrastant est 6liminé et la grille est séchée 

pendant 1 3 2 minutes. Les préparations sont examinées au micros- 

cope électronique "Philips 300" a 80 KV et en utilisant un 
diaphragme d'objectif de 50 vm. 

C. ETUDE DE LA CONTRACTION DES MYOBLASTES TUMORAUX. 

Pour l'étude de la contraction des myoblastes tumoraux, 

nous avons suivi le principe de la g Z y c é r i n a t i o n ,  c'est-3-dire 

une extraction des protéines non contractiles des myoblastes 

tumoraux par la glycérine (Szent-Gyorgyi, 1949; Weber et Port- 

zehl, 1952; Hoffmann-Berling, 1953) dans une solution saline. 

Sur les cellules extraites, dites "modèles", on fait agir ensuite 

1'ATP et les différents sels qui interviennent lors de la 

contraction. 

La méthode employée se rapproche de celle proposée par 

Weber et Poztzehl (1952). Nous avons utilisé les solutions 

suivantes (en concentration finale et à pH 7,2) : 

- S o l u t i o n  de base  : KCl 0,Ol M t  MgCIZ 0,003 M t  tampon 

Tris-maléate 0,01 M. 

- S o l u t i o n  d ' e x t r a c t i o n  : solution de base + EDTA 0,01 M + 
glycérine 40 %. 

- S o l u t i o n  de lavage  : solution de base + EDTA 0,01 M. 
- S o l u t i o n  de c o n t r a c t i o n  : solution de base + ATP 0,005 M. 

10 ml de solution sont employés à chaque fois. 

De petits morceaux de tumeurs sont immergés dans la solution 

d'extraction à O°C pendant 24 heures puis conservés à -20°C 

pendant une période de 7 jours. Après l'extraction les échantil- 



lons sont placés dans des bains de concentrations décroissantes 

en glycérine (20 %, 10 8 ,  5 % ) ,  puis rincés dans la solution 

de lavage avant de subir le test de contraction. 

Toutes les expériences réalisées ont donné lieu à des 

examens au microscope électronique avant et après l'emploi de 

1'ATP. 

D. ETUDES DES PROTEINES CONTRACTILES. 

1 P r C ~ s z a t L o n s - e t - ~ ~ r i f  ~ C G ~ : ~ O ~ Z - ~ Z - I ~ - ~ Y O ~ ~ G S - S L - ~ ~ S  
1 ' actine. --------- 

a) Prépara t ion  de l a  myos ine .  i 
Les myosines sont préparées selon le protocole décrit par 

Perry (1955). Toutefois, comme l'extraction de la myosine 

foetale a dû être modifiée, nous avons appliqué cette méme 

modification pour l'extraction de la myosine normale. Pour 

l'extraction de la myosine tumorale, la technique a été changée 

encore davantage. Toutes les opérations sont effectuées en 

chambre froide à 4OC. 

a.  Myosines a d u l t e  e t  f o e t a l e .  

I 

Le muscle est broyé et homogénéisé (Moulinex 320) et repris I , 
dans une solution de Guba-Straub (KC1 0'3 M. K2HP04 0,05 M, 1 
KH2P04 0,01 M, MgCIZ 0,001 M, K4P207 0,Ol M, 6-mercaptoéthanol 

0,01 M) à raison de 3 ml pour 1 g de broyat. Le pH de l'ensemble 

est amené à pH 6,8 par KOH 1 M et agité 10 minutes (muscle 

normal) ou 90 minutes (muscle foetal), puis filtré sur gaze; la 

l 
pulpe servira à l'extraction de l'actine. Le filtrat est centri- 

fugé à 5000 g et le surnageant est ensuite dilué avec 10 volumes 

d'eau. La myosine précipite et on effectue alors une nouvelle 

centrifugation à 5000 g. Les culots de myosine sont dissous 

dans du KC1 0,3 M et tampon phosphate de potassium 10 mM à pH 6,8. 

La solution est centrifugée pendant L heure à 40 000 g. Après 

deux cycles de dissolution-précipitation, la myosine précipitée 

est dissoute dans du KC1 0,3 M et tampon phosphate de potassium 

10 mM a pH 6,8 et centrifugée pendant 3 heures à 105 000 g (Ultra- 



centrifugeuse L2/L50, Beckman) afin d'éliminer le maximum 

d'actine (Ulbrecht et al., 1960). Le surnageant est amené a 
une concentration protéinique de 2 mg/ml (lecture de la D.O. 

a 280 nm) et la myosine est précipitée par le sulfate d'ammo- 
nium selon la technique dgOffer et al. (1973) ( F i g .  16.) 

B .  Myosine tumoraZe. 

Par la méthode décrite dans le paragraphe précédent, il 

était pratiquement impossible d'extraire la myosine. Ainsi nous 

avons du augmenter non seulement la concentration en KC1, mais 

aussi celle en K4P207. La tumeur généralement très consistante, 

est homogénéisée avec un Waring-Blendor (1 minute à haute vitesse', 

et la myosine est extraite du broyat par une solution de phos- 

phate de potassium 0,01 M, KC1 0,6 M, Mg Cl2 0,001 M et K4P207 

0,04 M a pH 6,8, a raison de 6 ml pour 1 g de broyat . Du 6-mer- 
captoéthanol 10 mM est ajouté à chaque solution utilisée. Le 

broyat en suspension est agité pendant 90 minutes. Après cette 

première extraction, la préparation de la myosine tumorale est 

poursuivie de la même façon que celle des myosines normales 

et foetales (Fig. 16.) 

y. Purification par chromatographie d'échanges d'ions s u r  

DEAE-Séphadex A. 50. 

En raison des faibles rendements des myosines foetales et 

tumorales, seule la myosine normale a pu être purifiée sur 

colonne DEAE-Séphadex A.50 (Pharmacia). La préparation de cette 

colonne ainsi que la purification de la myosine par cette méthode 

sont effectuées comme indiqué par Offer et a l .  (1973) : 200 mg 

de myosine sont repris dans un tampon de K2HP04 0,135 Mt KH2P04 

0,0153 M. EDTA disodique 0,01 M et K4P207 0,04 M, pH 7,0, et 

déposés sur une colonne de 2,5 cm x 25 cm de DEAE-Séphadex A.50. 

Quand les fractions non retenues sont sorties de la colonne, 

on met en place une élution par un gradient composé de 750 ml du 

tampon phosphate-EDTA (comme indiqué ci-dessus) et de 750 ml du 

même tampon contenant du KC1 0,5 M. Le débit de la colonne est 
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Fig.16. Méthode de preparation de la myosine. 

VMUÇCLE volume V 

1 
Extraction Tp:0,3 M KC1; 0,Ol M TpP04; 0,005 M MgC12; 0,04 M 

K4P207; 0,01 M 6-mercapto-éthanol; pH 6,8-7. 

( 3 ml / lg de tissu). 

t 
Centrifugation 

L 
5000 g / 10 min 1- Sédiment utilise pour préparer 1' actine. 

surnageant 
I 

PURIFICATION PAR CYCLES DE PRECIPITATION-REDISSOLUTION. 
I 

précipitation par 10 V NaHC03, 1 mM 

I 
t 

Centrif ygation 10 000 g / 10 min 

r- Surnageant 

Sédiment 

~edissolution 3 V Tp d'extraction. 
I 
t 

Centrifugation 50 000 g / 30 min (ler cycle) 

h 105 000 g / 3 heures (2ème cycle) 

1 \-- Sediment : Actomyosine, Troponine, Tropomyosine 
surnageant Meng a une concentration en myosine a 2 mg/ml. 

I 

PURIFICATION PAR PRECIPITATION AU (NH4)2S04. 

3 35 % de saturation de (NH4) 2S04; PH 7,O. 

t 
Centrifugation 5000 g / 10 min 

r-- Sédiment : Actine, Actomyosine, DNA, RNA. 

Surna eant 9 
Précipi ! ation 

I 
Zi 50 % de saturation de (NH4)2S04; pH 7,O. 

t 
Centrifugation 5000 g / 10 min 

b MYOSINE PURIFIEE. 



de 25 ml/h. Des fractions de 20 ml sont recueillies sur 

collecteur LKB. La figure 17montre le profil d'élution 

ainsi obtenu. 

DO 280 nm M KCI 

Fractions 

Fig.17. Profil d'élution d'une chromatographie d'échanges d'ions 

sur colonne de DEAE-Sephadex A.50 de la myosine du muscle 

squelettique normal du Lapin. 

A : fractions non retenues, B : C-protéine, C : myosine, 

D : actine. . 

b) Préparation de la HMM. Rll! 
CILLE O 

La HMM est préparée 3 partir de la myosine purifiée par 

précipitation par le sulfate d'ammonium (fraction 36-50 % )  . La 
myosine dialysée est reprise dans une solution KC1 O,6 M I  tampon 



phosphate de potassium 0,01 FI pH 6,8. La HPlM est obtenue par 

digestion trypsique : on ajoute 10 ml de trypsine (Sigma) 3 

0,05 % (0,s mg/ml HC1 1mM) par 100 ml de solution de myosine. 

On interrompt la réaction avec 10 ml d'une solution d'inhibi- 

teur de Soja (Sigma) il 0,l % (1 mg/ml H20 avec un peu de KOH 1M) 

par 100 ml de solution de myosine (Lowey et Cohen, 1962). Après 

centrifugation pendant 1 heure 3 80 000 g, on élimine la LW 

et la myosine non couoée. Bien que la LMM ait un poids molé- 

culaire (140 000) moins élevé que la HMM (340 000) , elle pré- 
cipite très facilement en raison de l'affinité des molécules 

entre elles pour former des paracristau. La HMM est mise en 

dialyse contre le tampon KC1 0.1 M. Tris-HCl 0,005 Mt MgCl* 

0,001 M, pH 7,5. 

C) Préparation de 2 'actine. 

a. Préparation de 2a"poudre "acétonique. 

L'actine est préparée par une méthode proche de celle de 

Young et Rees (1967). Le résidu obtenu après filtration de 

l'homogénat de muscle dans la solution de Guba-Straub,est 

traite deux fois par une solution de NaHC03 3 0.4 % (4 volumes) 

et addition d'une solution de CaC12 5 x 1 ~ ~  M (10 volumes). Le 

résidu est lavé cinq fois l'acétone et séché sur P205. 

B. Extraction de Z 'actine . 

L'actine est extraite de la poudre acétonique et purifiée 

selon le procédé de Spudich et Watt (1971), par un lavage dans 

du KC1 0,6 M. La solution est centrifugée à 105 000 g pendant 

3 heures. Pour l'étude en dichrorsme circulaire de l'actine 

polymérisée, le culot est homogénéisé par agitation et dialysé 

pendant une nuit contre KC1 0,l M, Tris-HC1 0,005 M, MgCl* 0,001 M, 

ATP 0,0001 M,pH 7,s. Cette solution est ensuite centrifugée a 
40 000 g pendant 5 3 10 minutes. 



En ce qui concerne l'étude de l'interaction actine-HMM, 

1'ATP n'est pas ajouté dans le tampon. Pour les comparaisons 

éZectrophorétiques, l'actine normale et l'actine tumorale sont 

extraites une première fois avec l'eau distillée pendant 1 heure 

à 4OC, et ensuite seulement, par la méthode décrite ci-dessus. 

Comme par ces deux procédés on n'extrait pas les memes protéines 

(en qualité et en quantité), nous pouvons ainsi mieux analyser 

par électrophorèse les protéines du filament fin des différents 

muscles. 

y. Purification par c y c l e  d e  dépolymérisation-repolymérisation. 

Afin de purifier l'actine davantage le culot de la F-actine 

est dépolymérisé par homogenisation dans Tris-HC1 2 mM, CaC12 

0,2 mM, ATP 0,s mM, B-mercaptoéthanol 0,s mM, pH 7,5, et la 

suspension est dialysée pendant une nuit contre ce même tampon. 

Après centrifugation a 105 000 g pendant 3 heures, la G-actine 
est repolymérisée en ajoutant du KC1 et du MgC12 pour obtenir 

des concentrations finales de 100 mM et 1 mM respectivement. 

S~ectro~hotométrie ultraviolette. - ----- ........................ 
La spectrophotométrie ultraviolette est utilisée comme un 

critére permettant de vérifier la pureté de nos préparations de 

myosine. Comme le maximum d'absorption des myosines pures se 

situe entre 280 et 282 nm sur le spectre U.V., toute contamina- 

tion par les nucléotides sera révélée par un déplacement de ce 

pic vers 260 nm (Finck, 1965). Pour l'étude en spectrophotométrie, 

la myosine est dissoute dans une solution de KC1 0,3 MI tampon 

phosphate de potassium 0,01 M, pH 6,8. (Fig.18 et 19). Les 

spectres d'absorption sont réalisés sur un spectrophotomètre 

Cary 118 a double faisceau entre 350 et 230 nm, les solutions 
de KC1 ne permettant pas de descendre en-dessous de 230 nm. 

Les filaments synthétiques sont examinés en microscopie 

électronique par la technique du contraste négatif. 



Fig.18. Spectre d'absorption en lumigre ultraviolette Be la myosine du 
muscle blanc normal du Lapin apres deux cycles de precipitation- 
dissolution (-) et aprgs prgcipitation au (NH4I2SO4 (fraction 
37-50 % de saturation) (----1 . 
Myosines dans une solution de KC1 0,) M, tampon phosphate de 
potassium 0,01 M, pH 6,8. 



Fig.19. Spectre d'absorption en lurniere ultraviolette de différentes 
myosines du Lapin apres précipitation au (NH4)*S04 (fraction 
37-50 % de saturation). 

- Myosine du muscle blanc normal adulte. --- Myosine humorale précipitable à pH 6,8. 
.-.-. Myosine tumorale précipitable à pH 5,O. 

Myosines dans une solution de KC1 Ot3 Mt tampon phosphate 
de potassium 0,01 Mt pH 6,8 ( et 5,O). 



a) Les myosines.  

Les filaments synthétiques des différentes myosines sont 

observés 3 divers stades de la préparation et de la purifica- 

tion. Afin de pouvoir réellement comparer les filaments synthé- 

tiques, toutes les myosines sont précipitées au même stade de 

purification (fraction 36-50 % de la précipitation par le 

sulfate d'ammonium) et dans les mêmes conditions : une solution 

de KC1 0,s M, MgCl* 0,01 M et de tampon phosphate de potassium 

0,01 M, pH 6,8, contenant 1 mg/ml de myosine, est amenée a 
une concentration de KC1 0,l M en y ajoutant 4 volumes d'une 

solution de MgC12 0,01 Mt tampon phosphate de potassium 0,01 Mt 

pH 6,8. 

b) Les a c t i n e s .  

Les solutions d'actine sant ajustées 3 une concentration 

de 0,5 mg/ml et déposées sur une grille. Afin d'éviter une 

éventuelle dépolymérisation des filaments d'actine lors du 

lavage de la grille, celle-ci est rincée avec le même tampon 

qui contenait l'actine : KCI 0,l M, Tris-HC1 5 mM, MgC12 1 mM, 

ATP 0,l mM, pH 7,s. 

Une goutte de solution d'actine (0,5 mg/ml) est déposée 

sur une grille et l'excédent est éliminé par du papier filtre. 

Puis on ajoute une goutte de la solution de HMM (0,s rng/ml) 

et on élimine aussitôt l'excédent de la même façon. La réaction 
entre l'actine et la HMM est immédiate. Après lavage avec du 

KC1 0,l M, la technique de contraste négatif est poursuivie 

comme décrite précédemment. 



4. -------O---- Etude électroehor6tigue ------ ---O--- sur qel ------ de po.myac~&~i~~. 

a) En prdsence de SDS. I I 

Dans un premier temps, nous avons utilisé pour l'analyse 
des myosines, la technique d'électrophorèse sur gel de poly- 

acrylamide (PAGE) en présence de SDS décrite par Klotz et al. 

(1973) : le tampon est le Tris-borate 0,16 M a pH 7,O contenant 
0,l % de SDS (p/v). Les tampons au niveau des gels et des cuves 

sont les mêmes. La concentration en acrylamide du gel de 

séparation est 10 % (pbv),. 

Comme cette technique ne nous donnait pas entière satis- 

faction, nous avons réalisé les PAGE en présence de SDS sur 

plaques de 0,l x 10 x 15 cm avec l'appareil mis au point par 
J.P.Kerckaert (Analyt. Biochem. 1978, in press), en utilisant 

le systeme discontinu décrit par Laemmli (1970) : tampon au 

niveau des électrodes : Tris-glycine pH 8,3, SDS 0,l %; tampon 

au niveau du gel : Tris-HC1 pH 8,9, SDS 0,l %. La concentration 

enacrylamide des gels est un gradient linéaire de 10 à 25 % 

(de haut en bas). Le rapport entre acrylamide / bis-acrylamide 
est constant : 30/0,8. 

Les échantillons sont dissous (2 mg/ml) dans le tampon 

Tris-glycine dilué 10 fois, SDS 5 % (p/v), B-mercaptoethanol 

5 % (v/v) , glycérine 10 % , traces de bleu de bromophénol, pH 8,3. 
Ils sont ensuite déposés (10 a 20 pl) dans le gel d'échantillons 
a 5 % d'acrylamide. L'électrophorèse est conduite pendant 3 heures 

à 200 V, puis les plaques sont colorées pendant 15 heures dans 

une solution 3 0,25  % de bleu de Coomassie R 250 dans 45 % 

éthanol, 10 % acide acétique, 45 % eau. Elles sont enfin dé- 

colorées par diffusion dans le mélange éthanol (25 % ) ,  acide 

acétique (10 %) , eau (65 % )  . Pour la détermination des poids 
moléculaires, nous avons établi une courbe étalon (log P.M. en 

fonction de la distance de migration) à partir des protéines 

de référence suivantes : sérum albumine bovine (68 0001, IgG- 

charne lourde (50 500), ovalbumine (43 OOO), IgG-chazne légère 

(25 500), myoglobine (15 500), insuline (5 700). 



Dans le cas des actines, nous avons utilisé la technique 

de PAGE en présence de SDS décrite par Neville (1971). Les 

gels sont prépares dans des tubes (0,s x 12 cm) et la concen- 

tration en acrylami.de du gel de séparation est 15 %. Le pH de 

migration est 9,s. 

b) En prdsence d'urée à pR alcalin. 

Les PAGE en présence d'urée sont faites soit dans des 
caixs \%,S -X ;l2 ml, soir suz p23tq~len; 1 x 1 x 1 , aPer 

l'appareil indiqué ci-dessus. La technique utilisée est celle 

décrite par Perrie et Perry (1970): le gel de séparation con- 

tient l'acrylamide 3 10 % (bis-acrylami.de à 0,26 % ) ,  urée 8 M 

et tampon Tris-glycine de pH 8 , 3 .  Le gel de concentration 

contient l'acrylamide 3 2,s % (bis-acrylamide a 0,625 % ) ,  urée 

8 M et tampon Tris-H2S04 pH 6,7. Le tampon de migration est 

le Tris-glycine de pH 8,3. Les protéines sont dissoutes dans 

un tampon Tris-glycine à pH 8,3, urée 8 M, 5 % (v/v) de B-mer- 

captoéthanol et des traces de bleu de bromophénol. L'électro- 

phorèse est réalisée pendant 5 heures à 130 V. Les gels sont 

colorés et décolorés comme les gels en présence de SDS. 

La concentration de la myosine est déterminée par la 

méthode du microbiuret (Goa, 1953). Le standard utilisé pour 

cette méthode est la sérum albumine. 

D'autre part, le dosage de la myosine est également effec- 

tué par spectrophotométrie en mesurant les densités optiques 
à 320, 280 et 260 nm. D'après la loi de Beer-Lambert 

r, Lorsque le rapport est supérieur à 1,4, est egal à 
,260 



Ot56 (Shiverick et a l . ,  1976) et la concentration (mg/ml) est 
calculde : 

E280 
Nous avons ainsi pu vérifier que lorsque le rapport - est 

E260 

supérieur 3 1,4, les valeurs obtenues par ces deux méthodes 

sont identiques 3 1 % près. 

Les concentrations de la G-actine et de la F-actine sont 

déterminées en utilisant respectivement les coefficients 

d'extinction El$ 290 égal 3 0,63 et 0,66 (Houk et Ue, 1974). 

6. .................... Les activités ATPasigues. -__ 

De très nombreux milieux ont été utilisés pour mesurer 

les activités ATPasiques. Pour nos travaux, nous avons adopté 

la technique de Green et Momaerts (1953) pour la mesure de 

la ca2+-~Tpase et celle de Spudich et Watt (1971) pour la 

mesure de la M ~ ~ + - A T P ~ ~ ~ .  

L'activit6 specifique de la ca2'-~~pase est mesurée en 

routine de la manisre suivante : 

- milieu d'incubation : KC1 0,5 M t  CaC12 10 mM, Tris-HC1 
50 mM à pH 7,5 (concentration finale pour 2 ml de milieu de 

réaction). 

- volume de milieu d'incubation :1,9 ml. 
- température de réaction : 25OC. 
- agitation : horizontale, en tubes, assurée par un agita- 

teur type G.F.L. 

- préincubation : 2 minutes. La réaction de préincubation 
est déclenchée par l'addition de 100 p l  d'ATP 50 mM à pH 7,5 

(2,5 mM en concentration finale). 



- durée de réacticn : 5 minutes. La réaction commence 
lorsqu'on ajoute la myosine (2 mg/ml). Deux essais sont 

effectués parallèlement avec 150 et 300 pg de myosine. La 

réaction est arrétée par l'addition de 1 ml d'acide trichlor- 

acétique 3 15 8 .  

Pour l'étude cinétique en fonction de la concentration 

en CaC12, le milieu d'incubation est identique 3 celui décrit 
2+ 

1 

ci-dessus. Seule la concentration en Ca est modifiée. Nous ~ 
avons utilise le CaC12 à des concentrations croissantes allant 

de 0,01 mM Zi 10 mM. 

L'activité de la M ~ ~ + - A T P ~ ~ ~  est mesuree en routine de 

la manière suivante : 

- milieu d'incubation : KC1 5 mM, Tris-HC1 12,s mM 3 pH 

MgC12 2,5 mM (concentration finale pour 2 ml de milieu de 

réaction). 

- volume du milieu d'incubation : 1,8 ml. 
- température de réaction : 25OC. 
- très forte agitation horizontale en tubes fermés. 
- préincubation : 3 minutes, en présence d'ATP 2,s mM 3 

pH 7,5. 

- durée de réaction : 5 minutes. La réaction commence 
lorsqu'on ajoute 100 ug de rnyosine (1 mg/ml) et arrête par 

l'addition de 1 ml d'acide trichloracétique 3 15 %. 

C) Dosages du phosphore i n o r g a n i q u e .  

Les dosages du phosphore inorganique (Pi) libéré lors de 

ces réactions sont réalisés selon la méthode de Fiske et 

Subbarow (1925). L'activité spécifique (AS) Zi 2S0c est exprimée 
-1 -1 en AS = nmoles de Pi x min x mg . 



Comme les volumes de la solution de myosine ajoutes 

augmentent le volume de la prise d'essai (aliquot de Fiske, 

2 ml au départ), l'activité spécifique est calculée ainsi : 

moles de P .  libéré x volume t o t a l  u t i l i s é  
1 

AS = 

volume de l ' a l i q u o t  d e  F i ske  x temps de  r é a c t i o n  x concent ra t ion  de  myosine 

L'étaZonnage se fait à partir d'une solution mère de 

KH2P04 à 4,89 g/l contenant 1 mg/ml de phosphore. La courbe 

étalon est établie entre 0.5 et 2 ug/ml de phosphore, car 

dans cette zone elle est parfaitement linéaire. 

7. Dichroïsme circulaire. ..................... 

Les mesures de dichroïsme circulaire ont été effectuées 

sur un dichrographe Jobin-Yvon R.J. Mark III entre 190 et 

250 nm. Toutes les mesures ont été faites a la température 
de 5 à 6OC. 

La formule permettant d'obtenir les ellipticités à partir 

du spectre expérimental est : 

M 
[O] = 3300 x - x A x s 

Cd 

2 [O] : ellipticité molaire en deg.drnole-' .cm . 
M : masse moyenne du résidu calculée à partir de la composition 

en acides aminés de l'actine : 112. (~lzinga et a l . ,  1 9 7 3 )  

C : concentration en g/1 : 0,2 Zi O,8 g/l. 

d : longueur de la cuve en cm. 

A : nombre de mm mesurés. 

s : sensibilité de l'appareil. 

Les résultats présentés sont la moyenne de 5 à 10 enregis- 

trements effectués sur 3 à 7 préparations d'actine différentes. 



La pourcontape d1h€licit6 est evalué 3 partir de [0]208m 

en utilisant 19 formule des modèles polypeptidiques (Adler et ai!., 

1973) : 

R 
re1 208m - CO1 208m 

% hélice a = H R 
[O] 208m - ['1208m 

ellipticitC expérimentale. 

H 
[O] 208nm : ellipticltC correspondant à 100 % d'hélice a pour ~ 

I 
l'acide poly-L-glutamique. 

, ,R 
1'1 208m : elliptfcite correspondant à O % d'hélice a pour 

1 ' acide poly-L-glutamique. 

La F-actine e8t Qtudiée dans une solution de KC1 100mM, 

Tris-HC1 5 H, ATP 0 , l  RM, pH 7,5. La concentration en ATP 
1 

qui a été choisie permet d'une part des mesures précises, 1 
car cette faible molarité présente une absorption négligeable i 

dans le domaine dso mesures, et empêche d'autre part la dé- 1 
1 

naturation de l'actine. 1 



R E S U L T A T S  u 



1 1. LE RHABDOIIYOSARCOME CHIMIO-INDUIT 1 
1 PAR LE NijSZ CHEZ LE RAT WISTAR. I 

Comme nous l'avons déja exposé dans un chapitre précédent, 

l'induction de rhabdornyosarcomes chez le Rat par le nickel 

(Hueper, 1963; Heath et Daniel, 1964; Daniel et al., 1967; Heath 

et Webb, 1967; Furst et al., 1972; Webb e t  al., 1972) et spécia- 

lement par le Ni3S2 (Gilman, 1965; Friedman et Bird, 1969; Basrur 

e t  al., 1970; Ottolenghi et aZ., 1974; Sunderman e t  al., 1974; 

Bruni et Rust, 1975) est un phénomène bien connu. La méthode 

que nous avons choisie nous permet d'obtenir au bout de cinq à 

six mois des tumeurs 3 l'endroit de l'implantation chez 90 % 

des Rats soumis 3 l'expérimentation. De la totalité des tumeurs 

induites, environ 85 1 représentent des rhabdomyosarcomes et 

essentiellement du type polymorphe. En plus nous avons obtenu 

quelques fibrosarcomes, quelques mésenchymomes et un ostéosar- 

come. 

A. ETUDE MACROSCOPIQUE. 

Les rhabdomyosarcomes que nous avons examinés ressemblent 

généralement à ceux décrits par Friedman et Bird (1969). Dès 

que les tumeurs atteignent une taille de 3 à 4 cm, elles ont 

tendance a s'ulcérer (Planche 1, Fig a). En général elles sont 
lobées et entourées par une fine capsule bien définie (P1.1, 

Fig b). Les portions centrales sont souvent dégénérées ou même 

nécrosées. Les tumeurs sont parcourues de veines importantes 

qui sont cause d'hémorragies lors de leur ablation. 

B. ETUDE EN MICROSCOPIE PHOTONIOUE. 

Le microscope photonique permet d'examiner des zones très 

larges d'une tumeur et de saisir ainsi sa variabilité structurale 

qui consiste en l'existence de deux types différents de zones 

(P1.2, Fig a). Le premier type représente les parties immatures du 



rhabdomyosarcome avec des cellules mononucléées rondes ou poly- 

gonales et avec de petites cellules fusiformes (P1.2, Fig b). Le 

second type de zones est caractérisé par de très longues cellules 

dans lesquelles on peut parfois observer la striation trans- 

versale du muscle squelettique. Il est évident qu'il existe des 

zones intermédiaires avec de nombreux myoblastes et des myo- 

fibres immatures (Pl. 2, Fig c) . 

Les myofibres différenciées montrent la striation musculaire 

caractéristique et un grand nombre de noyaux sans localisation 

définie (P1.2, Fig d). Cette striation est moins régulière et 

moins évidente que dans les fibres musculaires normales (P1.2, 

Fig e) et peut même être absente à certains endroits. C'est 

peut être à ce niveau que l'on observe des structures fibril- 

laires circulaires sur des coupes transversales d'une myofibre 

(P1.2, Fig f). 

La microscopie photonique révèle une perturbation complète 

de l'organisation des myofibres dans les rhabdomyosarcomes. Afin 

de confirmer les anomalies des myofibrilles au niveau cellulaire 

et de préciser le développement des myoblastes en myofibres, il 

est indispensable d'examiner la tumeur en microscopie électro- 

nique. 

C. ETUDE EN MICROSCOPIE ELECTRONIOUE. 

Les différents stades de l'évolution des rhabdomyoblastes, 

logés dans le stroma de la tumeur, deviennent gvidents au cours 

de l'examen de la tumeur en microscopie électronique. L'espace 

intercellulaire contient de nombreuses fibres de collagène qui 

sont souvent arrangées en "gros paquets". Au cours de notre 

description, nous allons suivre la différenciation des cellules 

myogéniques vers la fibre musculaire mature. 



1. Les rhabdomyoblastes immatures. ----------- ------------------ 

Les rhabdornyoblastes immatures sont assez petits et con- 

tiennent généralement un -parfois deux- noyau irrégulier (P1.3, 

Fig a). Tous les éléments cytoplasmiques classiques sont présents 

(P1.3, Fig b) : de petites mitochondries ovoïdes, des vésicules 

ou segments courts du réticulum endoplasmique, des ribosomes et 

quelques inclusions lipidiques. Le cytoplasme est caractérisé 

par un appareil de Golgi bien développé et un nombre considérable 

de petites vésicules. La présence d'un tel développement de 

l'appareil de Golgi indique une forte activité secrétrice des 

rhabdornyoblastes. En effet, assez souvent, on observe au niveau 

de la membrane cellulaire des dictyosomes (P1.4, Fig a) et un 

grand nombre de vésicules en contact avec la membrane (P1.4, Fig 

a et b). 

2. Le ~remier stade de différenciation. --- --------------c---------------- 

L'apparition de nombreux microtubules indique le premier 

stade de différenciation du rhabdomyoblaste vers la fibre mus- 

culaire striée (P1.4, Fig c). Alors que les filaments fins ( 7  nm) 

sont peu visibles sur des coupes longitudinales, ils deviennent 

plus facilement reconnaissables sur des coupes transversales des 

portions distales des rhabdomyoblastes. Ces filaments sont situés 

entre les microtubules et ne semblent pas former une structure 

ordonnée (P1.5, Fig a). Les rhabdomyoblastes sont souvent en- 

tourés d'une lame basale (Pl.5, Fig b) . 

3. Le deuxième stade de différenciation. .................................... 

En ce qui concerne le deuxième stade de différenciation, 

on peut distinguer d e u x  t y p e s  de rhabdomyoblastes. Les deux sont 

habituellement de forme polygonale ou allongée, contiennent de 

gros noyaux irréguliers et des filaments fins et épais. Dans le 

premier t y p e  (II / l) ,  ces filaments sont arrangés d'abord en 

faisceaux laches sans direction définie. La plupart des micro- 

tubules ont disparu (P1.5, Fig c). Les stries Z et les lignes M 



n'existent pas encore, et il n'y a aucun autre signe d'une I 

différenciation de myofibrilles. C'est seulement plus tard l 

que les filaments s'arrangent pour former des myofibrilles 
l 

avec une organisation sarcom6rique. Bien que les bandes A et 1 l 

ainsi que la bande H soient d é j à  reconnaissables, il n'existe 1 
1 . I encore aucune formation des stries Z et lignes M (P1.6, Fig a). 

Le deuxième type (II/2) de rhabdomyoblastes est caracté- 

risé par une apparition précoce des stries Z,et les fragments 

myofibrillaires les plus simples se composent de touffes de 

filaments fins attachées aux deux côtés d'une strie Z. Les 

fragments se situent dans le cytoplasme sans aucune orientation 

précise (P1.6, Fig b), et occasionnellement on reconnaît une 

ligne M. 

Les deux types possèdent dans leur cytoplasme des ribo- 

somes, des polysomes et des granules de glycogène. Le système 

de Golgi a perdu de son importance et les mitochondries sont 

maintenant moins nombreuses. 

Les deux types de ce stade se développent ensuite pour 

donner de très grandes cellules allongées : les fibres muscu- 

laires (ou myofibres) . 

4. Les fibres musculaires. ...................... 

Les fibres musculaires sont les seules cellules du rhabdo- 

myosarcome qui montrent au microscope optique une striation 

transversale. Elles contiennent des filaments fins et épais 

organisés et arrangés sous forme de sarcomères. Mais on retrouve 

seulement dans les zones les plus organisées de la myofibre une 

succession de plusieurs unités sarcomériques pour former des 

myofibrilles, dont quelques unes sont parallèles (P1.6, Fig c). 

Par contre, dans le muscle normal, l'organisation des myofila- 

ments en sarcomères, et des sarcomères en myofibrilles, est 

extraordinairement précise. 



Pour ce qu i  est de leur structure, ni les sarcomères, ni 
les myofibrilles ne sont strictement normaux. Les sarcomères 

varient beaucoup en ce qui concerne leur longueur et leur 

largeur et montrent gdnéralement un aspect "contractétt. Parfois 

ils sont incomplets et il peut leur manquer une strie Z. De plus, 

les zones claires correspondant à la bande 1 sont rarement bien 

définies. Les bandes H et les lignes M n'apparaissent qu'occa- 

sionnellement, m h  dans les myofibres les mieux différenciées. 

Les sarcomeres sans ligne M sont beaucoup plus larges dans leur 

partie centrale qu'au niveau de leurs extrémités oii !ES filaments 

fins s'insèrent sur les stries Z (P1.6, Fig c). Lorsque Za ligne 

M existe dans te sarcom&re, Zes filaments fins ( 5  à 7 nml la 

ddpassent largement (P1.8, Fig a). A fort grossissement, Zes 

ponts qui relient les filaments fins et Bpais deviennent bien 

visibtes (P1.8, Fig a). 
l 

L'organisation myofibrillaire est très irrégulière. Comme 1 
la microscopie optique le laissait suggérer, les myofibrilles I 

n'ont aucune orientation définie dans les fibres musculaires, 

et des coupes longitudinates de myofibrittes sont observées 

directement à c6td des coupes transversales (P1.6, Fig c). Les 

myofibrilles constituées de 10 sarcomères (ou plus) sont excep- 
1 

tionnelles. Souvent, les myofibrilles présentent des "bifurca- ~ 
tions". Les filaments qui prennent leur origine dans un sarcomère 

peuvent étre déviés et se retrouvent partiellement (ou complète- 
i 
i 

ment) dans un sarcomere de la myofibrille adjacente. Ils peuvent 

mgme "se perdren complètement dans le cytoplasme (P1.8, Fig b). I 

Les stries Z observées dans les myofibrilles tumorales 

ne varient que légsrement en largeur et en épaisseur. Quelques 

unes d'entre elles montrent cependant des épaisseurs assez 

irrégulières (P1.6, Fig c). Les stries Z sont très dominantes 

mais localisées dans les myofibrilles à différents niveaux. 

Aussi n'assurent-elles pas de continuité avec les stries Z des 

myofibrilles voisines, comme dans le muscle normal. 



Sur des coupes transversales, le matériel formant les stries 

Z montre une structure paracristaZZine avec des lignes sombres 

et claires alternantes (P1.8, Fig c). Cette structure semble . - 

étre identique à celle des stries Z du muscle normal (P1.8 Lig d). 

Comme sur les coupes longitudinales, les coupes transversales 

montrent Z'état de contraction des sarcomères tumoraux : sur une 

coupe transversale au niveau d'une strie Z d'un sarcomère non 

contracté d'un muscle norma1,on n'observe de chaque c6té de la 
1 

l 
l 

strie Z que des coupes de filaments fins représentant la bande 1 

(P1.8, Fig d). Les coupes transversales effectuées au niveau d'une 

strie Z d'un nuscle tumoral par contre, montrent que les zones 

voisines de la strie Z sont composées de filaments fins et de 

filaments épais a la fois (P1.8, Fig c). Ceci indique donc que 
la bande 1 a disparu et que la bande A occupe la totalité du 

sarcomère en raison de son état de contraction. 

Dans aucune tumeur, nous n'avons observé des stries Z hyper- l 
trophiées. En plus, il nous semble intéressant de signaler que 

dans les cellules en dégénerescence et en nécrose, ce sont les 

stries Z qui disparaissent les premières alors qu'elles appa- 

raissent en dernier lieu lors de la différenciation des myo- 

fibrilles. 

On peut observer dans le rhabdomyoblaste des tubules imma- 

tures ou bien organisés du système TI mais des dyades ou triades 

sont relativement rares. Néanmoins, elles existent à tous les 

stades de différenciation du myoblaste, même dans des cellules 

en division où l'on peut les trouver à c6té des portions de 

chromosomes et des microtubules du fuseau mitotique (P1.9, Fig a). 

Dans quelques rhabdomyoblastes existent des invaginations 

très étroites de la membrane cellulaire qui pénètrent profondément 

dans la cellule sous forme de spirale (P1.9, Fig b). Lorsque le 

centre de la spirale est particulièrement petit, il contient 

parfois du matériel cytoplasmique densifié (P1.9, Figs b et c), 



lorsqu'il est large, il ne montre aucune densification cyto- 

plasmique (Pl. 9, Fig d) . 

Aussi bien en microscopie optique qu'en microscopie élec- 

tronique, on peut observer dans le rhabdomyosarcome des cellules 

fortement vacuolisées (P1.10), contenant parfois des résidus 

assez denses (P1.lO, Fig a). La microscopie électronique révèle 

que ces vacuoles semblent dériver du réticulum sarcoplasmique et 

contiennent parfois un matériel homogène et finement granulaire 

(P1.10,Fig b). 11 est peu probable que ce soit un artéfact dû à 

la fixation, puisque toutes les cellules avoisinantes ont un 

aspect tout à fait normal. 

Beaucoup de rhabdomyoblastes en cours de différenciation 

possèdent des vésicules de réticulum sarcoplasmique granulaire, 

qui sont fortement élargies et qui renferment un matériel amorphe 

opaque aux électrons (Pl. 11, Fig a) . 

Enfin, dans les myofibres matures, on trouve de vastes zones 

de vacuoles contenant des microcristaux sphériques formés géné- 

ralement de 1 à 4 couches concentriques d'un précipité dense 

(anneaux de Liesegang)(Pl.lf, Fig b). Ces cristaux sont entourés 

d'une membrane plasmique et dans le cytoplasme on observe des 

structures microfibrillaires relativement denses (Pl.11, Fig c) . 
Le contenu amorphe de quelques vésicules avoisinantes et existant 

également dans des myoblastes en cours de différenciation nous 

indique qu'il s'agit de formations issues du réticulum sarco- 

plasmique. 

Du réticulum fenestré ou des structures sous forme de 

réseaux n'ont jamais été observés dans les rhabdomyosarcomes 

induits chez le Rat Wistar. 

Les mitochondries. 
----------------s 

Des mitochondries de toute taille et de toute forme se 

trouvent dispersées dans les cellules tumorales. Elles sont 

généralement moins nombreuses, et leurs crêtes apparaissent 



moins développées que dans le muscle normal (P1.3, Fig b). Elles 

n'ont aucune tendance à 6tre groupées ni 3 proximité des stries Z, 
ni près du noyau. De nombreuses mitochondries renferment des 

structures pseudomyéliniques qui dérivent probablement d'invagi- 

nations de la membrane interne mitochondriale (P1.5, Fig c). 

Comme le montre la microscopie optique (Pl. 2, Fig d) , il 
n'existe aucune position préférentielle des noyaux dans les myo- 

fibres matures. Dans les rhabdomyoblastes immatures ou en cours 

de différenciation, les noyaux contiennent de la chromatine à 

gros grains avec des zones de condensation irrégulière. Un ou deux 

nucléoles de structure classique sont souvent visibles. Dans l e s  

f i b r e s  m u s c u l a i r e s  ma tures ,  l e s  noyaux prennent  un a s p e c t  t o u t  à 

f a i t  anormal e t  s o n t  s o u v e n t  t e l l e m e n t  dé formés  que La chromatine 

ne peut  occuper qu 'une  mince bande de c o n d e n s a t i o n  p é r i p h é r i q u e  

(P1.12). Certaines cellules contiennent des noyaux allongés au 

contocr tourmenté (P1.12, Fig a). Les noyaux typiquement altérés 

des cellules musculaires tumorales possèdent d'énormes invagina- 

tions et évaginations de l'enveloppe nucléaire (P1.12,Fig b et c) . 
Les plus grosses invaginations peuvent contenir pratiquement tous 

les éléments cytoplasmiques : des vésicules golgiennes, du réti- 

culum sarcoplasmique, des citernes du système T I  des mitochondries, 

des ribosomes et même des fragments myofibrillaires (P1.12, Fig b). 

Autour de certaines invaginations, l'enveloppe nucléaire est ré- 

duite de telle façon qu'elle apparaît par endroit comme une fine 

lamelle (P1.12, Figs b et c). Parfois, on peut trouver dans le 

cytoplasme avoisinant de larges densifications opaques constitutées 

probablement de matériel ribonucléoprotéinique (Pl. 12, Fig cl . 

9. 4s-f ogmgg&og,be-c&&g. 

La formation de cils peut survenir à n'importe quel stade de 

la croissance de la tumeur, mais nous l'avons observée dans des 

rhabdomyoblastes à l'interphase et jamais dans des rhabdomyofibres 

différenciées ou dans d'autres cellules tumorales tels que des 

fibroblastes. Nous n'avons pas non plus observé de cils dans des 



cellules en cours de division. Nous avons examiné en microscopie 

électronique une section avec environ 460 cellules, et nous y 

avons trouvé 358 coupes de noyaux et 14 formations de cils dans 

des rhabdomyoblastes à l'interphase. En raison de l'épaisseur 

d'une section par rapport à la taille de la cellule, il faudrait 

effectuer et observer environ 300 à 400 coupes successives pour 

retrouver tous les petits organites de tous les rhabdomyoblastes 

immatures afin de pouvoir établir la fréquence absolue de forma- 

tions ciliaires. Ceci est pratiquement irréalisable et nous 

pouvons simplement affirmer que ces formations sont relativement 

fréquentes dans les tumeurs. 

Les centrioles des rhabdomyoblastes à l'interphase ressem- 

blent au point de vue structural à ceux décrits antérieurement 

chez d'autres cellules de Métazoaires (Robbins et Gonatas, 1964; 

Stubblefield et Brinkley, 1967; Brinley et Stubblefield, 1970). 

La paire de centrioles possède,dans une coupe longitudinale, 

l'orientation perpendiculaire habituelle et elle est entourée 

par des "satellites péricentriolaires" (P1.13, Fig a). Les cen- 

trioles sont relativement courts avec une longueur moyenne de 

0,3 Pm. Leur diamètre de 0,2 Pm est identique à celui des cen- 

trioles d'un tissu normal. On peut souvent observer des centrioles 

en cours de duplication, et la figure b (P1.13) montre deux 

centrioles dont un possède un centriole-fils ou procentriole qui 

forme avec le centriole-père un angle droit. 

Quelques rhabdomyoblastes à l'interphase contiennent un 

centriole qui se différencie en corps basal. La figure c (P1.13) 

montre une coupe oblique d'un centriole avec la vésicule ciliaire 

primaire. De telles vésicules avec une surface lisse ressemblent 

à celles du complexe de Golgi avoisinant (P1.13, Figs c et e). A 

ce stade, le "corps basal" s'étend dans la vésicule pour former 

la tige ciliaire. En même temps, la vésicule s'invagine afin de 

former le tube ciliaire (P1.13, Figs d et e). Deux coupes suc- 

cessives, légèrement obliques, de la zone transitoire entre le 

corps basal et le cil, montrent nettement quelques triplets du 

corps basal et quelques doublets du cil (P1.13, Fig d l .  De ces 



deux coupes, la seconde met en évidence l'arrangement de doublets 

en "9+0" dans le cil (Pl. 13, Fig e) . Le tube ciliaire n'entoure 
pas encore complètement le cil comme le montre la figure g (P1.13). 

Des coupes longitudinales sériées, dont nous n'en présentons 

qu'une, révèlent que le cil allongé ne possède pas de micro- 

tubules dans son centre (P1.13, Fig f). Le tube ciliaire est 

bien développé et élargi à sa base. Il n'y a qu'un seul centriole 

qui subit la transformation, le deuxième existe toujours à c6té 

du corps basal (P1.13, Fig d). La transformation d'un centriole 

en corps basal ne semble pas être complète et une racine basale 

n'a jamais pu être observée. Les microtubules du cil sont souvent 

disposés de façon irrégulière et on observe parfois des arrange- 

ments aberrants tels que "7+2" (P1.13, Fig g). Cette coupe ne 

permet pas de préciser si les fibres ciliaires sont des doublets 

ou des simplets, et on pourrait éventuellement penser .3 une 

dépolymérisation des microtubules. Les cils sortent rarement de 

la cellule et sont en général inclus dans le cytoplasme (P1.13, 

Figs f et g) . 

10. Autres ____-_-_-___-___ éléments ~articuliers. ___-___-_-_ 

Beaucoup de cellules tumorales contiennent de nombreux " c o r p s  

d e n s e s "  à gros grains (Pl. 14, Fig a) . Ces corps sont entourés 
par une membrane plasmique et possèdent parfois une structure 

en fines lamelles paralléles (P1.14, Fig b). 

Dans quelques rhabdomyoblastes, il existe des g r a n u l e s  très 

o p a q u e s  d'un diamètre d'environ 30 nrn. Ces granules sont disposés 

seuls ou en petits groupes dans tout le cytoplasme (P1.14, Fig cl. 

A la périphérie de la cellule cependant, on trouve de gros agré- 

gats de ces granules (P1.14, Figs a et c). Les granules sont plus 

grands que les grains de glycogène généralement présents dans les 

myoblastes et myofibrilles tumoraux (Pls.5 et 6). 

Les images mitotiques sont courantes dans les rhabdomyosar- 

cornes. Mais dans les cellules contenant des myofilaments ou 

myofibrilles, elles sont exceptionnelles. 



Des particules virales n'ont jamais été observées dans 

aucune cellule des tumeurs examinées en microscopie électro- 

nique. 

D. LA TUMEUR GREFFEE. 

Selon Gilman (1965), il est possible de transplanter le 

rhabdomyosarcome induit par le Ni3S2 chez le Rat Wistar. Afin 

d'augmenter la production en tumeurs pour nos études biochimiques 

et biophysiques des protéines myofibrillaires, nous avons essayé 

de transplanter les rhabdomyosarcomes. Nous avons coupé des 
3 morceaux de quelques tumeurs excisées en blocs d'environ 10 mm , 

lesquels ont été greffés sur des Rats Wistar sains, soit en 

sous-cutané, soit en intramusculaire. Environ 80 % des greffes 

ont repris et se sont développées en trois à quatre semaines 

pour donner des tumeurs d'une taille d'environ 4 cm de diamètre. 

Bien que la reprise de ces tumeurs fQt immédiate, elles 

avaient l'inconvénient de se nécroser très rapidement. De plus, 

l'examen histologique révélait que ces tumeurs gardaient toujours 

un aspect immature que? que fût l'endroit de l'implantation de 

la greffe (P1.15, Fig a), et nous avons observé deux types 

cellulaires : de petites cellules rondes à grands noyaux (P1.15, 

Fig b) et des cellules fusiformes avec des noyaux allongés (P1.15, 

Fig c). Ces deux types cellulaires étaient généralement mono- 

nucléés. 

L'examen en microscopie électronique confirmait l'aspect 

immature et indifférencié des rhabdomyoblastes (P1.16, Fig a). 

Néanmoins l'origine musculaire des tumeurs greffées restait 

toujours reconnaissable et on observait dans certaines cellules 

fusiformes une ébauche de la différenciation myofibrillaire 

comparable à celle observée dans les cellules II/1 du rhabdo- 

myosarcome primitif (P1.16, Fig b). Nous n'avons jamais pu ob- 

server ni l'organisation des myofilaments en sarcomères, ni 

l'apparition de stries 2. 
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E. DISCUSSION. 

L'étude ultrastructurale du rhabdomyosarcome induit par le 

Ni3S2 chez le Rat Wistar met en évidence les stades successifs 

du développement des myoblastes en cours de différenciation. 

Afin de définir davantage les caractéristiques ultrastruturales 

du rhabdomyosarcome, les données essentielles sont comparées 

avec le muscle embryonnaire, le muscle pathologique et les muscles 

en régénération et en différenciation in vitro. 

Morphologie des myoblastes et des myofibres. Alors que de 

nombreux travaux sur les tumeurs musculaires ont été entrepris, 

l'origine des myoblastes tumoraux est toujours discutée. On ne 

sait pas encore, s'il s'agit de cellules mononucléées qui 

dérivent de cellules mésenchymales comme dans l'embryon (Fischman, 

1967; Friedman et Bird, 1969) ou s'ils dérivent de myofibres 

multinucléées, altérées, mais préexistantes comme dans le muscle 

en régénération (Reznik, 1973). Quelques auteurs suggèrent l'ori- 

gine des myoblastes dans la prolifération des cellules satellites 

préexistantes (Allbrook et al., 1966; Church et al., 1966; Shafiq 

et al., 1968). Comme des cellules satellites ont été observées 

dans des rhabdomyomes humains par Cornog et Gonatas (19671, elles 

peuvent être à l'origine des rhabdomyoblastes. Dans les rhabdo- 

myosarcomes expérimentaux que nous avons induits cependant, nous 

n'avons jamais pu observer une seule cellule satellite. 

Si l'on ne connaît pas l'origine des rhabdomyoblastes, nous 

savons néanmoins que leur développement en myofibres passe par 

des stades coordonnés qui sont caractérisés par une augmentation 

du volume sarcoplasrnique, par la formation de fibres multinucléées 

et par la synthèse de myofilaments et leur assemblage en myo- 

fibrilles. Dans le muscle normal embryonnaire, le muscle en régé- 

nération et le muscle en différenciation in vitro, la multinuclé- 

ation se fait par la fusion de myoblastes mononucléés (Stockdale 

et Holtzer, 1961; Shimada et al., 1967; Reznik, 1973). Les myo- 

fibres multinuclé~es des tumeurs musculaires se forment en général 

par le meme processus (Nameroff et al. , 1970) . Les divisions 
nucléaires que l'on observe dans quelques myofibres de ces tumeurs 



et dans celles obtenues après infection par le virus polyome 

(Yaffe et Gershon, 1967), doivent être considérées coke des 

événements exceptionnels qui ne participent pas réellement à 

la formation des myofibres, mais qui augmentent seulement le 

nombre de leurs noyaux. 

En accord avec tous les autres auteurs, quatre types cellu- 

laires différents peuvent être distingués dans le rhabdomyo- 

sarcome. Bien que les mêmes éléments morphologiques soient 

présents dans les cellules musculaires normales et tumorales, 

ces éléments montrent des différences dans les cellules du rhab- 

domyosarcome. Les variations les plus importantes sont la dis- 

tribution et la fréquence de ces éléments, ainsi que leur orga- 

nisation anormale ou irrégulière. Le rhabdomyoblaste immature 

possède un appareil de Golgi bien développé nécessaire pour la 

synthèse du matériel membranaire chez les cellules en division 

(Boram e t  ai?. , 1972; Sarkar e t  ai?. , 1973). Néanmoins sa fonction 
secrétrice est anormale chez les cellules différenciées et n'a 

jamais été décrite pour les cellules du muscle normal. 

Les caractéristiques prédominantes des fibres musculaires 

se rencontrent en particulier lors de la différenciation des 

myofilaments et de l'assemblage et l'organisation des myofibrilles. 

L'apparition des myofilaments avant la formation des stries Z est 

observée lors de la différenciation du muscle embryonnaire (Fisch- 

man, 1967; Shimada e t  a l . ,  1967), et ce phénomène a été également 

constaté au cours d'études antérieures sur des rhabdomyosarcomes 

(Friedman et Bird, 1969; Boram e t  a l . ,  1972; Bruni et Rust, 1975). 

D'autres auteurs par contre, ont décrit la succession de la 

synthèse des éléments sarcomériques dans un ordre inversé (Cornog 

et Gonatas, 1967; Reznik e t  a l . ,  1970; Sarkar e t  a l . ,  1973). Dans 

Zes t u m e u r s  que nous  venons  de  d é c r i r e ,  nous avons  o b s e r v é  Zes 

d e u x  t y p e s  de  d i f f é r e n c i a t i o n  ( I I / I  e t  1 1 / 2 1  dans  d e s  c o n d i t i o n s  

i d e n t i q u e s  d ' o b t e n t i o n  e t  égaZement dans une m2me tumeur .  

Dans l e s  rhabdomyornes e t  rhabdomyosarcomes,  l e s  m y o f i b r i l l e s  

- c o n t r a i r e m e n t  a u  musc le  normal-  s o n t  o r i e n t é e s  dans  n ' i m p o r t e  

q u e l  s e n s  dans  Ze cytopZasme e t  un a l ignemen5  r é g u l i e r  ne s e  

p r o d u i t  q u ' e z c e p t i o n n e Z l e m e n t .  Ce désordre de l'organisation 



myofibrillaire peut étre dQ 3 la disparition précoce des micro- 

tubules dont le r61e dans l'alignement des myofilaments et myo- 

fibrilles a été démontré pour le muscle normal en différenciation 

(~ischman, 1967; Shimada e t  al., 1967; Beinbrech, 1970; Warren, 

1974). 

La tumeur g r e f f é e .  Bien que l'on reconnaxt encore l'origine 

musculaire des tumeurs greffées, la différenciation myofibrillaire 

semble être fortement ralentie par rapport 3 celle dans les myo- 

blastes de la tumeur primitive. Dans l'état actuel de nos connais- 

sances sur la différenciation des myofilaments dans le muscle, 

nous pouvons difficilement expliquer ce phénomène. En raison de 

la dégén6rescence -voir nécrose- très rapide de ces tumeurs et de 

la faible quantité de myofilaments contenus dans les rhabdomyo- 

blastes, nous avons abandonné ce système expérimental. 

Les s t r i e s  Z sont anormales en ce qui concerne aussi bien 

leur forme que leur taille. Mais ce résultat obtenu chez les 

rhabdomyosarcomes est complètement en accord avec la structure 

des stries Z dans les fibres embryonnaires ou en régénération, et 

les coupes transversales démontrent aussi leur sous-structure 

cristalline normale. La seule difference importante avec le muscle 

normal semble étre son apparition précoce -même avant celle des 

myofilaments- dans de nombreux myoblastes tumoraux. Dans des myo- 

fibres tumorales bien différenciées, l'aspect embryonnaire des 

stries Z est maintenu, alors que dans le muscle normal les stries 

Z s'arrangent afin de former une striation transversale bien dé- 

finie. Le processus de dégénérescence des myofibrilles tumorales 

commence par la disparition des stries Z. Dans le muscle qui 

dégénère sous des conditions non tumorales, ce processus est in- 

versé (Lockshin et Beaulaton, 1974). 

La structure "rod" -structure fibrillaire paracristalline à 

périodicité transversale- des stries Z est une des caractéris- 

tiques les plus évidentes du rhabdomyome bénin et sert à le dis- 

tinguer du rhabdomyosarcone malin (Cornog et Gonatas, 1967; Batti- 

fora et aZ., 1969). Elle ne peut être significative cependant que 



pour le rhabdomyome du muscle squelettique et ne peuvent pas etre 

observées dans les cellules musculaires différenciées du rhabdo- 

myome du vagin (Leone et Taylor, 1973) , 

La ligne M. Bien que les myofibrilles montrent des stries Z 

prédominantes, les bandes 1, A, H et la ligne M sont rarement 

bien visibles. Ceci peut étre dQ 3 l'état supercontractd des 

sarcomères 02 les fizaments fins dépassent largement la ligne M. 

Mais cela ne peut être la seule cause, car les sarcomères sans 

ligne M sont souvent dilatés. Ces résultats confirment que la 

fonction essentielle de la ligne M est de maintenir les filaments 

épais dans une position définie aussi bien dans le sens longitu- 

dinal que transversal (Knappeis et Carlsen, 1968) et l'extraction 

des protéines de la ligne M produit une dilatation importante de 

la bande A (Kundrat et Pepe, 1971). Ainsi on peut supposer que les 

M-protéines sont absentes dans un grand nombre de sarcomères. 

Le système T est peu organisé dans le rhabdomyoblaste, et 

on ne trouve qu'occasionnellement des connections de tubules du 

système T avec le réticulum sarcoplasmique. L'existence de triades 

est encore moins évidente , même au niveau des myofibrilles les 
mieux organisées. Kelly (1971) et Schiaffino et Margreth (1969) 

ont étudié chez le Rat le développement foetal et postnatal des 

tubules du système T : ces tubules apparaissent par fusions répétées 

de vésicules lisses chez le foetus, puis ils s'allongent et forment 

des contacts avec le réticulum sarcoplasmique (dyades, triades) 

pendant le développement postnatal. 

Dans le rhabdomyosarcome, nous observons assez souvent des 

invaginations du sarcolemme qui donnent naissance à des formations 

d'un système tubulaire en forme de spirale. Des réseaux réguliers 

et paracristallins montrés par Cornog et Gonatas (1967) dans les 

rhabdomyomes et par Friedman et Bird (1969) dans les rhabdomyo- 

sarcomes n'ont pas été observés dans les tumeurs de nos expériences. 

Alors que les premiers auteurs voient l'origine de ces réseaux 

dans le système T, les derniers l'expliquent comme étant une forme 

particulière du réticulum sarcoplasmique fenestré. En tout cas, 

ce point devrait être étudié plus directement, 



Le ~ d t i e u t u m  sarcopZasmique. Les cellules tumorales sont 

riches en réticulum sarcoplasmique irrégulier, lequel possède 

une surface granulaire dans les myoblastes immatures et une 

surface lisse dans les fibres musculaires différenciées. Beaucoup 

de cellules contiennent de nombreuses citernes sarcoplasmiques 

remplies d'une substance dense qui est probablement un précurseur 

des granules sphériques aux anneaux concentriques. Ces microcristaux 

ont été observés dans des cellules en régénération (Turbeck, 1974), 

dans des cellules musculaires normales avec une activité élevée de 

contraction (Ponsolle et al., 1974) et particulièrement dans des 

myopathies vacuolaires telle que la paralysie périodique primaire 

hypokaliémique (A.G.Enge1, 1973). 

La fonction de ces structures sphériques pendant la vie 

cellulaire est peu étudiée. On pense qu'elles sont constituées de 

calcium sous forme de carbonate et de phosphate, et qu'elles 

représentent des réserves de composés utilisés plus tard pour la 

croissance cellulaire. Pour maintenir cette hypothèse, il est 

important de souligner le r6le essentiel que joue le calcium lors 

de la contraction musculaire. Dans le muscle pathologique, ces 

concentrations minérales doivent peut-être leur existence ii un 

excès de précipitation consdcutif à un mdtaboZisme ceZZulaire per- 

turbé. 

En plus, la présence de ces cristaux dans le réticulum sarco- 

plasmique et l'absence d'un système T bien organisé peuvent être 

reliées à une déficience du transport du calcium lui-même indis- 

pensable pour la fonction contractile du muscle normal. En effet, 

Gilman (1965) a démontré que les myoblastes du rhabdomyosarcome 

induit par le Ni3SZ n'exécutent plus aucune contraction lorsqu'ils 

sont mis en culture. 

Comment le calcium peut-il favdriser la prolifération de 

cellules néoplasiques? Ceci reste une question qui ne peut actuel- 

lement être résolue de façon satisfaisante. Néanmoins, Balk (1971) 

a montré que le calcium joue un r6le en déclenchant et en augmen- 

tant les divisions des cellules normales et néoplasiques et que ce 

fait doit être en relation avec le r6le du calcium lors de la 

transmission neuromyale et de la contraction. Selon les travaux 

de Balk (1971) sur les fibroblastes normaux et transformés, les 



rhabdomyoblastes peuvent représenter un système très utile pour 

analyser le rble du calcium dans le contrdle de la division et 

de la fusion cellulaire des myoblastes normaux et tumoraux. 

L'origine et la fonction des corps laminés dans certaines 

cellules restent encore à mettre en évidence. En tout cas, ils 
ne semblent pas dériver du réticulum sarcoplasmique et devraient 

plutet etre considérés corne des lysosomes. 

Les mitochondries. Des anomalies mitochondriales sont bien 

connues dans le muscle pathologique (Price, 1973). Différents types 

de mitochondries anormales ont été également décrits dans les 

rhabdomyomes (Cornog et Gonatas, 1967) et les rhabdomyosarcornes 

(Basrur et al., 1970). Mais comme ces anomalies mitochondriales 

sont différentes d'une tumeur a l'autre, on ne peut pas les consi- 
ddrer comme étant caractéristiques des différentes tumeurs muscu- 

laires, 

Les noyaux. Les déformations nucléaires peuvent permettre la 

distinction entre une tumeur bénigne et maligne. Les noyaux du 

rhabdomyosarcome possèdent des contours extrêmement irréguliers, 

notamment dans les myofibres bien différenciées (Battifora et al. 

1969; Friedman et Bird, 1969; Reznik et al.,1970; Boram et aZ.,1972). 

De telles anomalies nucléaires ne sont mentionnées ni pour les 

rhabdomyomes (Cornog et Gonatas, 1967), ni pour les rhabdornyosar- 

comes induits par des virus chez la Souris (Dalton, 1966)- Les 

vacuolisations ressemblent beaucoup a celles décrites pour la plu- 
part des cellules tumorales et semblent être reliées aux anomalies 

de la différenciation myofibrillaire et du développement cellulaire. 

Les divisions nucléaires ainsi que la reconstitution de l'enveloppe 

nucléaire durant la telophase semblent être également perturbées 

et on trouve dans quelques cellules du matériel ribonucléoprotéi- 

nique a l'extérieur du noyau dans le cytoplasme. 

Les noyaux n'ont aucune place préférentielle dans la fibre 

musculaire tumorale, bien que certains auteurs ne les observent 

qu'a la périphérie de la fibre et d'autres en position centrale. 



La formation des c i l s .  Cils OU flagelles sont très rares 

dans des tissus non-germinaux et en général ils ne se trouvent 

que dans les spermatozoXdes, les cellules sensorielles et dans 

l'épithélium cilié. Mais plusieurs auteurs ont décrit la formation 

de cils dans d'autres cellules, spécialement dans les fibroblastes 

et les cellules myogéniques du muscle strié et lisse (Sorokin, 

1962; Stubblefield et Brinkley, 1966; Warren, 1974). En général 

ces cils inhabituels sont temporaires (Berry et Johnson, 1975; 

Sreng et Quennedy, 1976) et représentent des formations incomplètes 

(Sorokin, 1962; War~en, 19741 : les corps basaux sont plus petits 

que ceux des cils normaux, souvent les racines basales sont ab- 

sentes et la composition en tubules du cil est même souvent ir- 

régulière, déficitaire ou même absente. En 1961, Barnes a fait 

une étude des cils "solitaires non-mobilestt dans diverses cellules 

somatiques et a constaté l'absence de fibre centrale. Nonualement 

les cils sont situés librement à la surface cellulaire, montrent 

le "9+2" arrangement des microtubules et ne possédent qu'un corps 

basal. Les cils temporaires ne sont pas ngcessairement localisés 

librement sur une surEace cellulaire, montrent un "9+OW ou un 
autre("7+Zn)arrangement des microtubules et leur système basal 

consiste en une paire de centrioles de la cellule et non en un 

oarpa basal unique.Barnes (1961) et d'autres auteurs (Munger, 1958; 

Inoue, 1959) donnaient à ces cils une fonction sensorielle; mais 

il faut admettre que la preuve d'une telle hypothèse est purement 

circonstancielle et que leur r61e physiologique -s'il existe- reste 

toujours inconnu. Un travail récent a montré le rôle de cils 

"temporairesn dans la morphogénèse des glandes tergales d'Insectes 

oh le conduit cuticulaire est formé autour du complexe ciliaire de 

telle façon que ce complexe serve de véritable moule pour le 

futur canal de la glande tergale (Sreng et Quennedy, 1976). 

La formation de cils dans les fibroblastes, les cellules myo- 

géniques et tumorales cependant, ne peut avoir une fonction de 

moule pendant l'organogénèse,surtout que la plupart de ces forma- 

tions apparaissent dans des cultures cellulaires. Durant ces 

dernieres années, il a été démontré qu'il existe une relation 

précise entre la présence d'un cil et la division cellulaire 

(Dingemans, 1969; Rash et aZ., 1969; Brinkley et Stubblefield,l970; 

Fonte e t  al., 1971). On a émis l'hypothGse que les cellules avec 



une activité mitotique élevée montrent moins de cils que les 

cellules qui ne se divisent pas (Dingemans, 1969). Dans ces 

conditions, on devrait s'attendre a trouver très peu de formations 
de cils dans des tumeurs avec une grande activite mitotique. D'autre 

part, Fonte et a l .  (1971) ont montré que des cellules mésenchyma- 

teuses qui se divisent rapidement, possèdent assez régulièrement 

des cils. Les observations de Dingemans (1969) n'excluent pas 

celles de Fonte et aZ. (1971). En effet, les deux obtenaient les 

résultats sur du tissu en division, mais les cellules étudiées ne 

se trouvaient pas dans la même phase du cycle mitotique. Ainsi 

ces observations ne sont pas contradictoires, ni en opposition 

avec nos résultats. Les rhabdomyosarcomes sont des tumeurs d'ori- 

gine mésenchymateuse avec des divisions cellulaires fréquentes 

au caurs desquelles des cils peuvent apparaftre régulièrement. 

D'autre part, nous pouvons confirmer les observations de Dingemans 

(1969), car nous n'avons jamais trouvé de- formations de cils 

dans des cellules qui se trouvaient dans la phase M du cycle de 

division. 

Comme le contrale mitotique est généralement supprimé dans 

les tissus cancéreux, nous ne devons pas nous étonner de trouver 

des formations ciliaires dans des cellules myogéniques tumorales 

- fait qui n'a été décrit que rarement. Il est possible que cer- 

tains facteurs du contrale mitotique font défaut, et c'est a cause 
de cette absence que les centrioles peuvent se tmnsformer en corps 

basaux et par conséquent en cils. Stubblefield et Brinkley (1966) 

ont démontré que le colcémide inhibe a la fois le développement 
de cils et l'assemblage des protéines fusoriales en microtubules. 

Cette observation suggére une homologie entre les composés du 

tube ciliaire et les microtubules du fuseau mitotique. Evidenunent 

il doit s'agir dans les deux cas de l'a- et de la 6-tubuline. 

Les cils peuvent ainsi apparaitre dans les rhabdomyoblastes 

à l'interphase pour deux raisons : l'une peut être consécutive 

aux relations qui existent entre la formation ciliaire et la 

division cellulaire, la seconde peut être dépendante de la sup- 

pression de quelques facteurs du contrôle mitotique. Mais ces 

deux hypothèses ne s'excluent pas l'une l'autre. 



Dans l'état actuel des recherches sur les myopathies, on 

reconnart qu'il existe beaucoup de ressemblances entre le muscle 

tumoral ou pathologique et le muscle normal. Les différences les 

plus importantes ne concernent généralement pas la présence ou 

l'absence de diverses structures cellulaires, mais plut8t leur 

fréquence et intensité, leur orientation et distribution. Les 

caractères les plus prédominants de la myofibre tumorale sont les 

noyaux altérés, les myofibrilles irrégulières, les stries Z anor- 

males et l'absence d'un système T bien organisé. De plus, il faut 

souligner que le musole tumoral ne devrait pas etre comparé au 

muscle normal adulte, mais plutôt au muscle embryonnaire et au 

muscle en régénération dont le développement est bien défini. 

La présente étude montre également les différences ultra- 

structurales entre les divers types de muscle pathologique : il 

existe très peu de structures qui peuvent être considérées comme 

caractères spécifiques de telle ou belle tumeur. Les nombreuses 

différences de structure ou de développement ne dépendent pas 

seulement du fait qu'une tumeur soit bénigne ou maligne, qu'elle 

apparaisse spontanément ou qu'elle soit induite par des virus 

ou des agents chimiques, mais elles varient également d'un muscle 

a l'autre et sont plus ou moins évidentes selon les animaux. 
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II. LE RHABDOMYOSARCOME CHEZ LE LAPIN. 

Des tumeurs musculaires chez le Lapin n'ont jamais été 

décrites et seul Hueper (1955) a essayé d'en induire avec du 

nickel. Mais il n'a provoqué que des fibrosarcomes et en a conclu 

que le Lapin est insensibze à l'induction de rhabdomyosarcomes. 

Comme nous avions déjà envisagé d'entreprendre des études bio- 
chimiques et biophysiques sur les protéines contractiles tumo- 

rales, et comme on choisit habituellement pour ces études le 

muscle du Lapin comme référence, nous avons donc essayé -malgré 

les résultats négatifs de Hueper (1955) - d' induire des rhabdo- 
myosarcomes chez le Lapin par implantation du Ni3S2. Nous avons 

obtenu différentes tumeurs : quelques fibrosarcomes, des tumeurs 

du muscle lisse ou leiomyosarcomes que nous décrirons dans le 

chapitre suivant et essentiellement des rhabdomyosarcornes (P1.17, 

Fig a). 

A *  ETUDE MACROSCOPIQUE. 

Les rhabdomyosarcomes que nous avons obtenusressemblent géné- 

ralement i? ceux décrits chez le Rat par Friedman et Bird (1969). 

Les tumeurs atteignent parfois une taille importante d'un diamètre 

de 8 cm et plus, et d'un poids allant jusqu'a 300 g. Elles sont 

entourées d'une capsule de tissu conjonctif et sont habituellement 

lobées (Pl. 17, Fig b) . Quand on les découpe, on retrouve en général 
l'implant de Ni3S2, m6me si la tumeur est prélevee au bout de 

20 mois (Pl. 17,Fig c) . Cet implant de Ni3S2 est toujours entouré 
par une fine capsule qui ressemble totalement celle trouvée dans 

les leiomyosarcomes du Lapin et également à celle des rhabdomyo- 

sarcomes du Rat. 

B. ETUDE EN MICROSCOPIE PHOTONIQUE. 

Le stroma de la tumeur est constitué de quatre types cellu- 

laires différents (P1.18, Fig a). Nous y trouvons d'abord une 

quantité importante de petites cellules mononucléées, rondes ou 



polygonales, au niveau desquelles on observe souvent les diffé- 

rentes phases de la mitose (P1.18, Figs a 3 d). Puis on observe 

de petites cettules mononuctddea fusiformes généralement sans 

figures de mitose (Pl. 18, Figs a 3 d) . Dans des zones bien dif f é- 

renciées de la tumeur, il existe de grandes ceZZuZes muZtinucl6ées 

attongées qui montrent -en coupe transversale- un reseau fibril- 

laire irrégulier (P1.18, Figs b et c) et -en coupe longitudinale- 

la striation caractéristique du muscle squelettique, toutefois 

beaucoup moins organisée que dans le muscle normal (P1.18,Fig d). 

En outre, on trouve assez fréquemment des cellules géantes avec 

un ou plusieurs noyaux qui montrent, elles-aussi, des figures 

typiques de mitose (Pl. 18, Fig a) . 

C. ETUDE EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE. 

L'examen au microscope électronique ne révèle que très peu 

de différences entre les rhabdornyosarcomes induits chez le Rat 

et ceux induits chez le Lapin, Une vue d'ensemble (P1.19, Fig a) 

permet de reconnaître les petites cellules polygonales et les 

cellules fuslforrnes avec des noyaux aux contours irréguliers, con- 

tenant de la chromatine condensée. L'espace intercellulaire est 

élargi et contient habituellement de nombreuses fibres de colla- 

gène. 

Les celAules multinucléées, allongées possèdent des myo- 

fibrilles sans aucune orientation précise dont l'aspect est 

identique 3 celui décrit chez le rhabdomyosarcome du Rat (P1.19, 

Fig b). En outre, les myofibres contiennent quelques mitochondries, 

du réticulum sarcoplasmique, des tubules du système T et du glyco- 

gène (P1.19, Fig b). 

Les cellules géantes sont caractérisées, comme les fibres 

musculaires par des myofilaments, mais une organisation en myo- 

fibrilles n'est jamais observée. Les myofilaments sont arrangés 

en paquets dans le cytoplasme dans n'importe que2 sens, mais ne 

montrent aucune strie 2. A c6té des éléments classiques, on observe 

des inclusions denses qui reprgsentent probablement des lysosomes 



Fig.20. Regresentation sch6matique des structures fibrillaires 

paracristallines dans le rhabdomyosarcome du Lapin. 



Dans une seule tumeur, nous avons observé des inclusions de 

type viral, caractérisées par une paroi a deux membranes et d'un 
diamètre d'environ 165 nm (P1.21, Figs a et b). Connne ces struc- 

tures n'ont été remarquées qu'une seule fois, nous ne leur atta- 

chons qu'une importance secondaire dans l'établissement de cette 

tumeur. 

Les structures  arac cristallin es. --------------- --------------- 

Dans de nombreuses cellules -myoblastes immatures et myofibres 

différenciées- nous avons observé des structures paracristaZZines 

(P1.21, Fig c)constituées de fines fibrilles formant des lamelles 

concentriques (P1.22, Fig a). Ces lamelles ne doivent pas obliga- 

toirement se refermer sur elles-mêmes, et on aperçoit parfois 

quelques lamelles parallèles (P1.22, Fig b). Les lamelles sont 

constituées de fines fibrilles et, à plus fort grossissement, on 

constate que ces fibrilles semblent être tubulaires (P1.22, Fig c). 

Elles ont un diamètre d'environ 4 nm. Leur origine est complètement 

inconnue et elles apparaissent librement dans le cytoplasme sans 

être entourées par des membranes (P1.22, Figs a, b et c), dans des 

mitochondries (P1.22, Fig d) ou dans des noyaux, oi3 elles existent 

avec ou sans membrane à leur périphérie (P1.23, Fig a). Les struc- 

tures cristallines sont des formations assez complexes et des coupes 

tangentielles révèlent une position croisée des fibrilles (P1.23, 

Figs b et c; Fig. 20) . 

D. DISCUSSION. 

Pour obtenir des rhabdomyosarcomes chez le Lapin, Hueper (1955) 

utilise le nickel métallique et il n'obtient que des fibrosarcomes. 

Nous n'avons employé ni la m?me méthode, ni le même produit, et 

c'est certainement grdce au NigS2 que nous obtenons des rhabdomyo- 

sarcomes chez le Lapin. Ces expériences confirment une fois de plus, 

que le NijS2 est un canc6rogène plus puissant que le nickel métal- 

lique. 

Il est difficile de donner une valeur exacte du rendement pour 

l'obtention des tumeurs. Corne nous avons toujours pratiqué des 

implantations bilatérales, et comme les Lapins ont toujours été 



sacrifies lors de l'ablation de la première tumeur apparue, nous 

avons obtenu au moins un rendement de 50 %. Néanmoins il nous 

semble important d'indiquer qu'il y avait souvent l'apparition 

d'une seconde tumeur sur l'autre patte,atteignant parfois la 

taille d'une noix. 

En ce qui concerne l'histologie et la micromorphologie de 

la tumeur, nous n'avons constaté que très peu de différences avec 

les rhabdomyosarcomes induits chez le Rat. Les seules structures 

que nous n'avons pas observées chez le Rat, sont les structures 

paracristaZZines dont nous ne connaissons ni l'origine, ni la 

fonction. L'interprétation -si elle est un jour possible- sera 

rendue encore plus difficile par la variabilité de la structure 

de ces formations, d'une part, et par la diversité de leur empla- 

cement dans la cellule,dlautre part. 



Leiomyosarcomes et leiomyomes sont des tumeurs fréquentes 

de l'estomac et de l'utérus (Cornog, 1969 et 1974; Kay et Still, 

1969; Welsh et Meyer, 1969; Salazar et Totten, 1970; Aopelman et 

Helwig, 1976). Les descriptions histologiques des tumeurs gas- 

triques ont montré que ces tumeurs sont tr6s variées du point de 

vue histologique et ressemblent rarement au muscle lisse normal. 

Les tumeurs utérines par contre, sont rarement confondues avec 

d'autres tumeurs mésenchymateuses. 

Au cours de nos travaux sur les rhabdomyosarcomes du Lapin, 

nous avons obtenu plusieurs fois des leiomyosarcomes par implan- 

tation intramusculaire du NigSZ dans le muscle blanc squelettique 

du Lapin. Comme ce type de tumeurs chimio-induites n'a jamais été 

décrit, nous décrirons dans ce chapitre les particularités de 

l'ultrastructure du leiomyosarcome en le comparant avec le muscle 

lisse normal, avec des leiomyosarcomes spontanés et avec d'autres 

tumeurs possédant le caractère du muscle lisse. 

A. ETUDE MACROSCOPIQUE. 

Les trois leiomyosarcomes examinés lors de nos travaux ap- 

paraissaient tous a l'endroit de l'implantation dans une patte des 
Lapins. Les tumeurs ont un diamètre de 4 à 6 cm et une longueur 

de 5 a 10 cm. Elles ressemblent beaucaup à celles décrites par 

Salazar et Totten (1970) et sont généralement bien limitées, mais 

on ne trouve pas de capsules individualisées. A la périphérie, elles 

sont entourées par du tissu conjonctif et quelques fibres du muscle 

de la patte. L'apparition de lobes est assez fréquente. Une tumeur 

$tait composée de multiples nodules d'un diamètre moyen de 1 cm. 

Deux des trois tumeurs ont produit des métastases pulmonaires. 

Dans toutes les tumeurs, nous avons pu retrouver l'implant de Ni3S2 

(P1.24, Fig a). Ces implants sont entourés d'une capsule consis- 

tante qui a étQ examinée en microscopiesoptique et électronique. 



B. ETUDE HISTOLOGIQUE. 

1. La tumeur. --------- 

Les trois tumeurs avaient une morphologie identique (P1.24, 

Fig b). On peut observer deux types différents de zones, dont 

un est caractérisé par des amas irréguliers de p e t i t e s  ceZZuZes 

fus i formes possédant un petit noyau pléomorphique (P1.24, Fig c). 

Le second type de zone est constitué de faisceaux de celZuZes 

de muscle l i s s e  montrant parfois des noyaux allongés (P1.24, Fig d). 

Le cytoplasme de ces cellules est éosinophile et contient des 

structures fibrillaires. Une activité mitotique existe dans les 

deux types de cellules généralement mononucléées. Dans des zones 

intermédiaires, on observe parfois quelques cellules géantes con- 

tenant un ou plusieurs grands noyaux (P1.25, Fig a). 

2. La coque d'inclusion du Ni3S2. ----- .................... 

La capsule renfermant l'implant de Ni3S2 est essentiellement 

composée de matéri.el fibreux (P1.25, Fig b). Cette capsule contient 

un grand nombre de noyaux qui se détachent peu du stroma (P1.25, 

Fig c) et des espaces "vides" relativement grands qui montrent à 

leur périphérie du matériel fibrillaire rouge après coloration 

avec le Trichrome de Masson (Pl. 25, Fig d)  . La réaction P.A. S. est 
négative aussi bien dans la tumeur que dans la coque d'inclusion 

de l'implant de Ni3S2. 

C. ETUDE EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE. 

Les deux types cellulaires observés au microscope photonique 

montrent moins de différences lorsqu'on examine leur ultrastruc- 

ture . 
1. Les-eetltes-cei&ules-f u ~ i f  or,mss 

Les cellules qui apparaissent en microscopie électronique 

le plus fréquemment sont de petites cellules fusiformes séparées 

les unes des autres par des fibres de collagène(P1.26). Ces cel- 

lules contiennent des paquets denses de fines fibrilles d'une 

épaisseur moyenne de 7 nm et n'ayant dans le cytoplasme aucune 



orientation. Ces fibrilles sont interrompues par une multitude 

de corps denses,"dense bodies", et on reconnait parfois des plaques 

denses sur la face interne de la membrane plasmique. On observe 

rarement une lame basale sur la surface cellulaire, mais il existe 

un matériel fibrillaire dans l'espace intercellulaire qui pourrait 

correspondre à un rudiment de la lame basale (P1.26). Ces cellules 

contiennent un noyau assez volumineux et le centre cellulaire est 

caractérisé par le complexe de Golgi a proximité des centrioles. 
On observe quelques mitochondries, des vésicules larges et de 

l'ergastoplasme (P1.26; P1.30, Fig d). 

2. Les cellules allonqées du muscle lisse. ------------------ ------------------- 

Les cellules allongées de type muscle lisse contiennent géné- 

ralement les mêmes éléments que les petites cellules fusiformes. 

Cependant elles sont caractérisées non seulement par leur taille, 

mais surtout par l'orientation plus ou moins parallele et longitu- 

dinale des microfibrilles par rapport à la cellule (P1.27, Fig a). 

3. Les structures fibrillaires. ........................... 

Le cytoplasme des cellules du muscle lisse contient un nombre 

considérable de microtubules orientés longitudinalement comme 

les microfibrilles et ayant un diamètre d'environ 18 nm (P1.27, 

Fig b). Cette planche montre également que les fibrilles de 7nm 

sont pontées. Ces ponts par contre, manquent complètement sur 

d'autres fibrilles dont le diamètre atteint 10 nm et qui sont 

présentes dans la même cellule (P1.27, Fig d). 

Les noyaux sont en général irréguliers en ce qui concerne 

leur forme et leur taille (P1.26) et contiennent un ou plusieurs 

grands nucléoles. Les nucléoles montrent habituellement un nucléo- 

lonème étendu qui forme un réseau irrégulier tridimensionnel (P1.28, 

Fig a). Très souvent on peut observer dans le nucléoplasme un ou 

plusieurs corps nucléaires formés d'un matériel amorphe de faible 

densité et d'éléments fibrillaires d'un diamètre de 5 à 6 nrn 

(P1.28, Figs a et b). Les corps nucléaires sont souvent entourés 



d'un espace clair. Ils sont ronds ou ovoIdes et ont un diamètre 

de 0,2 a 0,s Pm. Sur certaines coupes on observe du matériel 

chrmatinien à l'extérieur du noyau (P1.28, Fig cl. Des figures 

mitotiques Sont fréquentes dans les cellules fusiformes 

et les jeunes cellules de type muscle lisse (P1.29, Fig a). De 

plus une paire de centrioles existe à chaque pôle du fuseau mito- 

tique. 

5. Les mitochondries. 
--------------c--- 

, 

Les mitochondries sont très variées en forme et taille et sont 

rencontrées partout dans le cytoplasme, mais elles ne sont pas très 

fréquentes. Beaucoup de mitochondries contiennent des inclusions 

d'un matériel dense qui peut occuper parfois la majeure partie de 

la matrice mitochondriale (Pl. 29, Fig b) . 

6. Le L_________...__-_-_ réticulum endoglasmigue. _ _ _ _ _  _ _  

Le réticulum endoplasmique possède un aspect normal avec des 

citernes granulaires. Néanmoins, la plus grande partie de l'ergasto- 

plasme contient une substance amorphe et opaque aux électrons (P1.26) 

P1.29, Fig c). Nous n'avons jamais observé en microscopie électro- 

nique du réticulum fenestré ou sous forme de réseaux paracristallins. 

7. Les aonctions cellulaires. ---- .................... 
4 

Dans dis régions de la tumeur où les cellules sont très proches 1 
les unes des autres et où, par conséquent, l'espace intercellulaire 

est extrsmement réduit, on observe garfois des complexes de jonc- 

tions de différentes structures. Les complexes les plus courants 

sont da$ jonctions desmosomales avec ou sans couches intermédiaires 
-- . 

(P1.30, Figs a et b). Dans quelques espaces intercellulaires il 

existe parfois seulement un matériel de jonction très fin. Aux 

endroita où ce matériel manque, la lumière de l'espace intercel- 

lulaire s'élargit (P1.30, Fig c), De tels complexes de jonction 

peuvent étre considérés, comme des "gap junctions". 



8 ,  L'a~~areil de Golgi et les vésicules dentelées. --- ------------ ............................ 

On peut observer dans la plupart des cellules un appareil de 

Golgi bien développé dont le centre est généralement situé près 

du noyau à proximité des centrioles (P1.30, Fig d). Les dictyo- 

somes sont entourés d'une multitude de vésicules dentelées (P1.30, 

Fig d; Pl.31, Fig a) et il est indiscutable que ces vésicules 

prennent leur origine sur les sacules golgiens par bourgeonnement 

(P1.31, Fig a). Les vésicules dentelées se rencontrent partout 

dans le cytoplasme des cellules tumorales et contiennent souvent 

un matériel dense aux 6leetrons (P1.31, Fig b), mais parfois on 

observe aussi des vésicules "vides" (P1.31, Fig b). Il s'agit de 

vésicules pinocytstiques qui rejoignent la membrane cellulaire 

(P1.31, Fig c) oa elles abandonnent rapidement leur contenu dans 

l'espace intercellulaire (P1.31, Fig d). Ce processus est appelé 

exocytose. En utilisant la technique de renforcement rotatif des 

micrographies (Markham, 1963), certaines sections tangentielles 

d'une vésicule montrent une nette sous-structure pentagonale (P1.31, 

Fig e), d'autres une sous-structure hexagonale centrale (P1.31, 

Fig f) . 

Une structure hexâgcnale est égaiement trouvée sur des sections 

médianes, où l'on observe - aprss application de la même technique- 
plutat six paires que douze spicules simples (P1.31, Fig g ) .  La 

figure 21 représente les structures possibles des vésicules dente- 

lées proposées par Crowther et aZ.(1976). A titre de comparaison, 

nous présentons des vésicules identiques isolées à partir du cerveau 

de Porc, où l'on reconnaît -après la technique du contraste néga- 

tif- les sous-structures hexagonales (P1.31, Figs h et i) et penta- 

gonales (P1.31, Figs h,j et k) des vésicules dentelées. 

La coque d'inclusion du Ni3Ss est essentiellement composée 

de gros paquets de fibres de collagène. Quelques espaces contiennent 

des résidus cellulaires dont seulement les noyaux sont reconnais- 

sables d'une manière satisfaisante (P1.32, Fig a). Les espaces 

larges mentionnés lors de la description histologique renferment 

de.s paquets importants d'un matériel fibrillaire avec une sous- 



Fig.21. Schemas stereoscopiques montrant les différentes possibilités - de forme des vésicules dentelées. 
a. Forme ovoIde composee de 8 hexagones et 12 oentagones (ty?e 

le plus fréquent) . 
b. Forme spherique commsee de 4 hexagones et 12 pentagones. 
c. Forme sphérique composee de 8 hexagones et 12 pentagones. 

(d'après Crowther et al., 1976). 
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structure perpendiculaire a l'axe longitudinal d'une périodicité 
approximative de 16,s nm (P1.32, Fig b) . 1 

D. DISCUSSION. 

L'histologie des leiomyosarcomes chimio-induits ressemble 

beaucoup à celle des leiomyosarcomes spontanés décrits par d'autres 

auteurs (Cornog, 1969 et 1974; Kay et Still, 1969; Salazar et 

Totten, 1970; Appelman et Helwig, 1976), et à certaines tumeurs 

leiomyomateuses (Silverman et Kay, 1976). Ils sont composés de 

masses solides de cellules épithéloIides avec géngralement des 

noyaux ronds ou ovoldes et des faisceaux de fibres de muscle lisse 

avec parfois, une orientation irrégulière. La microscopie électro- 

nique par contre, révèle quelques caractères typiques pour ces 

tumeurs chimio-induites . 

La Lame basale. Bien que tous les auteurs aff irment l'existence 

de la lame basale dans les leiomyosarcomes, nous n'avons jamais pu 

l'observer dans une forme bien définie. Cette lame basale existe 

aussi,dfune façon généralelà la surface des cellules d'autres 

tumeurs de type muscle lisse, tels que les glomangiomes (Toker, 

1969; Venkatachalam et Greally, 1969) et les leiomyomes (Welsh et 

Meyer, 1969; Bearman, 1974). 

La structure ceLZuZaire. Les caractéristiques prédominantes 

des cellules tumorales du muscle lisse correspondent à l'assemblage 

et à l'organisation des structures fibriZZaires.On reconnart géné- 

ralement deux types de fibrilles : les fibrilles à 7 nm et les 

fibrilles à 10 nm. Les paquets de fines fibrilles -interrompues 

par des corps denses- doivent être considérés comme le matériel 

myofibrillaire bien connu du muscle lisse (Heumann, 1971) : les 

fines fibrilles représentent les filaments d'actine, les corps 

denses sont constitués de matériel de la strie Z, et les ponts 

entre les fibrilles sont les têtes d'oligomères de myosine. Les 

filaments épais de myosine sont rarement observés et Heumann (1971) 

a démontré l'absence de filaments de myosine dans les fibres re- 

lâchées du muscle lisse. Ainsi on doit considérer les paquets 

myofibrillaires dans les cellules tumorales comme relâchés. 



L'origine et la fonction des fibrilles à 10 nm restent encore 

mal définies. Il pourrait être intéressant cependant de rappeler 

que Wang et aZ.(1975) ont trouvé dans les cellules du muscle lisse 

et dans les cellules non musculaires, une nouvelle protéine à 

haut poids moléculaire, dénommée fiTamine. Cette protéine a été 

récemment identifiée comme une protéine formant un complexe avec 

l'actine (Hartwig et Stossel, 1975; Stossel et Hartwig, 1975; 

Shizuta et al. , 1976) . L'activation de la M ~ ~ + - A T P ~ ~ ~  par 1 'actine 

ne peut plus avoir lieu dès que ce complexe actine-filamine s'est 

formé (Davies et al., 1977). Les fibrilles à 10 nm pourraient cor- 

respondre cette nouvelle protéine, laquelle n'a pas encore pu 

être précipitée i n  v i t r o  sous forme de filaments, mais dont le 

réseau fibrillaire a été démontré par immunofluorescence (Weber 

et Groeschel-Stewart, 1974; Wang e t  al., 1975). Si les fibrilles 

à 10 nm représentent vraiment la filamine, leur présence en quan- 

tité assez importante pourrait expliquer l'état de relaxation des 

paquets myofibrillaires, car l'existence du complexe actine-fila- 

mine empêcherait la formation de l'actomyosine. 

D'autre part, Small et Sobieszek (1973, 1977) ont isolé des 

fibrilles à 10 nm à partir du muscle lisse constituées essentiel- 

lement d'une protéine dont ils ont déterminé le poids moléculaire 

corne étant de 55 000. Leur interprétation est que ces filaments 

ne sont point essentiels pour la contraction et qu'ils forment 

plut6t un cytosquelette intracellulaire spécialisé. 

Contrairement aux cellules du muscle lisse normal, les myo- 

blastes tumoraux possèdent un nombre important de microtubuZes, 

dont on a démontré qu'ils étaient nécessaires pour l'alignement 

des myofibrilles du muscle strié en cours de différenciation 

(Fischman, 1967; Shimada et al., 1967; Beinbrech, 1970; Warren, 

1974). Cette fonction des microtubules n'est pas confirmée pour 

les cellules du muscle lisse normal. Heumann (1971) mentionne 

l'existence de quelques microtubules dans les cellules du muscle 

lisse normal disposés de façon parallèle aux myofibrilles , mais 
avec une fréquence beaucoup moins importante que dans les cellules 

tuqorales. La fonction de ces microtubules est encore peu connue. 



Les noyaux .  Les déformations et vacuolisations nucléaires 

ressemblent à celles décrites pour la plupart des cellules tumorales 

malignes et semblent être en relation avec les anomalies du déve- 

loppement cellulaire. Elles sont particulièrement évidentes dans 

les tumeurs induites par le Ni3S2 (Friedman et Bird, 1 9 6 9 ;  Bruni 

et Rust, 1 9 7 5 ) ,  où les noyaux ont complètement werdu leur compor- 

tement prolifératif normal, c'est-à-dire qu'ils peuvent "oublier" 

d'inclure une partie de matériel ribonucléoprotéinique lors de la 

division. Nous avons ou observer ce phénomène également chez le 

rhabdomyosarcome du Rat. 

Les corps nucléaires ont été mentionnés pour la première fois 

par une école française (De Thé e t  a l . ,  1 9 6 0 ;  Hinglais-Guillaud 

e t  a l . ,  1 9 6 1 )  et ont é t e  maintes fois observés depuis dans le 

nucléoplasme de cellules normales et pathologiques à l'interphase 

(voir références Yasuzumi e t  a l . ,  1 9 7 5 ) .  Leur structure est telle- 

ment variable que Bouteille e t  a l .  ( 1 9 6 7 )  ont oroposé une classifi- 

cation de cinq différents types. Les corps nucléaires décrits 

généralement dans les tumeurs du muscle lisse peuvent être attribués 

au type 1 de cette classification (Kay et Still, 1 9 6 9 ;  Welsh et 

Meyer, 1 9 6 9 ;  Salazar et Totten, 1 9 7 0 ;  Silverman et Kay, 1 9 7 6 ) .  La 

plupart des auteurs suggèrent une relation entre les corps nuclé- 

aires et la synthese protéique (voir Yasuzumi e t  a l . ,  1 9 7 5 ) .  

Le r é t i c u Z u m  endoplasmique .  Les cellules tumorales sont riches 

en réticulum endoplasmique généralement granulaire, dont un nombre 

important de citernes sont remplies d'une substance finement granu- 

laire. Nous avons observé ce precipité également dans les rhabdo- 

myosarcomes chimio-induits chez le Rat et discuté son rôle lors de 

la description de ces tumeurs. 

Les m i t o c h o n d r i e s .  Les anomalies mitochmdriales sont bien 

connues dans le muscle squelettique pathologique (Price, 1 9 7 3 ) .  

Différents types ont été décrits dans les rhabdomyosarcomes (Cornog 

et Gonatas, 1 9 6 7 )  et spécialement dans ceux induits par le Ni3S2 

(Basrur e t  a l . , 1 9 7 0 ) .  Nous les avons aussi observés. 

Le complexe de G o l g i  e t  l e s  v é s i c u l e s  d e n t e l é e s .  Les vésicules 

dentelées peuvent dériver de divers éléments cytoplasmiques tels 

que la membrane cellulaire, le réticulum endoplasmique, les vési- 



cules secrétrices et l'appareil de Golgi (Ham, 1974b). Dans le 

cas décrit dans ce travail, il est &vident que les vésicules se 

forment directement par bourgeonnement 3 partir de dictyosomes 

de la msme façon que les vésicules lisses. Leur structure est très 

semblable a celle décrite par Crowther et aZ.(1976) qui montrent 
trois types essentiels, dont le type le plus fréquent semble être 

celui de forme ovale qui est composé de 8 hexagones et de 12 pen- 

tagones. La surface de ces vésicules ne doitsurtout -as être con- 

fondue avec le "cell-coat". 

Le cell-coat se trouve à l'extérieur de la membrane cellulaire 

alors que le matériel sur les vésicules dentelées se trouve sur 

la face intérieure et fusionne avec la face intérieure de la 

membrane cellulaire lors de l'exocytose. La substance de la surface 

de ces vésicules a été dernièrement caractérisée par Pearse qui a 

identifié quelques phospholipides (1975) et une protéine majeure, 

la Clathrine (1976)' tous associés au transfert intracellulaire des 

protéines constituant la membrane. 11 faut donc supposer que ces 

vésicules décrites ne jouent pas seulement un r61e dans l'activité 

secrétrice de la cellule en vidant leur contenu dans l'espace inter- 

cellulaire, mais également dans la construction de la membrane 

cellulaire pendant la croissance cellulaire en fournissant des 

phospholipides et des protéines. 

La coque dfinc2usion du Ni3SZ montre l'image typique d'un 

tissu en dégénérescence. Ceci se remarque aussi bien par la présence 

de noyaux de cellules dégénérescentes, que par la quantité impor- 

tante de fibres de collagène et de structures fibrillaires pério- 

diques. Ces dernières doivent être considérées comme des inclusions 

rudimentaires de protéines contractiles. Généralement tous les 

auteurs ayant travaillé sur le muscle pathologique considèrent ces 

structures comme étant des stries Z hypertrophiées, et en effet, 

elles se classent parmi les éléments principaux des myopathies 

némalines et des rhabdomyomes (Cornog et Gonatas, 1967; Price, 1973). 

Les structures périodiques peuvent cependant contenir d'autres 

protéines que du matériel de stries Z. Small et Sobieszek (1973) 

ont mis en évidence que les structures périodiques obtenues 3 partir 

du muscle lisse des Vertébrés et possédant une périodicité transver- 

sale d'environ 14 nm contiennent de la tropomyosine comme composant 



de support et de la myosine comme composant de surface. D'autre l 

part, les sous-fragments de la myosine telles que la myosine-"rod" 

et la LMM peuvent former des paracristaux avec une périodicité 

semblable (Offer et MOOS, 1973). 

L'obtention de leiomyosarcomes induits dans les muscles striés 

squelettiques peut nous donner quelques indications sur l'origine 

des rhabdomyoblastes. Diverses possibilités ont déj3 été envisagées : 

quelques auteurs établissent l'origine des myoblastes tumoraux 

dans la prolifération des cellules satellites préexistantes 

(Allbrook et al., 1966; Church et aZ. ,1966; Shafiq et a l .  ,1968); 

d'autres pensent plutbt aux myofibres multinucléées altérées comme 

c'est le cas lors de la régénération musculaire (Reznik, 1973),et 

enfin une troisième hypothése considère leur origine au niveau des 

cellules mésenchymateuses comme dans l'embryon (Hay, 1963; Fischman, 

1967). Cette dernière hypothése nous semble être la plus valable. 

Le muscle squelettique, le muscle cardiaque, le muscle lisse ainsi 

que les cellules myoépithéliales se différencient tous - dans des 
conditions normales- à partir de cellules mésenchymateuses : dans 

ces conditions il est possible que des leiomyosarcomes puissent 

apparaxtre dans le coeur (Bearman, 1974) ou dans le muscle sque- 

lettique. 



L'étude morphologique étant insuffisante pour résoudre le I 

problème de la contraction des xhabdomyoblastes, nous avons envi- 

sagé l'étude de l'extraction glycérinique des fibres musculaires 

tumorales. 

Szent-Gyorgyi (1949), le premier, a eu l'idée d'extraire les 

fibres musculaires par la glycérine, à froid. Bien que les bases 

biochimiques de cette méthode semblent Feu connues, on peut supposer 

que la glycérine extrait certaines macromolécules et des organites 

cellulaires, tout en préservant les protéines myofibrillaires. l 

Après l'opération, les cellules extraites, appelées "modèles" l 
peuvent encore se contracter en présence d'ATP. Cette méthode a été 

ensuite améliorée par de nombreux auteurs, notamment par Hoffmann- 

Berling (1953) sur les fibroblastes, par Weber et Portzehl (1952) 

sur le muscle squelettique, par Kamiya et Kuroda (1965) sur les l 

Myxomycètes et par Schafer-Dannél (1967) sur les Amibes. 

A. EXPERIENCES D'EXTRACTION GLYCERINIQUE. l 1 

Les expériences d'extraction glycérinique sont effectuées sur 

des morceaux de tissu tumoral contenant en général des rhabdomyo- 

blastes immatures et des myofibres tumorales différenciées. Nous 

avons prêté une attention particulière aux cellules se trouvant 

au début de la différenciation des myofilaments (P1.33, Fig a) et 

aux myofibres matures (P1.6, Fig c). 

Déjà aprës une durée d'extraction de 5 a 6 jours, on observe 
une dénaturation importante des organites cellulaires. Dans le 

cytoplasme, il reste des résidus membranaires de tous les organites 

et de temps à autre on reconnaît encore quelques mitochondries 

(P1.33, Fig c; Pl.34, Fig b). Les ribosomes ont complètement dis- 

paru, et il ne reste que quelques grains de glycogène (P1.33, Figs 

b et c; P1.34, Figs a et b). 



Les structures filamenteuses par contre, et les myofibrilles 

sont très bien conservées (P1.33, Fig b; P1.34, Fig a). Dans les 

cellules se trouvant au début de la différenciation des myofilaments, 

on observe après extraction, une multitude de fines fibrilles d'une 

épaisseur d'environ 7 nm et qui ne possèdent ( comme dans la cellule 

non glycérinée) aucune orientation précise (P1.33, Fig b) . Le réseau 
des fibrilles est d(ai1leurs très lâche. On observe nulle part de 

microtubules après l'extraction. 

Dans les myofibres matures, on reconnaît encore parfaitement 

les myofibrilles composées de sarcomères limités par des stries Z 

à leurs deux extremités (P1.34, Fig a). Après extraction, les 

sarcomères montrent le même aspect contracté que les sarcomères des 

myofibres non extraites. 

B. EXPERIENCES DE CONTRACTION. 1 
Après l'action de L'ATP, l'aspect des rhabdomyoblastes immatures 

n'est plus le même (P1.33, Fig c). Bien que l'on reconnXsse encore 

le réseau de fines fibrilles, celui-ci est davantage "serré" et les 

fibrilles sont beaucoup plus parallèles entre elles. De plus, on 

observe parfois quelques filaments épais apparus lors de la contrac- 

tion. 

Le changement qu'on observe au niveau des cellules immatures 

n'existe pas dans les myofibres différenciées, et 1'ATP ne semble 

avoir eu aucun effet sur les sarcomères qui possèdent toujours 

l'aspect de contraction (P1.34, Fig b) . 

C. DISCUSSION. 

Hoffmann-Berling (1954) a pu montrer que la contraction muscu- 

laire et cellulaire n'a pas besoin de l'énergie fournie par le 

métabolisme cellulaire si 1'ATP est présent. Car la motilité de la 

cellule ou du muscle peut persister dans certaines conditions après 

leur mort apparente. Szent-Gyorgyi (1949) démontre qu'une extrac- 

tion par la glycérine peut conserver les protéines myofibrillaires 

de l'organisme. Si l'on apporte donc de 1'ATP à une cellule extraite 

par la glycérine -dite cellule "modèlen- celle-ci doit se contracter 



3 la condition qu'il y existe des protéines myofibxillaires. 
(Rappelons que nous sommes toujours dans l'ignorance des bases 

biochimiques de l'action de la glycérine). La glycérine ne préserve 

pas seulement les protéines myofibrillaires de la dénaturation, 

mais elle provoque également une relaxation des structures con- 

tractiles. C'est donc pour ces raisons que nous avons employé 

cette technique pour l'étude de la contractilité des rhabdomyo- 

blastes, dont la motilité est pratiquement nulle - comme nous 
le savons déjà- lorsqu'on les met en culture (Gilman, 1965). 

En effet, les structures fibrillaires des rhabdomyoblastes 

immatures ayant un aspect relâché,montrent une nette réaction en 

présence d'ATP. Lors de la contraction apparaissent même des 

filaments épais, ce qui montre que la myosine était déjà présente 

auparavant, mais sous forme d'oligomères. Comme dans le muscle 

lisse (Heumann, 1971) et dans les cellules non musculaires (Alléra 

et Wohlfarth-Bottermann, 1 9 7 2 ) ,  les filaments épais ne se forment 

donc qu'au moment de la contraction pour se dépolymériser aussitot 

après. Dans une cellule "modèle", la dépolymérisation ne peut plus 

avoir lieu car la myosine se présente après l'épuisement de 1'ATP 

sous forme de "rigor-complexe" et l'état filamenteux est maintenu. 

En ce qui concerne les myofibres matures, les résultats sont 

assez surprenants, car la glycérination ne montre plus son effet 

relaxant et les sarcomères restent en état contracté. Il nous 

semble donc logique de considérer que 1'ATP ne peut provoquer 

aucune contraction. L'état contracté des sarcomères, où existent 

des filaments épais déjà formés, nous montre donc d'une part, que 

la myosine est dans un état de "rigor-complexe" très établi, et 

d'autre part, que l'activité ATPasique de la myosine est, soit 

absente, soit fortement inhibée. Afin d'élucider ce phénomène, 

nous avons envisagé l'étude des protéines myofibrillaires tumo- 

rales. 



A. EXTRACTION ET PURIFICATION. 

V. ETUDE COMPARATIVE DES MYOSINES NORMALES , 
FOETALES ET TUMORALES DU RAT ET DU LAPIN. 

En employant les méthodes de Perry (1955) suivies de celles 

d'Offer et al. (1973) , on arrive facilement à extraire (10 min) 

et à purifier la myosine normale adulte du Rat et du Lapin. En 

ce qui concerne la myosine foetale, nous obtenions avec les mêmes 

méthodes un rendement très faible que nous avons pu améliorer en 

augmentant le temps d'extraction (90 min). Ces myosines peuvent 

être extraites dans un tampon d'une force ionique élevée (I=0,3) 

et reprécipitées 3 basse force ionique (1=0,03). 

La myosine tumorale par contre, ne peut être obtenue par cette 

méthode, et nous avons dQ non seulement prolonger le temps d'ex- 

traction (90 min), mais aussi utiliser une solution d'extraction 

de force ionique plus élevée (1=0,6) contenant un agent relaxant 

puissant (K4P20, à une concentration de 40 mM) pour obtenir un 

rendement convenable. 

Toutes les myosines précipitent à basse force ionique et à 

pH 6,8. Si l'on précipite la myosine normale par simple dilution, 

on obtient après le deuxième cycle de purification des filaments 

de myosine parfois bipolaires, parfois fusiformes et allongés, 

mais généralement enchevêtrés ou accolés les uns aux autres (P1.35, 

Fig a). 

Lorsqu'on fait un relargage par le (NH4) 2S04, la précipitation 

commence à environ 20 % de saturation du (NH4)2S04 et on la poursuit 

jusqu'à 35 %. Cette première fraction est examinée en microscopie 

électronique, et on observe une multitude de filaments accolés, 

dont certains sont épais et lisses et d'autres chevronnés (P1.35, 
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Figs b et c). X1 s'agit du complexe actomyosine : les chevrons 

qui relient les filaments entre eux representent les ponts que 

nous avons déja mentionnés antérieurement. Parfois on observe 

aussi quelques filaments bipolaires (P1.35, Fig c). La fraction 

36-50 % de saturation de (NH4I2SO4 contient la myosine purifiée 

sous forme de filaments bipolaires et de longueur et épaisseur 

très homogènes (P1.36). 

Peu importent l'origrne des myosines ou la méthode de leur 

extraction, elles ont toutes été purifiées par préci-itation par 

le sulfate d'ammonium. 

2. Fraction --------------c-------------~- wréci~itable à RH 5 0. 

Toutes les myosines précipitent à basse force ionique a pH 6,8, 1 
mais lors de la précipitation de la myosine de certaines tumeurs, 1 I 
nous avons constaté qu'il existe une deuxième fraction qui ne 1 
précipite à basse force ionique que lorsqu'on ajuste la solution 

à pH 5,O. Après centrifugation, cette fraction est soluble dans 

les mêmes conditions que les myosines précipitables 3 pH 6,8, mais 

il faut toujours ajuster le pH a 5,O pour la précipiter lors des 
différentes étapes de la purification, même au moment du relargage 

par le (NB4) 2S04. 

3. Purification ear chromatoqra~hie sur DEAE Sephadex A50. 
-------i----- ----Li----- ---i----ii------------------ 

Cette méthode n'a été employée que pour la purification de la 

myosine normale adulte du Rat et du Lapin, car les rendements en 

myosines foetale et tumorale sont généralement si faibles que l'on 

perdait pratiquement la totalité des myosines par cette méthode de 

purification. Néanmoins, cette technique permet d'obtenir une 

myosine très puretqui élimine non seulement les contaminants comme 

les protéines du filament fin, mais aussi permet facilement de 

séparer la C-protgine de la myosine. 



B. ASPECT ULTRASTRUCTURAL DES FIIAXENTS SYNTHETIQUES DES 

DIFFERENTES MYOSINES. 

Une première vérification de la pureté de la myosine est faite 

en microscopie électronique. Afin de pouvoir comparer correctement 

les filaments synthétiques des différentes myosines, les myosines 

ont toutes été précipitées dans les mêmes conditions : préciwita- 

tion rapide par dilution. La myosine (environ 1 mg/ml) est en solu- 

tion dans du KC1 0,5 M l  tampon phosphate de potassium 10 mM, MgC12 

10 mM. Pour obtenir une concentration a 0,l M en KC1, on dilue la 
solution de myosine avec du tampon phosphate de potassium (10 mM) 

contenant du MgCl* (10 mM). Le pH était toujours de 6,8, sauf pour 

la fraction précipitable à pH 5,O. 

Les myosines du muscle squelettique ont parfois été préci- 

pitées in vitro par dialyse contre l'eau, mais des résultats homo- 

gènes en ce qui concerne la taille des filaments ne sont obtenus 

qu'après une précipitation rapide par dilution (voir ci-dessus). 

Ainsi les myosines du muscle squelettique normal adulte du Rat et 

du Lapin, reprecipitées in vitro, donnent en général des filaments 

bipolaires d'une longueur d'environ 0,s um et d'une épaisseur 

moyenne de 15 nm au milieu du filament, et de 50 nrn à ses extré- 

mités; ceci particulièrement en présence de MgC12 (P1.37, Figs a 

et e). La taille des filaments est très homogène et correspond 

parfaitement aux résultats obtenus par Huxley (1963),et tous les 

auteurs,sans exceptionIles considèrent aujourd'hui comme classiques t 

la partie médiane est lisse et les deux extrémités s'élargissent 

en éventail. Cette bipolarité est due à l'arrangement moléculaire 

de la myosine dans le filament : les molécules sont assemblées 

tête-béche et les extrémités renflées du filament représentent 

l'ensemble des t&tes globulaires des molécules (=-SI) diriqées 

dans le meme sens (Fig- 22a) . 



Fig.22. Schéma moléculaire de différentes formes de filaments synthétiques 
des myosines. 
a. Filament court bipolaire, constitué de molécules énergétisées 

(myosines normales du Rat et du Lapin, myosine tumorale du 
Lapin) . 

b. Filament court monopolaire constitué de molécules énergétisées 
(myosine tumorale de certaines tumeurs du Rat). 

c. Long filament fusiforme constitué de molécules à l'état de 
basse énergie (myosines foetales et tumorales du Rat et du 
Lapin). 

(Façon de présentation d'après Pollard, 1975). 



2. Les myosines foetales. ---- ---c----------- 

Les myosines foetales du Rat et du Lapin, reprecipitées sous 

les m h e s  conditions que les myosines normales, ne montrent plus 
du tout le meme aspect. Nous n'avons observé que de longs fila- 

ments fusiformes. Les filaments synthétiques du muscle foetal du 

Lapin ont une épaisseur d'environ 50 nm (P1.37, Fig c), alors que 

ceux du Rat foetal ne montrent qu'une épaisseur de 25 nm environ 

(P1.37, Fig g). La longueur des filaments des deux muscles foetaux 

est très variable allant de 0,6 um à 10 Pm et plus, mais la 

majeure partie possède une longueur entre 1 et 2 Pm. Ce type de 

configuration des filaments de myosines est bien connu et est 

appelé filaments compacts (Pollard, 1975). La différence entre 

les filaments bipolaires et compacts n'est pas seulement provoquée 

par l'arrangement moins ordonné des molécules de myosine dans le 

filament même, mais aussi par la position des têtes des molécules, 

qui sont plus accolées (Fig. 22~) . 

Les myosines tumorales. ----- ---------------- 

Alors que nous avons observé une homogénéité lors de la 

précipitation des filaments des myosines normales et foetales, 

nous avons constaté que les myosines tumorales peuvent précipiter 

sous différentes formes variant non seulement selon les conditions 

de précipitation mais parfois aussi d'une tumeur a l'autre. De 
plus, comme nous l'avons déjà décrit, dans certaines tumeurs,on 

trouve deux fractions précipitables : l'une à pH 6,8 et l'autre 

à pH 5,O. 

a) Les myosines précipitabtes à pH 6,8 .  

La myosine tumorale du Lapin précipite en presence du MgC12 

-comme la myosine normale- sous forme de filaments bipolaires 

(P1.37, Fig b). Néanmoins ces filaments,ayant approximativement 

la même épaisseur que les filaments de la myosine normale (15nm), 
possèdent de façon générale une longueur moins importante qui ne 

dépasse pratiquement jamais 0,3 Pm. 



La myosine tumorale du Rat par contre, précipite en présence 

de MgC12 en longs filaments fusiformes ressemblant beaucoup a 
ceux de la myosine foetale (P1.37, Fig h) . Ils sont de longueur 
identique et la aussi, la plupart des filaments possèdent une 

longueur se situant entre 1 et 2 pn. L'épaisseur est parfois un 

peu plus importante au milieu du filament (environ 33 nm), ce qui 

lui donne un aspect encore plus allongé. Les filaments synthétiques 

prennent l'aspect bipolaire uniquement en absence de MgC12 con- 

trairement a la myosine normale. Maintes fois nous avons observé 
des filaments monopolaires de myosine tumorale de Rat reprécipitée 1 
en absence de MgCIZ (Pl. 37, Fig f) . (Fig. 22b) . 

b) La fraction précipitable à pH 5,O. 1 

Environ 20 % de toutes les tumeurs contiennent,en plus de 

la myosine précipitable a basse force ionique et Zi pH 6,8-7,2, 

une fraction qui ne précipite qu'a pH 5,O et toujours en longs 

filaments fusiformes, que la précipitation soit faite en absence 

ou en présence de MgC12. Ces filaments sont d'une epaisseur irré- 

gulière chez le Lapin (P1.37, Fig d) et d'une épaisseur plus régu- 

lière ek plus importante chez le Rat (P1.37, Fig i). Ces derniers 

ne montrent cependant pas la même structure que les filaments de 

la myosine tumorale précipitable à pH 6,8. D'une épaisseur assez 

régulière d'environ 40 nm, ces filaments se rétrécissent seulement 
aux extrémités. Par endroit, une sous-structure fibrillaire est 

bien évidente, mais de plus nous trouvons des densifications le 

long du filament, qui se répétent environ tous les 100 nm. Au 

niveau de ces densifications, la largeur du filament augmente et 

atteint 3 peu près 50 m. Ces filaînents montrent donc une autre 

configuratiôn que les filaments des myosines foetales et tumorales 

précipitables 3 pH 6,8. 

C. ETUDE DE LA COMPOSITION EN CHAINES LEGERES DES DIFFERENTES 

MYOSINES. 

Pour l'étude de la composition en chaines légères des diffé- 

rentes myosines, nous avons utilisé l'électrophorèse sur gel de 

polyacrylamide (PAGE) soit en présence de SDS, soit en présence 

d'urée 8 M 3 pH alcalin. 



1. ------- Electro~horèse ---------- en grésence -------------- de SDS. 

Au debut de nos travaux, nous avons utilise la technique en 

tampon Tris-borate, mais nous avons obtenu ensuite une meilleure 

résolution avec les PAGE en tampon Tris-glycine sur gel de gradient, 

qui ont beaucoup été utilisées par la suite. 

Afin de mieux comprendre la signification des différentes 

bandes qui apparaissent sur un électrophorégramme, nous avons 
rassemble dans le tableau IV les protéines myofibrillaires qui 

sont révClées lors d'une électrophorèse en présence de SDS. 

Tableau IV. Identification des protéines myofibrillaires du muscle 

squelettique du Lapin par électrophorèse sur gel de 

polyacrylamide en présence de SDS (Greaser et al., 1973; 

Porzio et Pearson, 1977). 

Protéines 

Charnes lourdes 
de la myosine 

Ma-protéine 

M -protéine B 
C-protéine 

a-actinine 

B-actinine 

Actine 

Troponine-T 

Tropomyosine 

Chaine légère-1 

Troponine- 1 

Troponine-C 

Charne léggre- 2 

Charne légère-3 

Poids moléculaires 

200 O00 

195 O00 

180 O00 

140 O00 

102 O00 

70 O00 

45 O00 

37 O00 

34-36 O00 

25 O00 

24 O00 

20 O00 

18 O00 

16 O00 



L'électrophorégranune de la myosine du muscle b lanc  squelettique 

du Lapin est maintenant classique. Sur le gel (P1.38, Fig al), on 
distingue en haut la bande très importante des charnes lourdes. Les 

trois autres bandes migrant beaucoup plus vite, représentent les 1 
t r o i s  chaznes Zdgdres dont les poids moléculaires sont de : 25 000, 

18 000 et 16 000 (LZ5, L18 et Ll6). La myosine du muscle squelet- 

tique normal du Rat montre les mêmes bandes (P1.38, Fig a4). En 

plus, nous observons une deuxième bande importante juste en-dessous / 
des chaines lourdes. Cette bande est apparue dans toutes les pré- 

parations de myo'sine de Rat (P1.38, Figs a4 et cl). NOUS n'avons 

pas pu l'identifier jusqu'a présent, ni l'isoler au cours de nos 

préparations. 

Les gels de la myosine du Rat nous montrent également une 

hétérogénéité concernant sa composition en chahes légères. Cette 

hétérogénéité a été mise en évidence par Lowey et Risby (1971). Ces 

auteurs ont démontré que la myosine du muscle rouge possède des 

chafnes  l é g è r e s  d i f f é r e n t e s  de celles de la myosine du muscle 

blanc, et ils ont établi leur poids moléculaire comme étant de 

24 000, 18 000 et 15 000 (LZ4, L18 et L15). L'hetérogenéité de 

la composition en chaSnes légères de la myosine du Rat est donc 

due au mélange des myosines du muscle rouge et du muscle blanc. 

Les myosines f o e t a l e s  du Lapin et du Rat (P1.38, Figs a3 et as) 

ne montrent nettement que l'existence de deux chatnes  l é g è r e s  : la 

L25 et la LI8. Néanmoins les foetus que nous avons étudiés étaient 

à un âge de gestation où la troisième chaine légère commence déjà 

à apparaître légèrement. La myosine foètale du Rat montre également 

l'hétérogénéité de la composition en chaines légères, particulière- 

ment au niveau de la première chaine légère, où l'on reconnait 

parfaitement la L25 du muscle blanc et la LZq du muscle rouge. 

Les myosines tumorales  enfin ne possèdent que les deux première 

chaines légères, la troisième étant complètement absente (P1.38, 

Figs a2 et a6). Sur ces deux derniers gels apparait une autre bande 

assez importante, celle de l'actine. Malgré l'utilisation d'un 

relaxant puissant lors de l'extraction et de la purification des 

myosines tumorales, nos préparations sont. généralement contaminées 

par 1 ' ac tine . 



Nous reconnaissons sur quelques gels (P1.38, Figs a4 et as) 

les bandes représentant la tropomyosine (TM) et la troponine-T 

(TN-T) et pratiquement sur tous les gels la bande de la troponine-C 

(TN-C). De plus nous observons d'autres petites bandes de différents 

poids moléculaires (27 000, 22 000 et 11 000) dont nous ne connais- 

sons pas l'identité, mais celle d'un poids moléculaire de 11 000 

pourrait éventuellement correspondre a la ~arvalbumine (PL.38, 
Fig a4). 

L'enregistrement densitométrique des gels des myosines du 

Lapin (P1.39) nous montre que la charne L25 est la plus abondante 

dans la myosine normale (P1.39, Fig a) et dans la myosine tumorale 

(P1.39, Fig c). Dans la myosine foetale, les chaines L25 et L18 

sont en proportion égale, la L16 n'existant que très faiblement. 

Chez le Rat (P1.40), nous constatons que les chahes L25,24 sont 

prédominantes dans les myosines normale et tumorale (P1.40, Figs a 

et c). Dans la myosine foetale par contre, la charne L18 est plus 

importante que la chafne L25,24 (Pl. 40, Fig b) . 

Les enregistrements densitométriques révèlent également l'im- 

portance de l'actine contaminant régulièrement les préparations 

des myosines tumorales (P1.39, Fig c; P1.40, Fig c). 

En ce qui concerne la myosine tumorale obtenue a partir des 
leiomyosarcomes, elle ne possède que les deux chaines légères L25 

et L18 comme la myosine foetale et la myosine tumorale des rhabdo- 

myosarcomes du Lapin (P1.38, Fig b). 

Nous avons egalement analysé la fraction précipitable Ei pH 5,O 

obtenue 3 partir de certaines tumeurs, et nous avons constaté qu'on 

retrouve les chaines lourdes de la myosine, mais on n'observe plus 

qu'une seule bande au niveau des charnes légères : celle qui cor- 

respond Ei la chaine L18 (P1.38, Fig c). 

2. Eiectroohorèse en  rése en ce d'urée à EH alcalin. 
--i-----i-------i-r------iii--ii- --i------ 

L'électrophorégramme des myosines du muscle squelettique du 

Lapin et du Rat ne montre pas trois bandes pour les chaines légères, 

mais quatre (P1.41, Figs al et b l )  En effet, la chazne L18 existe 

sous deux formes différentes dont une est phosphorylée (LI*-PO4). 



Cette forme phosphorylée manque dans les myosines foetales (P1.41, 

Figs a2 et b2) ainsi que dans les myosines tumorales (P1.41, Figs 

a3 et b3). Dans les fractions précipitables a pH 5,0, elle n'existe 
que très faiblement chez le Lapin (P1.41, Fig a5) et semble etre 

absente chez le Rat (P1.41, Fig b4). Cette fraction montre chez 

le Lapin deux bandes supplémentaires (X) dont nous ignorons encore 

l'identité (Pl. 41, Fig as). 

Comme l'a déja révélé l'électrophorèse en présence de SDS, la 

charne LlGIl5 semble manquer dans les myosines tumorales et n'ap- 

parait dans les myosines foetales que vers la fin de la gestation. 

De plus, nous observons sur les gels de myosines tumorales une 

bande plus haute assez importante représentant l'actine. 

La myosine tumorale du leiomyosarcome du Lapin (P1.41, Fig a4) 

est identique a celle du rhabdomyosarcome (P1.41, Fig a)) du méme 

animal. 

D. LES ACTIVITES ATPasiques. 

Sachant que le site actif de la myosine est protégé par les 

chaines légères sensibles au traitement alcalin, nous avons pensé 

qu'il était indispensable de mesurer l'activité ATPasique de la 

myosine tumorale et de la comparer 3 celle des myosines normales 

et foetales, et ceci d'autant plus, que nous avons démontré qu'il 

manque une des chaines légères sur les myosines foetales et tumo- 

rales. 

L'activité spécifique qui s'exprime en nmoles de phosphore 

libéré (Pi) par minute et par mg de myosine, est la mesure de la 

vitesse de la réaction (hydrolyse de 1'ATP) schématisée ci-dessous : 

M + ATP @ M-ATP M-ADP + Pi 

Si on mesure l'activité spécifique en fonction de la concentration 
2+ du Ca , on obtient une courbe sigmoïde. La myosine est donc une 

2+ 
enzyme allostérique et possède plusieurs sites de fixation du Ca . 
A la concentration de 10 mM en CaC12, tous les sites sont saturés 



et on détermine a partir des mesures de l'activité spécifique 
la vitesse maximale (Vmax) de la réaction enzymatique des diffé- 

rentes myosines. 

En ce qui concerne l'activité spécifique ATPasique de la 

myosine du muscle blanc du Lapin, nos résultats sont tout à fait 

comparables à ceux obtenus par Léger et al. (1975). Lors de nos 

expériences, nous avons mesuré par dosage du phosphore inorganique 

libéré (Pi) au cours de l'hydrolyse de llATP une moyenne de 

546 2 48 moles Pi/min/mg de myosine (Tableau V), ce qui corres- 

pond parfaitement aux résultats des memes auteurs qui indiquent 

567 I 150 nmoles Pi/min/mg de myosine. Nous trouvons une légère 

baisse de l'activité spécifique (510 t 35 nmoles Pi/min/mg de 

myosine) pour la myosine foetale (Tableau V) . 

Pour les myosines du Rat cependant, les valeurs de l'activité 

spécifique ATPasique sont inversées (Tableau V) : l'activité de la 

myosine foetale est légèrement plus forte que celle de la myosine 

normale sans atteindre néanmoins, l'activité mesurée chez la myo- 

sine foetale du Lapin. 

L'activité la plus importante que nous avons obtenue est celle 

de la myosine foetale du veau, que nous avons mesurée uniquement à 

titre comparatif $ (  myosine extraite d'un foetus de veau âgé de 

3 mois environ) (Tableau V) . 

L'activité spécifique ATPasique des myosines tumorales du 

Lapin et du Rat est très basse (Tableau V), et nous avons dosé 

30 I 10 nmoles P./min/mg de myosine chez le Lapin et 60 I 20 nmoles 
1 

Pi/min/mg de myosine chez le Rat. La fraction de myosine préci- 

pitable à pH 5,O ne possède aucune activité ATPasique. 

L'activité ATPasique propre à la myosine s'accroxt en fonction 

de 1 'augmentation de la concentration en ca2+ dans le milieu de 

réaction. Nous avons donc fait varier les concentrations de Ca 
2+ 

entre 0,01 mM et 10 mM. La courbe que l'on peut établir lors de 

cette cinétique possède un plateau inférieur constant jusqu'à une 

concentration en ca2+ de 0,l mM, et un plateau supérieur Ei  partir 



Tableau V . A c t i v i t e s  spéc i f iques  V m a  de l a  ~ a * + ~ ~ ~ a s e  

de d i f f é r e n t e s  myosines . L e s  valeurs  sont exprimées 

en m o l e s  Pi/min/mg de myosine. 

MBL : Myosine du muscle b lanc  du Lapin, MJ?L : Myosine f o e t a l e  du 

Lapin, MTL : Myosine tumorale du Lapin, MNR : Myosine normale du 

Rat, MFR : Myosine f o e t a l e  du Rat, MTR : Myosine tumorale du Rat, 

MET7 : Myosine f o e t a l e  du Veau, MFH : Myosine f o e t a l e  humaine, 

MTH : Myosine tumorale humaine, 

T :  p r é c i p i t é e  à . 

d'une concentrat ion en  ca2' de 5 mM, ce d e r n i e r  r ep résen tan t  

1 ' a c t i v i t é  spéc i f ique  ATPasique de l a  myosine. Le p la teau  i n f é -  

r i e u r  de c e t t e  courbe ne peut  être abaissé  davantage qu'en 
2+ présence d'EGTA qui complexe les ca t ions  b i v a l e n t s ,  donc le Ca . 



Les courbes obtenues lors des mesures de l'activité ATPasique 

des myosines normale et foetale du Lapin (Fig.23) sont parfaitement 

parallèles, bien que celle de la myosine foetale soit inférieure 

à celle de la myosine normale. La courbe de l'activité ATPasique 

de la myosine tumorale du Lapin par contre, n'est point comparable 

aux deux autres. Cette myosine ne montre aucune activité à faible 

concentration en calcium, et les plus fortes concentrations aug- 

mentent beaucoup moins son activité ATPasique que celle des myosines 

normale et foskak Wicr. 23). 

Fig.23 . L'activité ATPasique des différentes myosines du Lapin en 
fonction de la concentration en calcium dans le milieu de 

réaction. -- myosine du muscle blanc normal; ,- 

myosine du muscle f o e t a l ; ~  myosine du muscle tumoral. 



Nous avons obtenu des résultats pratiquement identiques lors I 

de nos mesures de la ~ a * + ~ ~ ~ a s e  des myosines du Rat V î g .  2 1  1 ,  I 
mis 3 part le fait que la myosine foetale est plus active que la ~ 
myosine normale. L'activité de la myosine tumorale n'est pratique- ~ 
ment pas augmentée dans les mêmes conditions. I 

n moles Pi min-'mg-' 

e - 
I , I I r i ,  

5 

Fig.24 . L'activité ATPasique des différentes myosines du Rat en 
fonction de la concentration en calcium dans le milieu 

de réaction. -+ myosine du muscle normal; - 
myosine du muscle foetal; + myosine du muscle tumoral. 



A titre de comparaison, nous avons rassemblé les courbes de 

l'activité ATPasique des myosines normales et foetales du Lapin et 

du Rat sur une même figure, et nous avons constaté une d6croissance 

de l'activité de la f a * + ~ ~ ~ a s e  des quatres myosines dans l'ordre 

suivant : myosine normale du muscle blanc du Lapin, myosine foetale 

du Lapin, myosine foetale du Rat, myosine normale du Rat (Fig.25). 

n moles Pi min-'mg-' 

Fig.25 . Comparaison de l'activité ATPasique des myosines normales 
et foetales du Rat et du Lapin en fonction de la concen- 

tration en calcium dans le milieu de réaction. --t- 

myosine du muscle blanc normal du Lapin; -__O_= myosine 

du muscle foetal du Lapin; +myosine du muscle normal 

du Rat; +myosine du muscle foetal du Rat. 



Etant donné la faible augmentation de l'activité des myosines 

tumorales du Rat et du Lapin en fonction de la concentration en 
I 

CaC12, la différence révélée lors de nos mesures ne nous semble 

pas être significative. l 

Cependant, nous devons ajouter que les valeurs de l'activité 

spécifique des myosines tumorales sont des valeurs approximatives 

étant donné que ces myosines sont toujours contaminées par l'actine. 

Mais 1es.mesures planimétriques à partir des enregistrements densi- 

tométriques des gels révèlent que la contamination par l'actine 

n'excède pas 5 % par rapport à la myosine totale. Les chaînes 

légères représentent environ 12 % (Dreizen et Richards, 1973). La 

faible présence d'actine peut néanmoins intervenir en ce qui con- 

cerne la détermination de la concentration en myosine, et les valeurs 

de l'activité spécifique des myosines tumorales sont donc environ 

5 % trop basses. 

L'activité de la blg!-&T~ase. ------------------ 

L'activité de la Mg2+AT~ase est une activité propre à l'acto- 

myosine bien qu'elle soit située sur la myosine méme. Lorsqu'une 

myosine est pure, cette activité est très basse. Les valeurs que 

nous avons trouvées se situent entre 20 et 40 nmoles Pi/min/mg de 

protéines. Elles montrent que les préparations des myosines con- 

tiennent très peu d'actine, car en présence d'actine, 3 proportion 

égale, l'activité est environ vingt fois plus élevée. Ceci est le 

cas pour l'actomyosine. Nos mesures révèlent que toutes Zes myo- 

s i n e s  (sauf les fractions précipitables à pH 5,O) possèdent l'ac- 
2+ tivité ATPasique dépendante du Mg . 

L'activité de la Mg2+ATPase augmente lorsqu'on ajoute de 

l'actine dans le milieu d'incubation. Nous avons effectué ces 

expériences et nous avons constaté que la myosine est activée 10 à 

20 fois en présence d'actine. Seules les fractions précipitables 

à pH 5,O ne possédant pas d'activité de la M ~ ~ + A T P ~ ~ ~  en absence 

d'actine, ne sont pas activées lorsqu'on ajoute de l'actine. 



Ces résultats sont cependant assez hétérogenes parce que les 

mesuresi de la M ~ ~ + A T P ~ ~ ~  sont faites a basse force ionique et que 
(dans ces conditions) la myosine précipite en formant souvent des 

agrégats. Tous les sites actifs ne sont donc pas libres. Pour des 

mesures plus correctes, il faudrait les effectuer non pas sur les 

molécules entières de la myosine mais plutdt sur leurs sous-frag- 

ments HMM ou HMM-SI, qui ne s'agrègent pas 2 basse force ionique. 

Mais étant donné les très faibles rendements en myosines tumorales 

et foetales nous n'avons pas encore pu entreprendre ces expériences 

de l'activation de la M ~ ~ + A T P ~ ~ ~  par l'actine avec des sous-frag- 

Ou HMM-sl* 



E. DISCUSSION. 

Après l'étude morphologique détaillée en microscopie électro- 

nique, nous avons entrepris l'étude biochimique des différentes 

myosines. Alors que nous avons pu utiliser les techniques classiques 

pour extraire les myosines normales du Rat et du Lapin (Perry, 19551, 

nous avons rencontré,dès le départ, des difficultés concernant 

l'extraction et lqisolement des myosines foetales et en particulier 

des myosines tumorales. Ces techniques classiques n'ont donné que 

des rendements extrêmement faibles et nous avons dQ prolonger con- 

sidérableme~t le temps d'extraction afin de faciliter la libération 

des protéines myofibrillaires. Bien que cette prolongation du temps 

d'extraction soit suffisante pour extraire quantitativement l'acto- 

myosine foetale, elle n'a apporté que peu de changements en ce qui 

ccncerne le rendement de llactomyosine tumorale. Une première amé- 

lioration de l'extraction de llactomyosine tumorale a été enregistrée 

en augmentant la force ionique (I=0,6 au lieu de I=0,3), mais le 

meilleur rendement a été incontestablement obtenu en utilisant un 

relaxant puissant à forte concentration, tel que le K4P207 à 40 mM. 

Les difficultés que nous avons rencontrées lors de l'extraction 

de la myosine tumorale sont probablement en rapport avec l'état 

de supercontraction du sarcomère de la tumeur musculaire. En effet, 
2+ à très faibles concentrations en ATP et en Ca , la myosine forme 

avec l'actine un complexe actomyosine qui ne peut être extrait du 

muscle qu'en utilisant une force ionique élevée (Swynghedauw et 

Bouveret, 1970; Shiverick et a l . ,  1975). Dans les sarcomères super- 

contractés de la tumeur, nous retrouvons donc le complexe acto- 

myosine. Nous n'avons pas pu mettre en évidence le manque dlATP, 

mais les précipités amorphes ou sous forme de microcristaux dans 

le réticulum sarcoplasmique, nous indiquent que le ca2+est probable- 

ment complexé et ne peut plus intervenir dans le mécanisme de la 
2+ contraction ou de la relaxation, car dès que le Ca est à une con- 

centration plus élevée que l'ATP, il inhibe la formation du complexe 

actomyosine et, in vitro, il empêche sa superprécipitation (Swynghe- 

dauw et Bouveret, 1970). 

Dans la tumeur, la formation du complexe actomyosine semble 

être irréversible, et il n'y a que la présence d'un relaxant qui 

permette de l'extraire avec un rendement satisfaisant. Mais ce 



relaxant ne doit pas seulement agir sur le complexe actomyosine 

mais aussi sur le complexe régulateur au niveau du filament fin, 

donc sur la troponine et la tropomyosine. ~ 
Les filaments synthétiques de myosine du muscle squelettique 

ressemblent beaucoup aux filaments épais natifs (Huxley, 1963; 

Sanger, 1971; Pollard, 1975). Néanmoins les filaments reprécipités 

sont très variables en ce qui concerne leur longueur. La longueur 

moyenne peut être différente d'une préparation de myosine à l'autre, 1 
mais se situe en général entre 0,8 et 1,s Pm (Pollard, 1975). Il 

est fort possible que la variation de la longueur desnfilaments l 

synthétiques" des différentes préparations de myosine est due aux I 

différences de quantité Ce la C-protéine susceptible de contaminer 

la myosine (Offer et Moos, 1973), mais une ~tude systématique n'a 

jamais été entreprise pour confirmer l'action de la C-protéine sur 

la formation des filaments synthétiques. 

Sanger (1971) par contre, démontre que la longueur des fila- 

ments dépend de divers facteurs intervenant au cours de la préci- 

pitation, tels que le pH, la force ionique, la présence de diffé- 
+ + + rents cations (K , Na , NH4 ) ,  la constante diélectrique et 

finalement les méthodes de préparation et surtout de précipitation. 

Ainsi on obtient des filaments beaucoup plus longs en diminuant 

la force ionique par dialyse que par dilution rapide. 

C'est finalement Wachsberger et Pepe (1974), qui montrent que 
2+ des cations bivalents (Mg , ca2+) induisent d'une parttune meilleure 

formation des filaments synthétiques sous forme bipolaire, et 

déterminent d'autre part,leur longueur. C'est pour cette raison 

que nous nous sommes inspirés des travaux de ces auteurs au cours 

de nos études ultrastructurales sur les filaments synthétiques des 

myosines normales, foetales et tumorales du Rat et du Lapin. Ceci 

nous a également permis de nous placer toujours dans des conditions 

identiques pour la précipitation de toutes les myosines étudiées. 

Les exigences pour la formation des filaments synthétiques sont 

différentes suivant l'origine des myosines. Par exemple, la myosine 

extraite à partir du Myxomycète Physarum, ne forme des filaments 

bipolaires qu'en présence de cations bivalents (Nachmias, 1973); 

la myosine de l'utérus forme des filaments bipolaires courts (0,4 



à 0,6 p) en l'absence de cations bivalents, mais la présence de 

MgC12 (5 à 10 mM) est nécessaire -Our obtenir des filaments plus 

longs (0,6 3 1,2 pm) qui montrent souvent l'asgect d'une associa- 

tion longitudinale de filaments bipolaires très courts (0,S pm) 
(Wachsberger et Pepe, 1974). La myosine du muscle squelettique 

par contre, n'exige pas la présence de cations bivalents pour 

former des filaments bipolaires courts ou des filaments fusiformes 

1ongs;c'est surtout l'abaissement de la force ionique par dilution 

rapide à pH 6,8 qui fait précipiter cette myosine sous forme de 

filaments bipolaires d'une longueur homogène (0,s à 0,6 Vm) (Huxley, 

1963; Sanger, 1971; Morimoto et Harrington, 1973; Wachsberger et 

Pepe, 1974) qui, d'ailleurs, est beaucoup moins importante que 

la longueur du filament natif (1,6 Vm). 

D'os viennent donc ces différences de longueur et comment 

s'associent les molécules de myosine pour former les filaments? 

La C-protéine n'en est certainement pas responsable, car elle 

détermine la distance longitudinale entre les molécules de myosine 

(Offer et Moos, 1973). Comme les filaments se forment également 

en absence de la C-protéine (Offer et al., 1973) il faut donc 

chercher une autre explication. Pour cela, nous devons prendre en 

considération le fait que deux molécules de myosine peuvent s'asso- 

cier de deux façons différentes, les sites d'interaction se trou- 

vant sur la LMM (Pepe, 1967; Harrington e t  a2 ., 1972) : l'asso- 
ciation parallèle ou tête-queue ("head-to-tail") 

ou 1' association anti-parallèle ou queue-queue ("tail-to-tail") . 

La formation et la détermination de la longueur des filaments 

i n  v i t r o  est donc le résultat d'une compétition des sites d'inter- 

action (Pepe, 1967; Harrington e t  al., 1973). 



L'interaction initiale entre deux molécules de myosine est, 

tout au moins pour la myosine de muscle squelettique,, l'associa- 

tion queue-queue. La position opposée des têtes globulaires de 

la myosine impose ensuite l'association tête-queue des autres 

molécules de myosine afin que le filament puisse se former. Lors 

d'une diminution lente de la force ionique par dialyse, les stades 

initiaux se forment pendant toute la durée de la dialyse. Dès que 

les molécules libres de myosine dans la solution sont épuisées, 

aucune croissance des filaments ne peut plus avoir lieu. C'est 

donc à partir de l'apparition des premières associations queue- 

queue que sont formés les filaments les plus longs. Lorsqu'on 

diminue la force ionique, par dilution rapide par exemple, beaucoup 

d'associations queue-queue se forment et les filaments ne sont pas 

seulement plus courts, mais aussi plus homogènes dans leur lon- 

gueur. 

In vivo, les conditions ne sont pas les mêmes. D1abord,au 

cours de la différenciation musculaire, l'épuisement des molécu~es 

libres de myosine n'existe pas, car la cellule les synthétise au 

fur et à mesure de la croissance cellulaire (dans le muscle lisse) 

ou de la fusion des myoblastes (dans le muscle squelettique). De 

plus, on ne connaît pas encore exactement la concentration des 

cations bivalents libres dans le cytoplasme de la cellule muscu- 

laire, et on doit supposer que les cations bivalents jouent un 

rôle dans l'assemblage des molécules de myosine et éventuellement 

dans la détermination de la longueur des filaments. Le rôle des 

protéines du filament fin dans la croissance des filaments épais 

est encore moins connu dans l'état actuel des recherches sur les 

protéines myofibrillaires. 

Il semble que les cations bivalents induisent rapidement, 

tout au moins in vitro, l'association queue-queue des molécules. 

Ceci fait apparartre des filaments bipolaires courts de la myosine 

des Myxomycètes (Nachmias, 1973) et 1 ' association longitudinale 
de filaments bipolaires très courts de la myosine utérine (Wachs- 

berger et Pepe, 1974) . 



Nous avons observé une structure semblable dans les filaments 1 
synthétiques de la fraction de myosine prgcipitable à pH 5,O. On 1 
peut penser qu'il existe une perturbation de la compétition des 1 
sites d'interaction et, dans ces conditions, nous trouvons sur 

les filaments, en même temws que l'association queue-queue, une 

t r o i s i è m e  a s s o c i a t i o n  de molécules que nous dénommons association 

t ê t e - t a t e .  

En ce qui concerne les filaments longs des myosines foetales 

et tumorales, les cations bivalents (M~~') ne semblent avoir aucun 

effet sur l'association des molécules, et nous n'obtenons en leur 

présence que des filaments fusiformes longs. Il s'agit donc probable- 

ment de filaments compacts (Pollard, 1975) constitués de myosine 

à bas niveau énergétique (M-ADP0Pi) . 

Les filaments synthétiques monopolaires sont un cas particulier 

ail l'association queue-queue ne semble pas avoir lieu. Le site 

d'interaction myosine-myosine sur la LMM doit donc être modifié 

lors de la synthèse de la molécule. 

Alors que nous avons constaté une première ressemblance entre 

les myosines foetales et tumorales au niveau de l'ultrastructure 

du filament synthétique, nous en trouvons une deuxième, à notre 

avis plus importante, au niveau des chahes légères de la molécule 

même. Ces deux myosines possèdent les mêmes chaînes légères, celles 

de 25 000 et de 18 000 de poids moléculaire. L'absence de la 

troisième chaîne légère (P.M. : 16 000) dans la myosine foetale 

est connue depuis quelques années (Dow et Stracher, 1971; Rourke, 

1975), mais personne n'a jusquaCi présent étudié la myosine tumo- 

rale. La ressemblance entre les deux myosines ne concerne pas 

seulement les poids moléculaires de leurs chabes légères : nous 

avons constaté que la forme phosphorylée de la L18 ne semble exister 

ni sur la myosine foetale, ni sur la myosine tumorale. 



Cette forme phosphorylée de la L18 active in vivo la myosine 

squelettique et augmente donc son activité ATPasique (Perry, 1977), 

mais n'a aucun effet sur l'activité ATPasique in vitro. Si elle 

manque dans les myosines foetales et tumorales, il doit donc 

exister dans ces cas un autre système régulateur. 

La fraction précipitable à pH 5,O obtenue 3 partir des pré- 

parations de myosine de certaines tumeurs musculaires ne possède 

que la L18 qui semble exister sous ses deux formes, phosphorylée 

et non phosphorylée. On peut penser Zi une myosine dégradée lors de 
son extraction et purification ou au cours de la croissance tumorale, 

néanmoins Pinset et More1 ( Proc. IX FEBS Meeting, Budapest, 1974; 

Journées du Muscle, Montpellier, 1976) ont démontré que la myosine 

perd - lors de sa dégradation - en premier sa chaine légère L18. 
Cette fraction qui forme des filaments synthétiques et possède les 

chaînes lourdes et une charne légère de la myosine, peut donc être 

considérée comme une myosine pathologique. Mais comme il lui manque 

les deux chaines légères L25 et L16, il nous semble logique que cetti 

myosine ne possède aucune activité ATPasique, puisqu'il est bien 

connu que ce sont ces deux chaînes légères qui protègent les sites 

actifs de 1'ATPase situés sur le sous-fragment HMM-S1 de la 

myosine. 

Donc nous devons nous intéresser davantage a l'activité ATP- 
asique des autres myosines. Nous avons observé que l'activité 

ATPasique de la myosine foetale du Lapin est légèrement inférieure 

à celle du même muscle adulte, et que chez le Rat, les activités 

sont inversées. Ces observations ont deja été faites par d'autres 

auteurs (Léger et aZ., 1975). D'après Dow et Stracher (1971) cette 

baisse de l'activité ATPasique de la myosine du muscle blanc em- 

bryonnaire serait due à la très grande sensibilité de la myosine 

embryonnaire Zi l'oxydation de ses groupements -SH. Cette hypothèse 
ne peut cependant pas être adaptée aux myosines des muscles rouges 

foetaux et adultes. Il faut donc chercher l'origine ailleurs. 

En effet, des 6tudes histochimiques ont montré qu'il existe 

différents types de fibres musculaires (Yellin et Guth, 1970) qui 

se distinguent par le taux de leur activité ATPasique (Guth et 

Samaha, 1969) : les fibres possédant une activité ATPasique glevée 

prédominent dans le muscle blanc, les fibres avec une activité 



ATPasique plus faible se trouvent essentiellement dans le muscle 

rouge. En plus, ces mêmes auteurs ont démontré que l'activité ATP- 

asique des fibres du muscle blanc est stable à pH alcalin (fibres 

du type A) et celle des fibres du muscle rouge est stable à pH 

acide (fibres du type B) . La différence des activités ATPasiques 
des fibres du muscle blanc et celles du muscle rouge explique 

donc les différences trouvées chez les myosines du Lapin et du Rat. 

En ce qui concerne les myosines foetales, -Mue E.Farkas (com- 

munication personnelle) a démontré que chez le muscle foetal humain 

il n'existe pas encore de différenciation qui permette de distin- 

guer les fibres musculaires du type A des fibres du type B. On 

observe par contre des fibres musculaires d'un type intermédiaire, 

et les différences entre le type A et le type B n'apparaissent qu'à 

la fin du développement foetal. 

La myosine du muscle blanc posssde une activité ATPasique plus 

élev6e que la myosine du muscle rouge (Léger et a l . ,  1975). Les 

myosines foetales représentent alors un autre type de myosine avec 

une activité enzymatique intermédiaire, due au fait que la myosine 

embryonnaire n'est pas encore complétement différenciée. Néanmoins, 

l'évolution que vont prendre les myosines foetales est déjà mise en 

évidence par la différence de leur activité ATPasique. C'est ainsi 

que l'activité spécifique ATPasique de la myosine foetale du muscle 

blanc du Lapin est légèrement plus élevée que celle de la myosine 

foetale du muscle rouge du Rat. 

L'état incomplet de la différenciation des myosines foetales 

est également démontré par l'absence de la forme phosphorylée de 

la chaîne légère L18 et par l'absence de la chaîne légère Ll6. 

Néanmoins, il ne faut pas considérer que l'absence de la 

chafne L16 découvre les sites actifs de la myosine, car cette 

chaîne légère est probablement remplacée sur la myosine foetale 

par la chaîne L25. Ceci est d'autant plus vraisemblable que l'on 

sait que ces deux chaînes légères (L25 et L16) ont des motifs 

antigéniques communs, et la différence de poids mol6culaire peut 

s'expliquer par l'existence d'une séquence polypeptidique supplé- 

mentaire sur la chaZne L25 (Horvath et Gaetjens, 1972). 



C'est donc là que repose certainement une des raisons de 

1 la faible activité ATPasique de la myosine tumorale. Il est fort ' possible que la synthèse de la myosine tumorale soit perturbée 
1 

l et qu'il ne manque pas seulement une chaîne légère, mais que les 

sites actifs de la HMM-S1 tuniorale soient découverts, contrairement 
1 

aux sites actifs de la myosine foetale. 

Il faut donc admettre que cette anomalie de la protéine n'est 

pas due à une dégradation pui'squel'anomalie s'observe chez les 

myosines de toutes les tumeurs musculaires. Une explication de 

cette baisse de l'activité spécifique d'un enzyme purifié peut 

être l'existence d'une anomalie de la structure primaire. L'un 

des éléments les plus labiles, probablement responsable des dif- 

férences existant entre les activités ATPasiques des myosines de 

muscles lent et rapide, est constitué par les chahes légères. 

Il est séduisant d'enVJisager une transformation de ces chafnes 

aboutissant à la formation d'un nouvel isoenzyme possédant une 

activité ATPasique anormalement basse. Deux exemples en ont déjà 

été fournis : la dystrophie musculaire obtenue par carence en 

vitamine E chez le Lapin provoque une baisse de l'activité ATP- 

asique et du taux de 3-méthyl-histidine de la myosine avec appa- 

rition dans un muscle rapide de chaînes légères de type muscle 

lent (Lobley et al., 1971). De même, après stimulation électrique 

prolongée d'un muscle squelettique rapide, l'activité ATPasique 

de la myosine baisse et il a-parait des chaînes légères de type 
muscle lent (Streter et al., 1973). 

Enfin, nous pouvons aussi envisager une autre explication 

qui serait l'existence d'un inhibiteur fortement associé à la 

myosine, mais nous n'avons pas encore eu l'occasion de vérifier 

cette hypothèse. 

En ce qui concerne la myosine précipitable à pH 5,0, nous 

ne pouvons pas exclure la possibilité que cette protéine patholo- 

gique possède un caractère"anorma1" de structuration. 



VI. ETUDES DES ACTINES NORMALES ET TUMORALES DU RAT. 

A. EXTRACTION ET PURIFICATION. 

Deux méthodes différentes ont été employées pour extraire 

les actines normale et tumorale du Rat à partir de leurs "poudres" 

acétoniques. Par la première méthode qui utilise l'eau distillée, 

on extrait l'actine d'une façon très lente et douce; la deuxième 

méthode -a force ionique élevée- par contre, est plus rapide (10 min 
au lieu d'une heure). Par ces deux procédgs on obtient de l'actine 

sous sa forme globulaire (G-actine), mais on n'extrait pas les 

mêmes protéines contractiles et cytoplasmiques contaminant toujours 

le premier extrait brut. On peut ainsi plus facilement identifier 

les autres protéines du filament fin. En ce qui concerne l'extrac- 

tion et la purification, la seule différence entre l'actine normale 

et l'actine tumorale repose sur le rendement d'extraction. C'est 

ainsi que nous obtenons d i x  f o i s  moins d r a c t i n e  tumorale 2i partir 

d'une même quantité de "poudre" acétonique. 

B. ETUDES PHYSICOCHIMIQUES, 

1. Electro~horèse ------_ ______-_-__ sur gel -_-_-_ de polyacrylamide __ _-- -_________ en ~résence _ _ _ _ _ _ _  
de SDS. ------ 

Les différentes extractions brutes des actines normale et tumo- 

rale du Ratlainsi que les mêmes actines purifiées ont été analysées 

par électrophorèse sur gel de polyacrylamide en présence de SDS. 

Les électrophorégrammes révélent que toutes les préparations 

obtenues soit après extraction par l'eau distillée (P1.42, Figs a 

à c) , soit après extraction à force ionique élevée (P1.42, Figs d 

à f), contiennent de l'actine. Il n'existe aucune diffgrence de 

poids moléculaire entre l'actine normale et lractine tumorale 



purifiées après un cycle de dépolymérisation-repolyméxisation 

(P1.42, Figs g et h). 

b) Les a u t r e s  p r o t é i n e s  du fzZarnent f i n .  ! 
Malgré les très nombreux travaux sur les protéines du filment 

fin comme la tropomyosine et la troponine, les auteurs ne sont 

pas encore d'accord en ce qui concerne leur poids moléculaire, en 

particulier celui de la TN-C. C'est ainsi que certains auteurs 

indiquent pour la TN-C un poids moléculaire de 18 000 et d'autres 

de 20 000, suivant le système d'électrophorèse utilisé, Nous nous 

référons ici au poids moléculaire indiqué par Greaser e t  aZ.,(1973) 

(P.M. 20 000 pour la TN-C) qui ne le déterminent pas uniquement par 

électrophorèse en présence de SDS, mais aussi à partir de la com- 

position en acides aminés et de leur coefficient de sédimentation. 

Pour les autres protéines, tous les auteurs indiquent les mêmes 

poids moléculaires (Tableau IV). 

Après extraction brute de l'actine normale du Rat à l'eau 

distillée, l'électrophorégramme (P1.42, Fig a) révèle que cette 

préparation est contaminée par d'autres protéines du filament 

fin : tropomyosine et les trois facteurs de la troponine. En plus 

nous retrouvons d'autres protéines de différents poids moléculaires 

(30 000, 28 000, 17 000 et 15 500),dont nous ne connaissons pas 

l'identité, et des protéines de poids moléculaires plus élevés 

(55 000, 70 000 et 100 000) qui correspondent probablement à la 

tubuline, la 8-actinine et l'a-actinine respectivement. 

Les extraits bruts de deux différentes tumeurs (P1.42, Figs 

b et c) par contre, ne montrent que les protéines de poids molé- 

culaires plus élevés et trois bandes correspondant à des protéines 

de faible poids moléculaire : 16 000, 15 500 et 14 000. 

Les mêmes échantillons ont été ensuite soumis à une deuxième 

extraction à force ionique élevée : dans ces conditions, nous 

constatons que les électrophorégrames de ces extraits montrent 

pratiquement les mêmes bandes (Pl. 42, Fig d à f) .Néanmoins il 

manque sur ces gels la tropomyosine et deux facteurs de la tropo- 

nine : TN-T et TN-1. 



Tableau VI. Présence et identification des protéines extraites à 

partir des "poudres" acétoniques et révélées par 

électrophorèse sur gel de polyacrylmide en présence 

de SDS (1 : force ionique, N : actine normale, 

T : actine tumorale). 

Si l'on fait directement l'extraction à force ionique élevée 

sans extraction préalable à l'eau distillée, la tropomyosine et 

la TN-T contaminent l'actine (P1.42, Fig i), expérience faite sur 

une "poudre acétonique" de l'actine normale du Lapin. Après un 

cycle de dépolymérisation-repolymérisation, cette actine est 

"pratiquement pure" (P1.42, Fig k). 

Poids 
moléculaires 

100 O00 

70 O00 

55 O00 

45 O00 

37 O00 

34 O00 

30 O00 

28 O00 

24 000 

21 'O0) 
21 O00 

18 O00 

16 O00 

15 500 

14 O00 

Protéines 

a-actinine 

6-actinine 

tubuline 

ac tine 

TN-T 

Tropomyosine 

? 

? 

TN- 1 

TN-C 

? 

? 

? 

TN-fragment 

lère 
extraction 

(H20) 

N 

+ 
+ 
+ 
+ 
f 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
- 

lère 
extraction 
(I=O, 6) 

N (Lapin) 

- 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

T 

+ 
- 
f 

+ 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 
+ 
+ 
+ 

2ème 
extraction 
(I=O, 6) 

N 

+ 
+ 
+ 
+ 
- 
- 
f 

+ 
- 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 

T 

+ 
+ 
+ 
+ 
- 
- 
+- 

k 

- 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 



Le tableau VI résume les protéines qui sont révélées lors 

des électrophorèses en présence de SDS des différentes extractions 

des actines normales et tumorales. L'absence ou la présence des 

différentes protéines est indiquée par les signes négatif (-1 
ou positif (+) respectivement. On constate que la tropomyosine, 

la TN-T et la TN-1 sont absentes dans les extractions d'actine 

à partir des deux tumeurs. Comme nous avons extrait l'actomyosine 

à force ionique élevée (1=0,6)avant de préparer la poudre acéto- 

nique, l'absence de ces protéines ne doit pas nous surprendre. 

Nous rappelons que la tropomyosine et la TN-T ont été observées 

sur les électrophorèses en présence de SDS des myosines tumorales. 

Il n'y a que la TN-1 que nous n'avons jamais identifiée, ni sur 

les gels des myosines tumorales, ni sur les gels de l'actine des 

deux tumeurs. 

2. ____-__ Etudes ehysicochimigues - ---_-__-- ---_ ~ a r  ......................... dichroïsme circulaire. 

L'électrophorèse sur gel de polyacrylamide en ~résence de SDS 

nous a montré que l'actine normale et l'actine tumorale semblent 

être identiques. Afin de vérifier l'identité des deux actines, 

nous avons entrepris des études par dichroïsme circulaire sur les 

deux actines purifiées. 

La F-actine normale purifiée du Rat montre un spectre di- 

chroïque avec des bandes situées à 220-221 nm et à 208-209 nrn 

(Fig. 26). La proportion dans la molécule en hélice a est estimée 

Ci 31 %. 

D'après les études dichroïques, la F-actine tumorale purifiée 

ne semble pas présenter de structure en hélice a . On peut supposer 
que l'actine tumorale ne polymérise pas de la méme façon que 

l'actine normale. Afin de vérifier ces résultats nous avons examiné 

les mêmes préparations des deux actines en microscopie électro- 

nique. 



Fig.26. Spectre dichroique de la F-actine du muscle blanc du Lapin 

(nm) 
210 220 230 240 

après un cycle de dépolymérisation-repolymérisation. 
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La F-actine est dans une solution de KC1 100 mV, Tris-HC1 5 mM, 

I I I I 
)ic 

ATP 0,l mM, pH 7 , 5 .  Des concentrations de 0,2 à 0,8 mg/ml ont 

[O] deg. cm2* dmole-' 

été utilisées. 



C. ASPECT ULTRASTRUCTURAL DES FILan4ENTS D ' ACTINE. 

1. Les actines ~urifiées. ------------ -------- 

La F-actine normale purifiée est examinée en microscopie 

électronique par la technique du contraste négatif. Elle se 

présente sous forme de longs filaments fins lisses d'une épaisseur 

très réguliere de 7 nm, mais sans aucune longueur moyenne précise. 

Sur toute la longueur du filament, on reconnaft sa sous-structure 

globulaire (P1.43, Fig a) représentant les molécules de la G-actine. 

En ce qui concerne l'actine tumorale purifiée, on observe 

aussi des filaments, mais ils n'ont pas le même aspect que ceux 

de l'actine normale (P1.43, Fig b). Tout d'abord ils sont enche- 

vêtrés et n'ont aucune épaisseur précise. De plus, on ne reconnaft 

plus du tout la sous-structure globulaire des filaments de l'actine 

normale. L'actine tumorale ne polymérise donc pas réellement, mais 

elle s'agrège plutôt sous forme de "pseudo-filaments". 

2. Com~ortement des actines en  rése en ce de HMM. 
----------------------------L-----------L---- 

Si l'on met l'actine normale en présence de la HMM, ces deux 

protéines interagissent et on obtient des filaments "chevronnés" 

(arrow-head structured filaments) (P1.44, Fig a) qui sont tout à 

fait identiques à ceux décrits classiquement, en particulier par 

Moore et aZ. (1970) et Spudich et aZ. (1972). Les chevrons repré- 

sentent la HMM et ils sont toujours dirigés dans le même sens sur 

un même filament. Donc le filament d'actine possède une polarité 

bien précise déterminée par sa structure hélicoïdale (Voir Fig.10). 

Si l'on met l'actine tumorale en présence de la HMM, ces deux 

protéines interagissent également, mais on n'obtient pas de 

"filaments chevronnés"(P1.44, Fig b) . On constate que les agrégats 
d'actine sont reliés entre eux par de courts filaments. De plus 

les agrégats d'actine sont plus épais que les "pseudo-filaments" 

en absence de HMM. Nous supposons que les molécules de HMM se sont 

intégrées dans les agrégats d'actine, ce qui provoque l'enchevêtre- 

ment de l'acto-HMM, sans que nous reconnaissions la structure 

chevronnée de l'acto-HMM normale. 
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D. DISCUSSION. 

Les études biochimiques et physicochimiques des actines 

normale et tumorale du Rat révèlent certaines différences entre 

ces deux actines. Bien que les deux actines puissent étre extraites 

de la même façon et qu'elles aient le même poids moléculaire, elles 

montrent des différences fondamentales dans leur comportement. 

Le fait que l'actine tumorale soit extraite avec un plus 

faible rendement que l'actine normale ne semble pas être dQ, Zr pr-%sri: 
à une différence entre ces deux actines.11 faut se rendre compte 

que les "poudres" acétoniques sont préparées à partir d'un broyat 

de muscle ou de tumeur après extraction de la myosine, et que juste- 

ment la myosine tumorale n'est pas extraite de la même façon que 

la myosine normale, voir différencede force ionique et de concen- 

tration du relaxant. Donc, au cours de l'extraction de la myosine 

tumorale, on extrait également une grande partie de l'actine. 

De plus, le broyat du muscle normal ne contient pratiquement 

que des cellules musculaires différenciées avec essentiellement 

des protéines myofibrillaires. Ceci n'est pas le cas pour le broyat 

de tumeur qui contient à c8té des myofibres tumorales différenciées, 

une grande quantité de myoblastes non différenciés (ou en cours de 

différenciation). La quantité de protéines myofibrillaires contenues 

dans les cellules est donc dès le départ beaucoup plus faible dans 

la tumeur que dans le muscle adulte normal. 

Des différences fondamentales par contre, sont observées au 

niveau de la polymérisation des actines. L'actine normale polymérise 

facilement et forme des filaments fins très réguliers même en 

absence de la tropomyosine et de la troponine. Il existe donc un ou 

plusieurs facteurs déterminant la polymérisation de la G-actine en 

F-actine d'une part, et la longueur du filament d'autre part. Depuis 

quelques années, on a considéré la 6-actinine comme étant ce facteur 

(Maruyama, 1966), mais depuis nous avons démontré que la G-actine 

polymérise parfaitement après purification très poussée. Après 

plusieurs cycles de dépolymérisation-repolymérisation, la B-actinine 

est complètement éliminée des préparations de l'actine. Pourtant, 

la G-actine polymérise toujours en F-actine avec une longueur très 



homogène des filaments. Ceci est particulièrement le cas pour 

l'actine extraite a partir du muscle frais. 

Dans l'état actuel des études sur l'actine, on ne connazb donc 

pas encore le ou les facteurs intervenant lors de la polymérisation 

de l'actine et déterminant la longueur du filament. Néanmoins 

nous pouvons supposer qu'il en existe dans la cellule Zn v i v o ,  et 
que ces facteurs interviennent lorsqu'on extrait l'actine Zi partir 

du muscle frais. L'homogénéité de la longueur des filaments est 

détruite dans une préparation d'actine extraite d'une "poudre" 

acétonique. Le traitement a l'acétone du broyat musculaire doit 
donc éliminer le ou les facteurs déterminant la longueur des 

filaments d' actine. 

En ce qui concerne l'actine tumorale, il ne doit pas seulement 

manquer un facteur rggulateur de la longueur du filament, mais il 

faut aussi supposer que l'actine doit avoir subi un changement de 

conformation qui provoque une agrégation de la G-actine et défa- 

vorise une polymérisation régulière. 

Malgré ce changement de conformation, l'actine tumorale peut 

toujours interagir avec la HMM normale. Néanmoins le site d'inter- 

action peut être affecté, mais l'état agrégé de l'actine ne nous 

permet pas d'affirmer que toutes les molécules de G-actine inter- 

agissent avec les molécules de HMM. De plus, nous n'avons pas pu 

observer la polarité du filament fin que l'on constate pour le 

filament fin du muscle normal après interaction avec la HMM : toutes 

les molécules de HMM sur un même filament fin sont dirigées dans 

le même sens. 

En ce qui concerne les autres protgines du filament fin, nous 

avons constaté que dans les extraits bruts de l'actine tumorale 

il manque généralement la tropomyosine, la TN-T et la TN-1. Seule 

la TN-C peut être observée d'une façon régulière. Ceci ne signifie 

absolument pas que ces protéines sont absentes dans le tissu tumoral, 

au contraire, nous avons observé lors de nos études sur la myosine 

tumorale que celle-ci est fréquemment contaminée par la tropomyosine 

et la TN-T (P1.38, Fig a). Nous n'avons jamais observé par contre, 



la TN-1 dans les préparations ni de la myosine, ni de l'actine 

tumorales. Ce facteur de la troponzne semble donc être absent 

dans Za tumeur muscuZakre. 

L'absence de la TN-1 peut expliquer l'état de "supercontrac- 

tion" du sarcomére du muscle tumoral. Dès qu'on enlève la TN-1 

du filament fin ( ou qu'on augmente son affinité pour la TN-C), 

la tropomyosine rentre dans le sillon de la double hélice du 

filament fin (TM-"shift") , et la tête globulaire de la myosine peut 
se fixer sur l'actine. L'absence de la TN-1 perturbe donc l'effet 

coopératif entre les trois facteurs du complexe régulateur (tropo- 

nine) et la tropomyosine. L'interaction de l'actine avec la myosine 

peut encore avoir lieu, mais de façon irréversible (Perry et al., 

1973), car la tropomyosine n'est plus tirée par la TN-1 vers la 

périphérie du filament fin. 

Les autres protéines apparaissant sur un électrophorégramme 

sont difficilement identifiables. Certaines peuvent être des protéines 

cytoplasmiques extraites en même temps que les protéines du filament 1 
fin. La protéine de poids moléculaire 14 000 peut être éventuellement 1 
considérée comme un fragment protéolytique du complexe troponine l 
(Greaser et a l .  , 1973) . Jusqu'à présent des travaux sur ce poly- 
peptide n'ont pas été poursuivis afin de l'identifier ou de le 

localiser sur le filament fin. 



VII. LE RHABDOMYOSARCOME HUMAIN. 

Pendant longtemps, le rhabdomyosarcome humain a été considéré 

comme une tumeur relativement rare. Mais les études effectuées 

sur cette tumeur depuis les quinze à vingt dernières années ont 

montré que le rhabdomyosarcome est, non seulement une tumeur 

très maligne, mais que les rhabdomyosarcomes embryonnaires et 

alvéolaires sont les deux tumeurs les plus fréquentes observées 

chez l'homme en dessous de vingt ans. Chez les jeunes enfants, 

les rhabdomyosarcomes représentent 50 % de toutes les tumeurs 

du tissu "mou" (Dito et Batsakis, 1962; Mahour e t  al., 1967; 

Enzinger et Shiraki, 1969; Sinkovics e t  al., 1970; Sutow e t  al., 

1970; Donaldson e t  al., 1973; Bale et Reye, 1975; Liebner, 1976; 

Weichert et al., 1976). L'augmentation de la fréquence de cette 

tumeur reflète surtout les progrès qui ont été faits concernant 

le diagnostic, dus en partie à l'apport de la microscopie élec- 

tronique. 

La tumeur peut apparaxtre à n'importe quel âge de l'enfance, 

mais la majorité est observée chez les enfants de 3 à 4 ans 

(Weichert e t  al., 1976). Chez des enfants de 10 à 12 ans, la tumeur 

apparaît moins souvent, mais sa fréquence augmente à nouveau chez 

des adolescents de 15 à 18 ans (Enzinger et Shiraki, 1969; Sutow 

e t  al., 1970). 

Le rhabdomyosarcome est ggnéralement découvert dans un 

nombre relativement réduit de sites typiques : 

- la région de la tête et de la nuque (Donaldson e t  al., 1973; 

Liebner, 1976). 

- les extrémités (Enzinger et Shiraki, 1969). 
- les régions périrectales et périnéales (Enzinger et Shiralii, 1969, 
Srouji e t  aZ., 1976). 

- le tronc (Weichert e t  al., 1976). 

Le cas que nous allons étudier dans ce chapitre est une 

tumeur congénitale vulvo-périnéale d'un nouveau-né. 



A, OBSERVATIONS CLINIQUES ET MACROSCOPIQUES. 

La tumeur a été observée chez un nouveau-né de 3 kgs, de sexe féminin, 

premier enfant, né à terme, de parents sans tares génétiques. 

Dès la naissance, on trouve : 

- d'une part, une tumeur vulvo-périnéale de 10 cm de diamètre refoulant en 

avant et vers le bas les grandes lèvres (P1.45, Fig a.). 

- et d'autre part, un foyer d'ostéolyse du tibia gauche. 
Au cinquième jour de la vie de l'enfant, le chirurgien pratique (en semi-urgence) 

1 1 'exérèse de la tumeur. 

A l'intervention chirurgicale, la tumeur est dure, polylobée, très 

richement vascularisée. Le chirurgien réussit à cliver la tumeur et à libérer 

complètement la vessie, le vagin et le rectum qui ne paraissent pas être 

envahis par la tumeur. Le poids de la pièce d'exérèse est de 180 g (P1.45, 

Fig b.). La tumeur ne présente aucune nécrose, ni zone hémorragique. 

l éme Pour confirmer le diagnostic de métastase, on pratique au 30 jour de 
1 

la vie de l'enfant une biopsie de la lésion ostéolytique tibiale. 

L'enfant meurt à l'âge de 3 mois, en présentant une récidive tumorale 

de même localisation et de même taille que la tumeur primitive, sans signe 

d'obstruction urinaire ou intestinale. 

B, ETUDES HISTOLOGIQUE ET ULTRASTRUCTURALE DE LA TUMEUR PRIMITIVE. 

Etudes histologiques. -------.----.--.- ri ri-- 

Histologiquement, le néoplasme est de type mésenchymateux, 

mais de structure hétéroggne. 90 % des surfaces examinées montrent 

des éléments indifférenciés fusocellulaires (P1.46, Fig a). L'exa- 

men histologique ne permet pas d'apporter des arguments décisifs 

pour préciser le caractère de ces cellules : cellules fibroblas- 

tiques, cellules cancéreuses d'origine muscle lisse, cellules 

cancéreuses d'origine schwannienne ou rhabdomyoblastes allongés. 

En examinant soigneusement de nombreuses lames histologiques, 

on peut trouver deux aspects significatifs d'une évolution rhab- 

dopoiétique de cette tumeur. Il s'agit de petits îlots de cellules 

au sein de zones fusocellulaires. Ces zones sont de deux types : 

d'une part, ayant l'aspect de rhabdomyosarcome embryonnaire indif- 



férencié (P1.4.6, Fig b) et, d'autre part, ayant l'aspect de 

rhabdomyosarcome embryonnaire botryoïde (P1.46, Figs c et d). 

Etudes -_--____--_-___--- en microscc~~ie ---------_-- électr-onigue . 

L'examen en microscopie électronique a été effectué sur du 

matériel fixé au formaldéhyde (fixation pour coupes histologiques) 

puis au OsOg. 

En examinant de très nombreuses coupes, nous avons pu trouver 

quelques cellules contenant des structures myofibrillaires. Le 

plus souvent nous avons observé de grandes plages de myofilaments 

orientés de façon totalement anarchique dans le cytoplasme (P1.47, 

Fig a). On ne retrouve que très rarement une orientation parallèle 

de filaments fins (P1.47, Fig b) ou une ébauche de myofibrilles 

caractérisée par la présence de stries Z (P1.47, Fig c). Dans 

certaines cellules de type fibroblastique, on observe une quantité 

considérable de filaments de 10 nm (P1.47, Fig d). 

La fixation au formaldéhyde est inhabituelle et surtout im- 

propre a une étude en microscopie électronique, car elle préserve 1 
mal les organites et les membranes cellulaires. Ainsi, nous avons 1 
dQ renoncer à un examen plus approfondi de l'ultrastructure de la 

tumeur primitive. 

C. ETUDES HISTOLOGIQUE ET ULTRASTRUCTURALE DE LA RECIDIVE TUMORALE. 

Etudes _-----________ histoloq&gwg. 

Dans la récidive tumorale, on retrouve les mêmes éléments 

histologiques que dans la tumeur primitive, mais avec de différents 

rapports de quantité. On constate une très importante augmentation 

absolue et relative des zones d'aspect de rhabdomyosarcome embryon- 

naire botryoïde et indifférencié par rapport à la composante fuso- 

cellulaire. 

La zone d'aspect embryonnaire botryoïde (P1.48, Fig a) est 

particulièrement développée à la périphérie de la tumeur sous le 



revêtement malpighien. Dans cette zone, on observe de multiples 

cellules indifférenciées, souvent étoilées ou allongées (P1.48, 

Fig b), Dans le cytoplasme de ce dernier type cellulaire, on 

reconnait parfois des structures fibrillaires allongées et des 

ébauches de striation (P1.48, Fig b). 

Les zones de rhabdomyosarcome embryonnaire indifférencié 

sont dispersées de façon irrégulière dans la partie plus profonde 

de la tumeur (Pl, 48, Fig c) . Elles sont caractérisées par un poly- 
morphisme cellulaire : cellules de grande taille (P1.48, Fig d) 

et cellules allongées (Pl. 48, Fig e). Une grande partie de ces 

cellules montrent des structures fibrillaires intracytoplasmiques 

et leurs noyaux possèdent des nucléoles énormes (P1.48, Figs d et e). 

2. Etudes _----------------- en microsco~ie ---_-------- électroniggg. 

En microscopie électronique, nous avons pu retrouver les 

mêmes cellules que nous avons observées lors de l'examen histologique, 

La zone botryoïde de la tumeur est caractérisée par de très 

larges espaces intercellulaires contenant une quantité considérable 

de fibres de collagène. Dans cette zone sont logées des cellules 

fusiformes avec parfois deux ou plusieurs noyaux (P1.49, Fig a). 

La zone indifférenciée contient des cellules polymorphes de 

toutes tailles, caractérisées par l'existence de myofilaments in- 

tracytoplasmiques et de noyaux à contours irréguliers. 

a) Les s t r u c t u r e s  f i b r i  2 t a i r e s .  

La plupart des cellules de la récidive tumorale contiennent 

des structures fibrillaires. Dans certaines cellules, elles montrent 

l'aspect embryonnaire, c'est-à-dire des filaments fins et des fila- 

ments épais, mais sans organisation sarcomérique ou myofibrillaire 

(P1.49, Fig b; P1.50, Fig a). Au cours de la différenciation, les 

myofilaments se parallélisent davantage (P1.50, Fig a),et il y a 

apparition des stries Z (P1.50, Fig b). Les stries Z sont généralement 

très épaisses ou même hypertrophiées, et les sarcomères sont habi- 



tuellement irréguliers (P1.50, Fig b). On observe de gros amas 

de glycogène entre les myofibrilles, particulièrement au niveau 

I des stries Z (Pl. 50, Fig b) . 

b) Les noyaux. 

Les noyaux sont - comme dans les tumeurs musculaires chimio- 
induites - généralement très irréguliers, ceci aussi bien dans les 
cellules allongées des zones botryoïdes (Pl-49, Fig a) que dans 

les cellules pleiomorphes des zones indifférenciées (P1.49, Fig b; 

Pl. 51, Fig a). Nous avons retrouvé en microscopie électronique 

les énormes nucléoles des noyaux des cellules des zones embryonnairesi 

indifférenciées, que nous avons observés auparavant lors des études 1 
histologiques (P1.51, Figs a et b). Ces nucléoles sont constitués 

d'un matériel finement granulaire, amorphe, très compact et trés 1 
dense aux électrons- Sur des coupes ultra-fines, on reconnait que 

ce matériel compact renferme quelques petites cavités. De plus, 

la plupart des noyaux possèdent une quantité considérable de grains 

périchromatiniens (P1.49, Fig a ; P1.51; Pl-52, Fig a), et on ob- 

serve fréquemment des corps nucléaires de type granuleux (Pl-51, 

Fig b) ou de type fibrillaire (P1.49, Fig a; P1.51, Fig b; P1.52, 

Fig a). 

c) Le r é t i c u l u m  sarcop lasmiqus.  

Le réticulum sarcoplasmique est peu développé. Dans les 

cellules immatures -ne contenant que des ébauches myofibrillaires-, 

il existe sous forme d'ergastoplasme et possède une quantité con- 

sidérable de précipités finement granulaires et amorphes dans ses 

cavités (P1.51, Fig a; P1.52, Fig b). Dans les cellules avec une 

différenciation myofibrillaire plus avancée (P1.50), le réticulum 

sarcoplasmique est de type lisse, peu fréquent et ne montre plus 

le précipité granulaire dans ses citernes. 

D. ETUDES DES MYOSINES TUMORALE ET FOETALE HUMAINES. 

La myosine tumorale humaine a été extraite à partir de 80 g 

de la récidive tumorale. Pour l'extraction de la myosine foetale, 

nous nous sommes servis de 60 g de muscle foetal humain. Les deux 

myosines ont été extraites et purifiées suivant les méthodes em- 



ployées pour les myosines foetales et tumorales du Rat et du 

Lapin. 

1. Etude ultrastructurale des filaments synthétiques. .................................. ---- ------ --- 

Les myosines ont été précipitées par dilutions rapides en 

absence et en présence de MgC12 10 mM comme dans le protocole 

décrit auparavant. Les deux myosines précipitent en absence de 

MgC12 essentiellement sous forme de filaments bipolaires comme 

les myosines normales du muscle squelettique du Rat et du Lapin 

(P1.53, Figs a et b). Précipitées en présence de MgCl* 10 mM, par 

contre, les deux myosines forment essentiellement des filaments 

synthétiques trds allongés et fusiformes (P1.53, Figs c et d), 

alors que les myosines du muscle squelettique précipitent de façon 

très homogène sous forme de filaments courts (0,5 pm) et bipolaires 

(P1.36). Nous n'avons pas pu préparer de la myosine à partir du 

muscle squelettique normal adulte humain. 

2. _--_-__ Electroehorèse _-__-__--_- sur gel -__--_ de ~olyacryiamide -_ -__ _--_--_--_ en grésence --__-__ 
Ge-SOS 

Les myosines humaines (tumorale et foetale) sont comparées 

en électrophorèse sur gel de polyacrylamide en présence de SDS 

avec la myosine du muscle blanc du Lapin. 

Sur l'électrophorégramme des trois myosines (~1.54), on re- 

connaît sur tous les gels les charries lourdes (HC), les M-protéines 

(M), la C-protéine (C), l'actine et les chaînes légères (L*~, 

et L16) 

La myosine tumorale. humaine (Pl. 54, gel 2) ne possède que 

deux chaînes légères (L25 et L18) comme les myosines tumorales du 

Rat et du Lapin. Ces deux chaSnes légères existent également dans 

la myosine foetale humaine (P1.54, gel 3). L'électrophorégramme 

révèle aussi d'autres bandes, dont nous avons déjà établi l'identité 

et les poids moléculaires : la troponine T (TN-T) et la tropo- 

myosine (TM) (P1.54, gel l), puis la troponine C (TN-C) (P1.54, 

gels 1 et 3) et une protéine de poids moléculaire de 27 000 (P1.54, 

gels 2 et 3). La bande de poids moléculaire de 24 000 de la myosine 



du muscle blanc du Lapin (P1.54, gel 1) correspond certainement 

à la troponine 1 (TN-1). Ceci est d'autant plus probable que 

toutes les autres protéines du complexe régulateur du filament 

fin sont présentes dans cette préparation. 

En ce qui concerne la myosine tumorale humaine, nous observons 

sur le gel (P1.54, gel 2) de nombreuses bandes dont les poids 

moléculaires se situent entre 140 000 et 45 000 et entre 34 000 

et 25 000. Ces bandes correspondent vraisemblablement à des frag- 

ments polypeptidiques issus de la protéolyse des charries lourdes. 

En effet, il existe beaucoup d'enzymes protéolytiques dans les 

tumeurs. 

Nous ne pouvons pas encore identifier,dans l'état actuel de 

nos travaux, la bande de poids moléculaire de 17 000 observée dans 

le gel de la myosine foetale humaine (P1.54, gel 3). 

3. L'activité ............................ de la ca2+-~~pase. 

Nous avons effectué des mesures de l'activité spécifique de 

la ca*+-~~~ase des deux différentes myosines humaines. Etant donné 

que nous n'avons pu préparer la myosine du muscle squelettique 

normal humain, et que nous n'avons trouvé dans la littérature, aucune 

référence concernant son activité ATPasique, nous pouvons comparer 

l'activité des myosines humaines foetale et tumorale seulement avec 

celle de la myosine d'un autre muscle rouge, donc du muscle squelet- 

tique du Rat. 

La myosine foetale humaine possède une activité spécifique de 
2+ la Ca -ATPase (414 5 10 nmoles Pi/min/mg de myosine) comparable a 

celle de la myosine du muscle normal squelettique du Rat (450 I 60 

nmoles Pi/min/mg de myosine) (Tableau V, page133 ) . 

L ' a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  de Za myosine tumoraZe e s t  t r è s  b a s s e ,  

et nous avons dosé 90 nmoles Pi/min/mg de myosine. Ces résultats 

sont tout à fait comparables à ceux obtenus avec les myosines 

tumorales du Rat et du Lapin, oh nous avons dosé respectivement 

30 5 10 et 60 k 20 nmoles Pi/min/mg de myosine (Tableau V). 
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E. DISCUSSION. 

Dans le rhabdomyosarcome humain spontané nous observons 

pratiquement tous les caractères morphologiques essentiels 

que nous avons déj3 décrits lors de nos étides sur les tumeurs 

musculaires du Rat et du Lapin. Nous retrouvons les différents 

types cellulaires, les noyaux déformés avec de grands nucléoles 

et des corps nucléaires, les précipitations granulaires dans le 

réticulum sarcoplasmique et des anomalies dans la différenciation 

myofibrillaire (tout au moins dans la récidive tumorale) : orien- 

tation irrégulière des myofibrilles, épaississement au niveau 

des stries Z et absence de la ligne M. 

Contrairement 3 la récidive tumorale, les structures myo- 

fibrillaires sont extrêmement rares dans la tumeur primitive, 

ce qui a amené les anatomo-pathologistes 3 classer cette tumeur 

comme un mésenchymome. L'examen très approfondi de nombreuses 

coupes histologiques a finalement permis de prévoir une évolution 

rhabdopoïétique de la récidive tumorale. En effet, les résultats 

de nos études morphologiques et ultrastructurales ont confirmé 

ces hypothèses. Néanmoins, il est difficile de comprendre pourquoi 

la récidive tumorale touche préférentiellement un seul type tissu- 

laire (dans ce cas, il s'agit du tissu musculaire), contrairement 

à la tumeur primitive. Ce phénomène reste actuellement encore 

inexpliquable. 

Les myosines humaines du foetus et de la tumeur spontanée 

semblent être trds comparables à celles des foetus et des tumeurs 

chimio-induites du Rat et du Lapin. Nous observons d'abord les 

mêmes filaments synthétiques : les deux myosines précipitent en 

absence de MgC12 sous forme de filaments bipolaires, mais dès qu'on 

ajoute du MgC12 (10 mM) dans la solution des myosines, les fila- 

ments apparaissent longs et fusiformes après précipitation rapide 

par dilution. De plus, on rencontre des analogies au niveau de la 

répartition des chaînes légères : les deux myosines ne possèdent 

que deux chaines légères, les chafnes L25 et L18. Et finalement, 

on constabe aussi chez l'Homme une nette différence entre l'acti- 

vité spécifique de la ca2+-~~J?ase de la myosine foetale et celle 



de la myosine tumorale. Alors que l'activité spécifique ATPasique 

de la myosine foetale est très élevée en présence du Ca2+ à 10 mM, 

celle de la myosine tumorale est fortement abaissée. Nous retrou- 

vons donc aussi dans le cas de la myosine de la tumeur spontanée 

une i soenzyme comparable aux myosines des tumeurs expérimentales 

du Rat et du Lapin. 

L'intérêt de notre travail ne repose pas seulement sur les 

analogies que nous avons mises en évidence au niveau des diffé- 

rentes myosines tumorales. Il est important de savoir que tous les 

r é s u Z t a t s  b ioch imiques  que nous avons décrits peuvent être obtenus 

en moins de trois jours. Ce délai de temps peut être éventuellement 

respecté pour l'examen histologique d'une tumeur, mais ne peut 

pas être tenu pour l'examen en microscopie électronique. 

L'étude biochimique de la myosine peut donc être considérée 

également comme une méthode très rapide de diagnostic, surtout 

dans le cas des rhabdomyosarcomes embryonnaires dont le diagnostic 

est souvent très difficile. De plus, elle est une méthode précise 

pour distinguer le rhabdomyosarcome indifférencié du fibrosarcome, 

car Zes myosines  de c e s  deux tumeurs s o n t  t r è s  d i f f é r e n t e s  au 

n i veau  de l e u r  compos i t ion  en cha3nes l é g è r e s  : la myosine du 

rhabdomyosarcome possède deux charries légères du muscle squelet- 

tique, les chaînes L25 et L18, le fibrosarcome par contre, possède 

deux chaines légères complètement différentes : les chaines L20 

et L15 de la myosine fibroblastique (Adelstein et Conti, 1976). 





L'étude des modifications niorphologiques et physiologiques 

du tissu musculaire au cours de la tumorigénèse chimio-induite 

ou spontanée nous a amené à aborder plusieurs problèmes relatifs 

au phénomène de la contraction musculaire. i 

DANS UN PREMIER TEMPS, nous avons mis au point une méthode 1 

d'implantation du Ni3S2 permettant l'induction de rhabdomyosarcomes 

chez le Lapin bien que Hueper (1955) insiste sur le fait que le 

Ni3S2 ne provoque que des fibrosarcomes chez le Lapin. 

Par la même méthode, nous avons également obtenu quelques 

Zeiomyosarcomes du muscle squelettique. Cette observation n'est 

pas surprenante, quand on sait que les muscles strié, lisse et 

cardiaque ainsi que les cellules myoépithéliales dérivent tous 

de cellules mésenchymateuses. C'est ainsi que l'on peut expliquer 

également l'apparition de leiomyosarcomes dans le myocarde. 

- L'un des points les plus intéressants est la mise en évi- 
dence de deux types de différenciation des structures contractiles 

(même dans des conditions identiques de déclenchement et même 

dans une seule tumeur) : 

1. différenciation embryonnaire caractérisée par l'ap- 

parition des filaments de myosine et d'actine et 

l'organisation de ces filaments en sarcomère avant 

Za formation des stries 2. 

2. différenciation tumoraZe proprement dite : les stries 

Z apparaissent d'abord, puis l'actine, puis la myo- 

sine; l'ordre de Za différenciation est donc inversé. 

Dans les myofibres tumorales matures, on ne distingue absolument 

plus ces deux types de différenciation. 

Ce fait est extrêmement important. Il met en cause la polarité 

du filament d'actine, et donc en cause la structure sinon primaire 

au moins tertiaire de cette protéine. De plus, l'étude plus poussée 

de cette donnée pourrait contribuer à éclaircir le mécanisme de la 

formation des sarcomères. 

D'autres observations morphologiques nous semblent être assez 

importantes pour être soulignées : 



- L'épaississement des stries Z dans les tumeurs. Il peut 
être dû à une synthèse ou une polymérisation mal contrôlées dans 

la tumeur de différentes protéines musculaires, en particulier 

de l'actine et des actinines. 

- L'absence de la ligne M. Fait important qui incite à penser 

que plusieurs protéines (trois au moins) n'ont pas été synthéti- 

sées ou assemblées dans la tumeur. 

I - La présence des structures paracristallines (dans le rhab- 
domyosarcome du Lapin) qui sont encore peu connues. Leur existence 

met une fois de plus en cause les propriétés de polymérisation 

de la myosine et de l'actine et donc de leur structure. 

DANS UN SECOND TEMPS, nos recherches nous ont permis de 

mettre au point une technique d'extraction des myosines foetales 

et surtout des myosines tumorales. LrappZ ica t ion  de c e t t e  nouveZZe 

méthode nous a  permis de p r é c i s e r  Z ' u Z t r a s t r u c t u r e  des  f i l a m e n t s  

s y n t h é t i q u e s  e t  Ze comportement enzymat ique d e s  d i f f é r e n t e s  myo- 

s i n e s .  

I - Nous avons d'abord montré une ressemblance entre les myo- 
sines foetales et tumorales au niveau de l'ultrastructure de leurs 

filaments synthétiques. Nous avons observé  que Zes f i l a m e n t s  de c e s  

deux myosines  s o n t  Zongs e t  f u s i f o rmes  Zorsquron l e s  p r é c i p i t e  

i n  v i t r o  par d i a l y s e  e t  p a r t i c u l i è r e m e n t  par d i l u t i o n  r a p i d e  en 

présence de MgC12. Par contre, les filaments de la myosine du 

muscle squelettique normal sont courts et bipolaires et de lon- 

gueur très homogène après précipitation dans les mêmes conditions. 

- Nous avons démontré l'existence d'une deuxième ressehblance 
entre les myosines foetales et tumorales au niveau de la réparti- 

tion de leurs chafnes légères après analyse électrophorétique. Les 

électrophordgrammes r é v è l e n t  que l e s  myosines  tumorales  possadent  

l e s  mêmes c h a f n e s  Zégères ( L Z 5  e t  L181  que l e s  myosines  f o e t a l e s ,  

e t  que l a  forme phosphorylée de l a  cha fne  L 1 8  e s t  absen t e  dans l e s  

deux myos ines .  Fait important, car c'est la phosphorylation de 

cette chaîne légère qui augmente l'activité ATPasique de la myo- 

sine. 

- De plus, nous avons isolé une myosine tumorale "proprement 
~ dite", caractérisée par l'existence d'une seule chaîne légère : la 



Ces ressemblances ultrastructurales et électrophorétiques 

entre les myosines foetales et tumorales pourraient nous permettre 

de penser qu'il s'agit d'un exemple c a r a c t é r i s t i q u e  de p r o t é i n e s  

de s t r u c t u r e  o n c o f o e t a l e s .  

O r ,  s i  l ' o n  compare c e s  deux myosines  s u r  l e  plan enzymat ique 

( a c t i v i t é  APPasique), aucune ressemblance ne  peut  $ t r e  c o n s t a t é e .  

La faible activité ATPasique de la myosine tumorale implique 

nécessairement l'existence d'une modification de la conformation 

des chaPnes lourdes, et plus précisément, de leurs sites actifs 

sur la tete globulaire de la molécule. Ces résultats suggGrent 

donc la possibilité d'existence d'un nouveau type d ' i soenzyme ,  

caractéristique du tissu tumoral, qui, bien que très proche de 

l'isoenzyme foetal, s'en distinguerait fondamentalement sur le 

plan de l'activité enzymatique. 

Toutefois, la myosine tumorale précipitable à pH 5,O échap- 

perait à cette conception d'ensemble et pourrait constituer véri- 

tablement une individualité consécutive à la transformation 

oncogène. 

En ce qui concerne les p r o t é i n e s  du f i  Zament f i n ,  nous avons 

observé des modifications au niveau des protéines tumorales. Nous 

avons constaté l'absence du facteur inhibiteur de la troponine 

dans les tumeurs et nous pouvons supposer que la G-actine doit 

avoir subi un changement de conformation qui défavorise, t o u t  au 

moins i n  v i t r o  , une polymérisation régulière en F-actine. 

Toutes ces observations sont cohérentes car elles convergent 

au même point : il y a altération des structures et des propriétés 

des protéines myofibrillaires et en particulier de la myosine et 

de l'actine. 

L'ensemble des modifications observées au niveau des protéines 

myofibrillaires tumorales expliqueraient donc d 'une  par t  Z r a s p e c t  

supercon t rac t é  du sarcomère e t ,  d ' a u t r e  par t  Ze bZacage de Za 

c o n t r a c t i o n ,  dans Ze rhabdomyosarcome. D e  plus, l'étude de la 

stabilité du complexe actomyosine tumorale pourrait apporter des 

informations nouvelles sur la nature et le mécanisme d'action des 

facteurs qui renforcent la stabilité du complexe,et peut-être 



sur les conditions de polymérisation des deux protéines myofibril- 

laires principales : myosine et actine. 

Nous avons eu la chance d'avoir choisi un modèle expérimental 

intéressant, car les résultats obtenus lors de nos recherches 

sur la myosine de la tumeur expérimentale sont parfaitement super- 

posables avec ceux obtenus pour la myosine de la tumeur spontanée 

chez l'Homme. 

Ce modèle expérimental nous parart donc convenir parfaitement 

à la continuation d'études de biologie moléculaire au niveau du 

contrôle de la synthèse des protéines myofibrillaires tumorales, 

car, sur un plan plus général, on peut penser que les mécanismes 

moléculaires intervenant dans la transformation tumorale spontanée 

ou chimio-induite sont comparables. 
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