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A - INTRODUCTION

La motilité cellulaire est une propriété fondamen-
tale. Par exemple, elle contrdle les mouvements variés des
cellules, les mouvements pendulaires et ondulatoires des
cils et des flagelles, les courants cytoplasmiques dans la
cellule végétale, les mouvements amiboides, la déformation
de la surface cellulaire d'une cellule en culture, la cont-
raction des cellules musculaires et des cellules non mus-
culaires. On admet que cette faculté se rattache aux modifi-
cations de la conformation ou de 1l'agencement des longues
chaines de protéines "contractiles" (myosine, actine, tropo-

nine. , tropmyosine, etc...) qui se trouvent dans le cyto -

plasme cellulaire.

B - LES DIFFERENTS SYSTEMES CONTRACTILES

I - LES SYSTEMES MUSCULAIRES

Chez les organismes pluricellulaires, la motilité
revient essentiellement a des cellules spécialisées. Quelquefois
celles—-ci sont d'origine ectodermique (cellules myoépithéliales),
mais le plus souvent elles dérivent du mésoderme embryonnaire.
Dans le cas des vertébrés, ces cellules atteignent divers degrés

de différenciation, ce qui permet de distinguer trois types
fondamentaux de tissus musculaires relativement peu différenciés,
Les cellules musculaires Lisses qui assurent les mouvements de
certains organes de la sphére végétative, tels que l'estomac

et 1'utérus ; d'autres cellules de petite taille, mais s£frniZes



et associées a4 la maniére d'un réseau, constituent le tissu
contractile du coeur ; il existe enfin un tissu musculaire
stnie formé d'éléments indépendants trés allongés (les fibres

musculaires striées).

1°) LE TISSU MUSCULAIRE STRIE

Qu'ils s'attachent sur le squelette (muscle "squelet-
tique ") ou sur ses dépendances cartilagineuses ou conjonctives
(muscles "peauciers") les muscles sont aussi bien les agents
de la locomotion que du maintien d'équilibre et de posture
chez 1'individu immobile. Selon la fonction, il existe le
muscle strié lent (posture) et le muscle strié rapide (locomo-

tion) .

a) Le muscle Atnié normal

Le muscle strié normal est formé d'éléments de
plusieurs centimétres qui sont de véritables cellules géantes
multinuclées, appelées les fibres musculaires dont 1l'organisa-
tion inframicroscopique est trés complexe. La fibre musculaire
a la propriété de se racourcir sous l'influence d'un stimulus
nerveux, comme en témoigne la connection étroite entre fibres

musculaires et fibres nerveuses dites motrices.

a) organdisation générale de La fibre musculaine
stnice

La fibre musculaire ou unité fonctionnelle du muscle

=

(figure I-1) a une forme trés allongée (5 & 35 mm) et un diamétre

~

variable (10 d& 100 up). Elle peut contenir jusqu'a plusieurs
centaines de noyaux disposés sur sa périphérie et allongés
selon le grand axe de la fibre. Comme toute cellule, elle
comporte une membrane (le sarcolemme), un cytoplasme (le
sarcoplasme), au sein duquel se reconnaissent de nombreux
organites : mitochondries, appareil de Golgi, de nombreux
grains de glycogéne, etc... Deux particularités fondamentales
individualisent cette cellule : la présence de myofibrilles,
disposées parallélement, étendues d'une extrémité a 1l'autre de
la fibre, occupant sur une section transversale la presque
totalité de la fibre ;
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Figure I-1 : LES NIVEAUX D'ORGANISATION DANS UN MUSCLE SOUELETTIOUE STRIE

Dans le centre de la Figure, une micrographie &lectronique représente
le sarcomdre suivi de son sch@ma. Dans le bas de 1la Figure est représentée de
facon schématique 1'organisation spatiale des myofilaments *au niveau de la
ligne M les filaments épais seuls présents sont disposés de facon hexagonale et
réunis par un réseau régulier de ponts ( M); au niveau de la bande A, les

filaments épais et fins se chevauchent, des ponts sont visibles de place eh place;

TN
Uteg

au niveau de la bande I, les filaments fins sont seuls présents



le developpement et la disposition du systéme réticuloendo-

plasmique (figure I-1)

La cellule musculaire striée présente en outre des
différenciations particuliéres aux points de contact avec les
terminaisons nerveuses (jonction myoneurale) et 3 ses extrémités

(jonction myotendineuse) .
B) Structure de Ra myofibrille

Dans la fibre musculaire non contractée, on note en
microscopie optique, une alternance réguliére de bandes claires
isotropes (I) et de bandes sombres anisotropes (A). Chaque
bande I est divisée en deux par une mince strie dense (Z).
L'espace compris entre deux stries Z consécutives correspond
au sarcomére gui est l'unité contractile (figure I-1). Chaque
bande A comprend une zone médiane (H) plus claire que ses zones
latérales ; fa bande H ou bande de HENSEN comporte elle-mé&me
en son milieu une strie légérement plus dense : La strdie M.
Cette striation est due a la structure particuliére des
myofibrilles. L'interprétation de cette striation a été é-
lucidée par la microscopie éléctronique de la structure filamen-
taire des myofibrilles. Deux sortes de filaments sont visibles :
des fiLaments epadls (160 ; de diamétre) et des fLiLaments {ins
(50 K), Dans chaque sarcomére, les filaments épais occupent
la partie centrale a l'emplacement de la bande A ; ils
présentent en leur milieu un renflement marquant la strie M.
Les filaments fin s'insérent sur les stries Z, occupant les
bandes I et pénétrent entre les filaments épais dans les
parties latérales de la bande A ; leur absence dans la partie
médiane de la bande A crée la zone plus claire H, latéralement
leurs extrémités s'interpénétrent avec celles des filaments
fins du sarcomére voisin, un double systéme de ponts unit

=~

ces extrémités 3 l'intérieur de la strie Z (figure I-1).

En section transversale, les filaments présentent
un haut degré d'organisation spatiale. Les filaments épais
sont disposés selon un arrangement hexagonal régulier de

(o]

450 A de cbté, au niveau des parties latérales des bandes A,
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les filaments fins sont visibles. Le nombre et la disposition
relative des filaments épais et fins varient selon les espéces
et selon les muscles. Par exemple, dans les musdtes de Mam-
miféres, ils forment une couronne régulidre de six filaments
autour de chaque filament épais, chaque filament fin étant

a égale distance des trois filaments é&pais voisins.

Entre les filaments épais et fins sont tendus des
ponts. Longitudinalement, ces ponts sont disposés sur les
filaments primaires tous les 60 & 70 A et décalés selon une
progression hélicoidale d'environ 60 ; si bien que deux ponts
paralléles consécutifs sont distants d'environ 400 2. De la
sorte, chaque filament fin est atteint par un pont tous les

130 & 140 A.
b) Pathologie du muscle strnié

Les maladies qui relévent uniquement d'altération

propre & la fibre musculaire striée sont des maladies "primitives".

On en décrit deux groupes : les myopathies et les myosites.
a) Les myopathies

On désigne ces affections dégénératives sous le nom
de dystrophies musculaires progressives et on a é&tendu le terme

de myopathies a des maladies d'expression voisine comme les

myotonies et les paralysies périodiques familiales.
- Les dystrophies musculaires progressives (DMP)

Ce groupe de maladies comprend un certain nombre d'af-
fections caractérisées par une dégénérescence lente, progressive
et inéluctable des fibres musculaires. L'examen clinique met en
évidence des modifications de volume des muscles, spécialement
ceux qui accusent un déficit : il s'agit habituellement d'atrophie
mais parfois d'une pseudohypertrophie due a4 1'infiltration de la

masse musculaire par du tissu fibreux ou de la graisse.

Le groupe des DMP comprend la "myopathie de DUCHENNE" qui

est une maladie héréditaire transmise sur le mode récessif




lié au sexe et la "myopathie facio-scapulo-humérale" (la
maladie de LANDOUZY-DEJERINE) qui est également une maladie
héréditaire mais qui se transmet selon le mode autosomal. Les
autres dystrophies musculaires sont moins bien définies et ce
sont aussi des maladies familiales dont le mode de trans-
mission est difficile 3@ préciser (la dystrophie musculaire
des ceintures, la myopathie occulaire et les myopathies

distales) .

- les myotonies

On désigne sous le nom de myotonies, des maladies
héréditaires qui ont pour trait commun de se traduire par un
trouble fonctionnel trés particulier de la fibre musculaire

qu'on remarque généralement au niveau des muscles de la main.

Dans la "myotonie dystrophique de STEINERT", outre
les symptomes de la myotonie, elle se traduit par une dimi-
nution de la force musculaire avec amyotrophie au niveau
des membres inférieurs et supérieurs, qui atteint ausi les
muscles de la face, des paupiéres, ainsi que les muscles

péribuccaux.

Dans la myotonie congénitale (maladie de THOMSEN),
il n'y a pas de caractére évolutif progressif et elle ne
comporte pas d'amyotrophie. C'est une maladie familiale rare
qui est diffuse et intéresse généralement l'ensemble de la

musculature.

- les paralysies périodiques familiales

On désigne ainsi plusieurs types d'actions familiales

héréditaires transmises sur le mode dominant autosomique et
qui se caractérisent cliniquement par des accés intermittents
de paralysies musculaires étendues et biologiquement par des

variations du taux de potassium dans le sang.



B) Les myosites

Les myosites sont par définition des maladies inflam-
matoires du muscle. Elles forment un groupe trés hétérogéne
d'affections difficiles & classer en raison de leur é&volution,
de leur manifestation et surtout de leur origine. Les unes peuvent
en effet @tre rapportées & un agent pathogéne connu et les autres
ont une étiologie encore indeterminée. Elles forment le groupe

des polymyosites et dermatomyosites.
Y} Les tumeurs musculaires

Comme autre pathologie du muscle strié&, nous connaissons
les tumeurs que l'on classe en rhabdomyomes (tumeurs bénignes)
et en rhabdomyosarcomes (tumeurs malignes). Ces rhabdomyosarcomes

se répartissent en différents types :

- Les rhabdomyosarcomes embryonnaires rencontrés le plus
souvent chez les enfants et qui sont de loin le type le moins
différencié.

- Le rhabdomyosarcome alvéolaire qui siége le plus souvent
sur les membres et qui tient son originalité au fait que les cellules

apparaissent groupées en alvéoles.

- Le rhabdomyosarcome polymorphe qui différe des autres
types par sa majofité de cellules volumineuses & cytoplasme
abondant et 3 noyaux multiples. Les cellules sont habituellement
arrangées de fagon irrégulié&re et présentent souvent une striation

transversale évidente.
2°) LE MUSCLE LISSE

L'absence de striation transversale réguliére a permis
de qualifier les muscles qui sont sous le contrdle du systéme
neurovégétatif, de muscles lisses. Les cellules musculaires lisses
sont presque toujours groupées en faisceaux et sont orientées
parallélement entre elles.



Elles sont imbriquées de telle sorte que la partie moyenne
d'une cellule soit en rapport avec les extrémités des cellules
voisines. Les cellules sont associées les unes aux autres par

du tissu conjonctif contenant de la réticuline et du collagéne.

La cellule musculaire lisse a des dimensions et une
forme qui varient en fonction de sa localisation (tube digestif,
artéres, utérus). Elle est limitée par le sarcolemme et contient
(i) un noyau unique et central (ii) les "myofibrilles" qui sont
des filaments homogénes de 300 nm de diamétre (iii) le sarco-
plasme, rare entre les myofibrilles et abondant autour du noyau,

contient des dictyosomes, du glycogéne, des mitochondries, etc...

Selon leur forme et leur origine, on peut classer les
cellules musculaires lisses en cellules anastomosiques, en
cellules rameuses et en cellules fusiformes. En particulier les
cellules fusiformes & 1l'état relaxé sont trés allongées avec
leurs extrémités trés effilées. Leur longueur varie énormément
selon leur localisation (de 15 y m dans les capillaires sanguins
et 500 y m dans la paroi utérine). A 1'état contracté, ces
cellules fusiformes deviennent ovoides et ont des contours plus

ou moins découpés (figure I-2).

L'étude en miscroscopie électronique a permis de
montrer qu'il n'était pas possible d'individualiser des
groupes de myofilaments, ceux-ci étant dispersés dans toute
la cellule en respectant toutefois le sarcoplasme axial et une
zone sarcoplasmique périphérique. Les myofilaments dans la
cellule lisse sont constitués de filaments épais (13,5 & 17,5 nm
de diamétre), de filaments intermédiaires (de 10 nm de diamé&tre
environ) et de filaments fins (de 3 & 8 nm de diamétre) qui
se rejoignent dans les coxps denses. La membrane plasmique
de la cellule lisse offre un certain nombre de particularités
structurales comme des invaginations (occupées fréquemment
par du collagéne) et des vésicules superficielles qui jouent
un rble dans le transport et le stockage des ions. Il existe

entre chaque cellule des zones de jonction comme des desmosomes.
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Actine

Mitochondrie

Corps dense

FIGURE 1I-2 : Schéma d'une coupe de muscle Lisse
d'aprnés HEUMAN 1971
(a) Muscle au nepos
Les filaments Epais ne sont pas observés en michoscople
glectrondque
(b) Muscle contracte
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Le réticulum sarcoplasme bien que différent de celui

de la fibre musculaire striée offre un certain nombre de points
communs tels (i) le réseau tridimensionnel de tubules dont le
rdle serait d'accumuler le calcium (ii) les mitochondries dis-
posées & la périphérie et dans le cytoplasme axial qui, dans la
cellule lisse, assurerait la régulation de la concentration inter-

cellulaire du calcium.

Le muscle lisse peut aussi présenter des tumeurs bénignes
(léiomyomes) ou malignes (léiomyosarcomes). Ces tumeurs apparais-
sent en particulier dans l'estomac, dans le larynx et dans 1l'utérus.
Dans les tumeurs de muscle lisse on distingue deux types de cellules,
des cellules irréguliéres et des cellules fusiformes (APPELMAN et
HELWIG 1976) .

3°) LE MYOCARDE
a) Le coewr au cowrs de L'@volution des especes

Au cours de l1l'évolution des espéces, le coeur s'est
considérablement transformé. Ainsi chez les tous premiers Vertébrés,
la Lamproie (classe des Agnathes) a un coeur situé ventralement et
enfermé dans un péricarde cartilagineux. Le coeur est formé
par reploiement en S d'un vaisseau embryonnaire et il est cloisonné
en trois chambres successives (figure I-3), en arriére le sinus
veineux (3 parois minces) collecte le sang des veines qui passe
ensuite dans 1l'oreillette unique (dorsale et a& parois peu épaisses)
puis dans le ventricule ventral (a parois musculeuses munies de
valvules a l'entrée et a la sortie) qui chasse le sang vers 1l'avant
dans 1l'aorte ventrale légérement dilatée 3 sa base en un bulbe

artériel.

Le coeur de Grenouille (classe des Amphibiens) présente
par contre deux oreillettes précédées d'un sinus veineux et un seul
ventricule (figure I-3). La cavité du ventricule est rétrécie par
de nombreuses saillies de la paroi empéchant le mélange complet du
sang veineux et du sang artériel provenant des oreillettes. De
plus le cbne artériel montre une rangée de valvules a sa base et a
son extrémité, ainsi gu'un repli spiral longitudinal (le septum

spiral) .

En conséquence, on admet généralement que la grande
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SCHEMA DU COEUR DE GRENOUTLLE

SCHEMA DU COEUR DE PORC ET SA COUPE TRANSVERSALE

Figure 1I-3 :

( D' APRES BOUE. & CHANTQU 1978 )

SCHEMAS DE COEUR DE DIFFERENTS VERTEBRES
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circulation regoit du sang artériel 3 peu prés pur et les poumons

du sang veineux.

Le coeur de Poulet (classe des Oiseaux) est plus puissant
que celui des Reptiles de mé&me taille et méme d'un Mammifére. Il
est complétement divisé en une partie gauche, artérielle et une
partie droite veineuse et moins musclée. Une section transversale
(figure I-3) montre un ventricule gauche 3 paroi musculeuse trés
épaisse avec une muliére en étoile et un ventricule droit & paroi
bien plus mince avec une lumiére en croissant. La pointe du coeur

est entiérement formée par le ventricule gauche.

Le coeur de Porc (classe des Mammiféres Ongulés) a une
disposition générale analogue a celle du coeur d'Qiseau. Le
coeur est subdivisé en deux parties, gauche et droite, complétement
indépendantes, le coeur "gauche" ne recevant que du sang hématosé
et le coeur "droit" que du sang carbonaté. La section transversale
montre également un ventricule gauche a paroi plus épaisse et de

plus, le ventricule droit & paroi plus mince semble &tre surajouté

a la partie médiane (le septum) et au ventricule gauche (figure I-3).
b) Le myocarde normal

Le myocarde est un muscle rouge dont les cellules en
microscopie optique apparaissent striées transversalement car
elles renferment des myofibrilles a zones claires et sombres. Les
cellules myocardiques (figure I-4) sont généralement de plus
faible diamétre que les cellules de muscle strié (10 y environ) :

=

elles sont allongées (50 a 200 u) et présentent des bifurcations

d l'extrémité digitée desquelles un accolement a lieu avec les
cellules voisines, formant des disques intercalaires. En certains
points de ces disques 1l'accolement membranaire entre deux cellules
devient extrémement étroit (jonctions serrées) et 1l'on suppose

que c'est a ce niveau que s'effectue le plus facilement la

conduction intercellulaire.
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La cellule myocardique entourée d'une membrane (sarcolemme)
posséde un cytoplasme (sarcoplasme) et contient en outre les
myofibrilles, un seul noyau et divers types d'organites (mito-
chondries, etc...). Les myofibrilles sont entourées d'un réseau
de fins canalicules qui constitue une sorte de gaine ajourée :
le réticulum sarcoplasmique longitudinal (figure I-4). Ce
réticulum ainsi que les mitochondries constituent des réservoirs
intracellulaires de calcium.

Le sarcolemme s'invagine & intervalles réguliers au
niveau de la région centrale des disques clairs. (niveau des
stries Z) formant des tubes transverses qui pénétrent dans la
profondeur cellulaire et y entrent en contact avec des vésicules
dites terminales émanant du réticulum longitudinal, d'autres

vésicules s'accolent au sarcolemme périphérique.

Nous notons également qu'a cdté des cellules myocar-
digques, les cellules du tissu nodal sont plus petites plus
irréguliéres et moins riches en myofibrilles, la conduction y
est lente. Les cellules du tissu conducteur sont aussi moins
riches en myofibrilles que les cellules myocardiques mais: sont
beaucoup plus grosses (40 u) et groupées en faisceaux dans
lesquels la conduction est beaucoup plus rapide que dans le

reste du coeur.

c) Les myopathies cardiaques

La pathologie du myocarde souléve de délicats problé-
mes, qui tiennent moins a 1l'expression de sa défaillance qu'3 la
difficulté de reconnaitre la nature exacte de l'affection cardiaque
responsable. Une telle indentification apparait cependant essenti-
elle si 1'on cherche a classer de fagon plus précise les maladies
du myocarde que 1l'on définira comme des atteintes du muscle que
traduisent insuffisance cardiaque et hypertrophie, en 1'absence
de toute atteinte cardiaque ou artérielle antérieurement connue.
Cette conception apparamment restrictive permet d'envisager deux
groupes d'atteinte myocardique : les affections myocardiques
proprement dites et les cardiopathies déterminant une atteinte

secondaire.
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a) Les affections myocardiques proprement dites

Sous ce terme on regroupe les myocardites et les
myocardiopathies non obstructives dites secondaires. Dans
cette catégorie de myocardiopathies, il existe trois grandes
étiologies ; les maladies du systéme et du tissu conducteur,
les maladies neuromusculaires et les maladies de surcharge.
Par exemple, dans la myocardiopathie amyloide qui est une
maladie de surcharge, il y a une augmentation de la pression
capillaire pulmonaire, de la pression de remplissage du
ventricule droit et une augmentation du volume cardiaque qui
conduit & 1l'insuffisance cardiaque rapidement inéluctable

et irrémédiable.

B} Les myocarndiopathies déteaminant une atteinte
secondaire

- Il existe les myocardiopathies nan obstructives
primitives (MCNO), c'est la découverte lors d'un examen

-

radiologique d'un coeur en "ballon de jeu & XIII". L'es-
souflement, les douleurs thoraciques aménent 3 constater
chez le malade une tachycardie et un souffle d'insuffisance
mitrale. On distingue cependant trois types anatomiques de

MCNO primitives.

- Il existe les myocardiopathies dites obstructives
(MCO). qui sont des sténoses des ventricules. Les troubles
fonctionnels sont d'autant plus sévéres qu'ilsapparaissent
directement liés 3 la sténose du ventricule gauche (essouf-

lement et tachycardie d'effort, angine de poitrine, syncopes).

- Il existe enfin les cardiopathdies Lischémiques par
athéroscliénose coronaire. L'athérosclérose, maladie de la
paroi artérielle, porte dans 89 % des cas 1la responsabilité
des cardiopathies ischémiques. En réduisant 1'apport sanguin,
elle détermine une oxygénation insuffisante ou quasi nulle
du myocarde. L'évolution des lésions d'athérosclérose coronaire

peut aboutir & 1l'occlusion par le développement des plaques
d'athérome ou par thrombose.
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- D'autre part, au niveau du muscle cardiaque on
reconnait l'existence de lésions, d'apparence tumorale,
faites de volumineuses cellules dites "cellules araignées"
en continuité avec des fibres normales. De plus les léimyo-
sarcomes observés par BEARMAN (1974) dans le coeur humain

représentent des tumeurs malignes de muscle lisse.

IT - LES SYSTEMES NON MUSCULAIRES

Parmi les systémes contractiles, il existe des
systémes qui n'ont pas d'organisation précise dans les
muscles. Cependant des systémes contractiles se retrouvent
aussi bien dans le régne animal (les amibes, les leucocytes,
le cerveau, les plaquettes sanguines, etc...) que dans le
régne végétal (algues vertes, les myxomycétes) (WOHLFARTH-
BOTTERMAN, 1964).

Parmi les cellules animales, les unes sont sans
déplacement visible comme les cellules endothéliales (BECKER
et NACHMAN 1973), les cellules myoépithéliales (TANNENBAUM et
al 1969), les cellules de cerveau (WACHSBERGER et PEPE 1974)
et les fibroblastes (ADELSTEIN et al 1972). D'autres cellules
sont en mouvement et induisent des déplacements qui peuvent
étre lents mais qui sont nets. Parmi les cellules libres on
peut citer les amibes (WOHLFARTH-BOTTERMAN 1964, KOMNICK et
al 1973), les plaquettes dans les globules rouges (ADELSTEIN
et al 1973), les leucocytes (STOSSEL et POLLARD 1973) et les
macrophages (HARTWIG et STOSSEL 1975).

C - LES DIFFERENTS PROTEINES CONTRACTILES ET LEUR
POLYMORPHISME

La miscroscopie électronique a permis de distinguer
que la myofibrille est constituée de faisceaux de deux types

de myofilaments, les filaments épais et les filaments fins.
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Des expériences d'extraction différentielle fractionnée et
d'immunofluorescence ont permis de localiser la myosine
comme é€tant la protéine principale des filaments épais et

l'actine celle des filaments fins.

I - LES FILAMENTS EPAIS

Les filaments épais de la fibre musculaire striée
ont un diamétre de 13 nm et une longueur de 1.500 nm environ.
Dans le cas du muscle lisse, les filaments épais ont une
longueur variable, un diamétre de 10 3 35 nm et n'apparaissent
généralement en microscopie é&lectronique que lorsque le

J

muscle est contracté.

Les filaments épais sont des filaments cylindriques
aux extrémités coniques. Ils ont dans la partie médiane
(ligne M) un épaississement de 60 3 70 nm qui parait plus
dense en microscopie électronique. De part et d'autre de 1la
ligne M, les filaments épais sont décorés de projections
latérales ou ponts (longs de 7 & 10 nm) réguliérement ar-
rangés. Ils correspondent aux tétes globulaires des molécules
de myosine. Dans un méme plan transversal on trouve quatre
molécules de myosine (PEPE et DRUCKER 1979) et chaque plan
est séparé du suivant par 14,3 nm (HUXLEY et BROWN 1967).
Ces ponts sont disposés selon une hélice dont le pas est de

42,9 nm (figure I-5).

Une coupe transversale de la partie médiane du
filament épais révéle qu'en plus des molécules de myosine,
des filaments de 5 § 6 nm (les filaments M) sont paralléles
aux filaments épais de myosine auxquels ils sont reliés par
des ponts de 4 nm de diamétre (ponts M). Il existe 3 & 5
ponts M le long de la ligne M qui sont distants les uns des
autres de 20 nm. La principale fonction de toutes les
protéines M est d'assurer la cohésion entre toutes les
protéines du filament- épais au niveau de la ligne M. La
protéine C assure &galement un r&le de cohésion du filament

épais.
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1°) LA MOLECULE DE MYOSINE

Bien que classée parmi les protéines de structure,
la myosine posséde une activité enzymatique ATPasique. La
myosine se retrouve aussi bien dans les cellules musculaires
(ol elle représente 10 % du poids du muscle et 55 & 60 ¢ des
protéines myofibrillaires) que dans les cellules non muscu-

laires ol elle ne représente que 0,5 % des protéines totales.

a) neprisentation générale de La molécule

L'observation au microscope électronique de la
molécule de myosine permet de la décrire comme une:molécule
asymétrique allongée comprenant une téte formée de deux
parties globulaires de 9 nm, prolongée d'un bitonnet dont
les dimensions sont approximativement de 140 nm de long

et de 2 nm de diamétre (figure I-5).

L'analyse biochimique montre gqu'elle a un poids
moléculaire élevé (d'environ 480.000 daltons) et qu'elle
se compose généralement d'un dimére dont les chaines poly-
péptidiques sont approximativement de 1.800 résidus d'acides
aminés (les chaines lourdes). A ces chaines lourdes sont
associées, de fagon non covalente, des chaines peptidiques
de plus faible poids moléculaire, d'environ 20.000 daltons

(les chaines lé&géres).

Chaque monomére de poids moléculaire de 200.000
daltons environ a du cdté C-terminal (bdtonnet) une struc-
ture secondaire & 90 % d'hélice a ; la partie N-terminale,
sur laquelle sont associées les chaines légéres, a une con-
figuration encore mal connue (figure I-5). Deux monoméres
sont associés par leur b&tonnet pour former une structure

en double hélice.

Il est 3 noter que la myosine d'Amibe {Acanthamoeba
castellanii) a la particularité de ne posséder qu'une seule
chaine lourde d'environ 125.000daltons 3 laquelle sont as-
sociées de fagon non covalente deux chaines légé&res (POLLARD

et KORN, 1973).
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b) Parnticublarnitis de La molécule de myosine

-~

a) sensibilité a L'hydrolyse enzymatique

L'hydrolyse limitée par la trypsine permet de
séparer spécifiquement la myosine en deux fragments (BARANY
et al, 1964 ; TADA et al, 1969) les "méromyosines". Le premier
fragment de plus faible poids moélculaire (P.M. = 140.00 daltons)
appelé la méromyosine Légére (LMM) a une longueur de 90 nm,
elle est trés hélicoidale et précipite dans l'eau. Le second
fragment de haut poids moléculaire (P.M. = 340.000 daltons)
appelé méromyosine Lourde (HMM) a la propriété d'@tre soluble
dans l'eau (figure I-5). La comparaison des hydrolysats tryp-
'siques limités des myosines cardiaques et celles de muscles
squelettiques,met en évidence une vitesse d'hydrolyse plus
grande pour la myosine de muscle squelettique (BARANY et al
1964 ; TADA et al 1969).

L'hydrolyse limitée de la myocsine par la papaine

permet l'obtention de trois fragments : "fLa myosine-Rod"
(P.M. = 365.000 daltons) et deux autres fragments proba-
blement identiques (P.M. = 110.000 daltons) correspondant

-~

3 la partie globulaire de la myosine appelée HMM—S,. L'action
prolongée de la papaine permet d'obtenir des sous-fragments
de la HMM : les fragments HMM—Sl de 110.000 daltons et les
fragments HMM--S2 de 60.000 daltons (figure I-5). Le HMM—S2
est considéré comme une piéce d'articulation pour les ponts

myosine-actine (LOWEY et al, 1969).

Si la vitesse d'hydrolyse par la trypsine est plus
lente sur la myosine cardiaque, celle de la papaine est
identique pour la myosine cardiaque et celle du muscle sque-
lettique.

B) Polymorphisme des sous-unités des myosines
La myosine peut é&tre dissociée en sous-unités lourdes

et légéres sans qu'il y ait hydrolyse enzymatique (FREDERIKSEN
et HOLZER, 1968 ; WEEDS et LOWEY, 1971).
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En effet, l'utilisation d'agents dissociants {(urée 8M ; chlo-
rhydrate de guanidine 6M etc...) permet la séparation chaines
lourdes-chaines légéres indiquant que l'interaction entre ces
sous-unités se fait par liaison non covalente. Différentes
chaines 1lé&géres ont pu étre indentifiées et isolées par chro-
matographie sur DEAE-cellulose (WEEDS et LOWEY, 1971 ; HORVATH
et GAETJENS 1972), par précipitation & 1'alcool (STONE 1970),
par électrophorése préparative (LEGER et FOCANT 1973 ; KERCKAERT
1978) ou par précipitation isoélectrique (HIRATSUKA 1980).

v) Les sous-unités Légéres

En 1967, il a été mis en évidence que le muscle sque-~
lettique de Lapin était hétérogéne et possédait deux types de
muscle : du muscle blanc (rapide) et du muscle rouge (lent).

Les myosines extraites de ces deux types de muscles différent
par leur chaines légéres (LOCKER et HAGYARD, 1967) . Depuis,

grdce § l'électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence

de SDS, la composition en chaines lé&géres des myosines extraites
de différents types de muscles (tableau I-1) a pu é&tre déterminée
quantitativement et qualitativement (SARKAR et al 1971).

La dénomination, le poids moléculaire des chaines
légéres varient selon les auteurs. Ils dépendent du mode
d'isolement utilisé, de l'existence ou non de forme phosphorylée
et du gel de polyacrylamide choisi. Par exemple pour la myosine
de muscle blanc de Lapin (myosine de référence) les chaines
légéres d'environ 25.000 et 16.000 daltons, dissociées sélec-
tivement par utilisation de conditions dénaturantes a pH alcalin,
sont appelées les chaines légéres "alcalines". La chaine lé&gére
de 18.000 daltons environ, sélectivement dissocié&e par action
de l'acide 5-5'dithiobis 2-nitrobenzoique (DTNB), a &té appelée
la chaine lé&gére "DTNB" ou chaine légére-Nbs (WEEDS et LOWEY 1971)
et comme elle possé&de une forme phosphorylée, elle est appelée
aussi P-chaine légére (FREASON ET PERRY 1975). D'autres auteurs

nomment ces chalnes l&géres selon leur mobilité éléctrophorétique

croissante LCl, LC2, LC2_P et LC3 Ou encore pour montrer leur
appartenance 3 une myosine de muscle rapide LCf ' ch ’ ch_P et
£

LC3.
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Poips MoLEcULAIRE DES CHAINES LEGERE

MuscLE BLANc RaPIDE

DE LAPIN 25,500 17.400 15,100
(SARKAR et ak 1971)

MuscLE Rouce LENT
DE LAPIN 27.500 26,600 18,000
(SARKAR et al 1971)

MuscLE CARDIAQUE
DE LAPIN 26.800 17.800
(SARKAR et af 1971)

MuscLE Lisse D'UTERUS
DE VACHE 20,000 17.000
(TETAERT et al 1977) \

TABLEAU I-1 : Podids moléculaine des chaines Légeres
de myosine des principaux types de muscles
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A toutes ces momenclatures, nous avons préféré celle
qui relie la chaine légére 3 son poids molé&culaire approximatif
déterminé aprés électrophor@se sur gel de polyacrylamide en
présence de SDS 34 pH 8,4, car pour certaines myosines il
n'existe pas de mé&thode sélective pour isoler chacune des
chaines légéres ou encore il n'existe que deux chaines lé&géres
ou bien il est difficile de préciser s'il s'agit de muscle

rapide ou lent etc...

Pour chaque type de muscle, la myosine possé&de une
composition en chaines lé&géres caractéristique comme le montre
le tableau I-1 et, par exemple, la myosine de muscle cardiaque
des Vertébrés possédent deux types de chaines légé&res de 27.000
et 18.000 daltons environ (L27 et L28)'
de L18 a pu étre mise en évidence par électrophorése sur gel
).

Une forme phosphorylée

de polyacrylamide en présence d'urée 8M (LIB-P
Les différences dans les sous-unités 1&géres des

myosines sont &galement mises en &vidence lors de la comparaison

des myosines d'un méme muscle pour des espéces différentes (WEEDS,

1975 ; MAITA et al 1980). A partir des différences observées

dans la composition en chaines légéres des myosines est née la

notion d'.isocenzymes de La myosine. Cette notion d'isoenzymes

devenait évidente pour la myosine de muscle rapide de Lapin

possédant trois chaines légéres avec des rapports non stoé-

25 = 1,35 ; L16 = 0,65 et L = 2,0). De plus,

ceci suggérait l'existence d'homodiméres sur chacune des

chiométriques (L 18

(Lys
]
25 sur l'une des

tetes globulaires et L16 sur l'autre) (LOWEY et RISBY 1971 ;
SARKAR 1972 ; WEEDS et TAYLOR 1975). Ces suggestions ont é&té

confirmées

tétes globulaires) et d'hétérodiméres (L

- par 1l'étude des activité& ATPasiques d'activation
par l'actine des sous-fragments HMM-S
dent soit L

1 qui possé-

ou L (WAGNER et WEEDS, 1977) ;

25 16
- par la séparation des HMM-S (L25) et HMM-S, (L16)
par chromatographie d'affinité (TRAYER et al 1977) ;

- par l'électrophoré@se sur gel de polyacrylamide en
présence de pyrophosphate de sodium 20 mM de la

myosine "native" de muscle rapide de Poulet, qui



==
permet sa séparation en trois composants ; -1'homo-

dimére auquel est associé Lyg ¢ 1'homodimére augquel

est associé L16 et 1l'hétérodimére avec L25 et L

(HOH, 1978 ; D'ALBIS et al, 1979) ;

’

16

~ par l'isolement aprés électrophor&se sur gel de
polyacrylamide en milieu non dissociant et é&tude

des myosines homodiméres (LOWEY et al, 1979).

Tous ces résultats suggenent, en particulier les
différences de mobilité électrophorétique en milieu non
dissociant, que La notion d'isoenzymes de La myosine attribuie
aux chaines Légernes devait L'étre aussd aux chaines Lourdes (par
exemple, la myosine lisse possédant deux chalnes légéres ne
présente qu'un seul composant aprés Eélectrophoré&se sur gel de

polyacrylamide en milieu non dissociant) .
§) Les sous uniteés Loundes

L'hétérogénéité des chaines lourdes de myosine a été
mise en évidence pour la premiére fois lors de 1'étude de 1'hydro-
lyse limitée par la trypsine de la myosine de muscle squelettique
et de la myosine de muscle cardiaque. En effet, la vitesse d'hydro-
lyse par la trypsine de la myosine cardiaque de Lapin était
lente et le rendement pour l'btention de HMM—S1 et de HMM—S2
était plus faible que pour la myosine de muscle squelettique
de Lapin (BARANY et al, 1969). Depuis, afin de caractériser
les multiples formes de myosine dont les différences se situent
au niveau des chaines lourdes, quatre méthodes d'étude compa-

rative ont été utilisées :

- 1'étude de séquence de peptides et 1'é&tude des
cartes peptidiques obtenues aprés action d'agents
chimiques ou aprés hydrolyse enzymatique sur les
myosines, aprés électrophorése bidimensionnelle

sur gel de polyacrylamide ;
- 1'étude en microscopie électronique ;

- les études immunochimiques ;
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- 1l'&tude de gels d'acrylamide des myosines
"natives" effectués en milieu non dis-

sociant.

Par ces méthodes, des différences au niveau
des chaineslourdes de myosine extraites de différents
muscles d'une mé&me espéce (HUSZAR et ELZINGA, 1971 ;
MASAKI, 1974 ; FLINK et MORKIN, 1977 ; D'ALBIS et al,
1979) , des différences au niveau des chaines lourdes
d'un méme muscle pour des espéces différentes (HUSZAR
et ELZINGA, 1972 ; LEGER et al, 1979) ou encore 1l'exis-
..tence de plusieurs composants pour un seul muscle

(HOH et al, 1976) ont été mises en &vidence.

Cette notion d'isoenzymes de myosine dont
les différences se situent au niveau des chaines
lourdes et des chalnes légéres n'est pas une caracté-
ristique des systémes musculaires. En effet, les
études sur 1'Amibe Acanthamoeba casteflanii (MARUTA
et KORN, 1977 ; POLLARD et al, 1978) ont permis de

mettre en évidence trois types de myosine :

- la myosine de type 1I possédant deux
chaines lourdes (PM = 170.000) et deux
paires de chalnes légéres (PM =17.500
et 17.000)

- la myosine de type 1A possédant une
seule chaine lourde (PM = 130.000) et
deux chaines lé&géres (PM = 17.000 et
14.000)

- la myosine de type IB possédant une
seule chaine lourde (PM = 125.000) et
deux chaines l&géres (PM = 27.000 et
14.000) .

Les trois myosines ont des chaines lourdes
différentes,des propriétés enzymatiques différentes et

sont distinctes immunochimiquement.
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€] formation des gfilLaments synthétiques

Une autre caractéristique de la myosine, montrée pour
la premiére fois dans le cas de la myosine de muscle squelet-
tique de Lapin, est de s'assembler spontanément An vithro en
filaments synthétiques qui ressemblent fortement aux myo-
filaments épais natifs (HUXLEY 1963).

Les images de microscopie électronique en contraste
négatif permettent d'obtenir de nombreux détails structuraux.
C'est ainsi que dans des conditions proches de 1'état phy-
siologique les filaments synthétiques pouvaient &tre sous
forme de 44Laments bipolLaires qui pourraient rendre compte
des mécanismes de glissement des filaments lors de la con-
traction musculaire (HUXLEY et HANSON 1954, MOREL et al 1975).
Pour ces filaments, les tétes globulaires de la myosine sont
sur la périphérie et sont symétriques par rapport au centre
de symétrie du filament. Ces tétes globulaires correspondent
aux ponts qui se forment entre le filament fin et le filament
épais. Les filaments sont formés par assemblage téte-béche
anti-paralléle dans le milieu du filament et aux extrémités

par un assemblage paralléle.

Les filamentssynthétiques formés 4in vitho sont moins
longs que les filaments épais 4n vivo et de plus leursprojec-
tions sont plus longues et plus irréguliéres. Suivant la
myosine étudiée les filaments synthétiques ont des formes
et des dimensions différentes (longs pour la myosine de
muscle squelettique, plus courts pour ceux de la myosine
cardiaque, trés courts pour la myosine de cellule non mus-

culaire).

Dans des conditions particuliéres de tampon et
suivant la vitesse de polymérisation il est possible d'ob-
tenir des filaments synthétiques ayant les mémes longueurs
qu'a 1'état physiologique (HUXLEY 1963 ; KAMINER et BELL
1966) . L'accroissement de longueur s'accompagne d'une

régularité plus importante des filaments et des projections.
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Il y aurait pour les trés longs filaments une périodicité
de projections de 14,3 nm (MOOS et al 1975, MOREL et al
1979) . Cette valeur serait en trés bon accord avec la
périodicité mesurée par diffraction aux rayons X et at-
tribuée aux ponts entre filaments fins et filaments épais
(HUXLEY et BROWN 1967).

De nombreux facteurs, tels 1'ATP, le chlorure de
calcium, le chlorure de magnésium, le pyrophosphate de
sodium. .. influencent la formation de longs filaments bipo-
laires ayant le diamétre rencontré a 1l'état physiologique
(PINSET-HARSTRON et TRUFFY 1979). Dans ce cas, ces projec-
tions se dirigent vers l'extrémité, il existe une zone
centrale nue et de part et d'autre de cette zone centrale
il y a inversion de polarité. Il est intéressant de noter
que la chaine 1légére phosphorylée aurait un r8le dans la
formation des filaments (PINSET-HARSTROM et WHALEN 1979).

) composdition en acides aminis des myosines

La comparaison des compositions en acides aminés
des myosines de muscle squelettique de Lapin, du muscle
cardiaque de Boeuf montre qu'elles sont similaires & 1'ex-
ception de l'existence d'un résidu de 3-méthyl histidine
pour la myosine de muscle squelettique (HUSZAR et ELZINGA
1972). Les myosines de muscle squelettique et cardiaque
contiennent des résidus de mono-et tri-méthyl lysine qui
interviennent peut &tre au niveau du site actif de fixation
d l'actine (HARDY et al, 1970).

Cependant les compositions exprimées en nombre
de résidus pour 1.000 ne permettent pas de tirer de
conclusions quant 34 des différences é&ventuelles entre les
différentes myosines, surtout que les compositions ont &té
réalisées sur l'ensemble des différents composants des

myosines.
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n) L'activiteé ATPasique de La myosine

Parmi les propriétés de la myosine, 1l'une des plus
importantes est sa capacité a hydrolyser 1'ATP en ADP et
phosphore inorganique avec libération simultanée d'un proton
et d'énergie chimique directement utilisable et transformée
en énergie mécanique par le systéme contractile. Cette ac-
tivité APTasique (APT phosphohydrolase EC 3.6.1.3.) est
fortement modifiée An vitrno a des forces ioniques élevées
par la présence de cations divalents, par 1l'excés de substrat
et par des constituants du sarcomére, comme les proté&ines du

filament fin et particuliérement l'actine.

Les sites de fixation des nucléotides triphosphates
(NTP) sont localisés au niveau des tétes globulaires de la
molécule. Il existe deux sites de fixation des NTP dont le
premier est le site actif et le second le site de relaxation
(YOUNT et al 1972). Bien que de nombreux travaux aient été
entrepris sur les sites de fixation de la myosine (ATP et

actine), les résultats sont encore fragmentaires.

En fonction de la séquence en acides aminés d'un
peptide de 92 résidus (nommé Plo)’ isolé des chaines lourdes
de la myosine de muscle blanc de Lapin, il a &té montré qu'il
existe un résidu de NT—méthyl histidine proche de deux grou-
pements -SH (ELZINGA et COLLINS 1977). L'alkylation sélective
de ces groupements -SH conduit & des changements caractéris-
tiques des propriétés enzymatiques de la myosine. L'é&tude de
la gséquence en acides aminés du peptide P

10
régions de fixation du Mg2+—ATP ne seraient pas contigu&s dans

suggére que deux

la structure primaire mais devraient &tre prochesdans la struc-
ture tertiaire (ELZINGA et COLLINS 1977).

Des études théoriques, a8 partir du peptide PlO’
ont permis de montrer que le complexe cyclique de Mg2+- ATP
s'insére parfaitement dans une région de seize résidus
(figure I-6), et sept de ces résidus intéragissent fortement

avec le substrat (RAMIREZ et al. 1979).
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Aspé6

FIGURE I-6 : Schéima du s4ite de Liadlson et du site
catalytique de La myosine Mg-ATPase de muscle
squelettique de Lapin: Anteraction des Aept
acides-aminés clefs du P10 (ELZINGA et COLLINS
1977) et du Mg-ATP.

Ado est L'adénosine
MeH est La méthylhistidine

D'apnés RAMIREZ et al 1979
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La principale caractéristique de ce modéle repose sur le rdle
important d'un résidu de NT—méthyl histidine présent en position
69 dans chaque chaine lourde de myosine de muscle squelettique
de Lapin. Dans le cas des myosines d'autres muscles ne contenant pas
ce résidu méthylé, par exemple la myosine cardiaque, un résidu
d'histidine en position 69 pourrait jouer le méme rdle (RAMIREZ
et al. 1979). '

e . g G

- L'activité ATPasique Ca2 dépendante est l'activité
propre de la myosine. Le calcium a un effet activateur pour des
concentrations comprises entre 1 et 10 nM. En deg¢d, le calcium

=

est sans effet, au dela il est sans effet 3 faible force ionique

et inhibe la myosine & force ionique élevée en solution KC1
0,6 M par exemple (GREEN et MOMMAERTS 1953).

- L'activité ATPasique Mg2+ dépendante est faible quand
la préparation est pure. A force ionique élevée, 1le Mg2+ a un
effet inhibiteur puissant, tandis que cet effet inhibiteur est
moindre a faible force ionique. L'activité Mg2+—ATPase de 1la
myosine est modifiée en présence de protéines du filament fin,
l'actine principalement. Ainsi la présence d'actine et d'une
faible guantité de calcium active l'activité ATPasique de 1la
myosine. L'activité Mg2+ est l'activité propre de l1l'actomyosine
(SPUDICH ET WATT 1971).

- L'activité ATPasique dépendante des ions monovalents
(Na+ ; K s NHZ) sont des activités ATPasiques non spécifiques
des protéines myofrillaires. Ce sont les activités de différentes
particules cellulaires (microsomes, mitochondries...). Sur les
membranes on trouve en plus une activité ATPasique dépendante du

magnésium (SWYNGHEDAUW et al 1973).

L'activité ATPasique varie d'un muscle & 1l'autre pour
la méme espéce et d'une espéce 3 l'autre pour un méme muscle.
Cette activité ATPasique de la myosine est généralement pro-
portionnelle & la vitesse de raccourcissement du muscle
BARANY 1967) suggérant une signification physiologique des

activités ATPasiquesdes différentes myosines.
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Des questions restent néanmoins posées comme celle de
savoir oll est située l'activité ATPasique de la myosine et qu'elle
estlimportance des sous-unités légéres. Cependant il a pu &tre
montré :

- qu'une relation étroite existe entre l'inactivation
de l'activité ATPasique et la dissociation des chaines
lourdes-chaines légéres (DREIZEN et al 1970 ; DREIZEN
et al 1972) ;

~ que dans le cas de la myosine de muscle squelettique
de Lapin, les sous-fragments qui sont caractérisés
par la présence de l'une ou l'autre des chaines
légéres L ou L

25 16
les activités ATPasiques Ca

ne différent pas si 1l'on compare
2+ ou Mg2+ dépendantes
et ne différent que si 1l'on compare les activités
Mg2+—ATPases activités par l1l'actine (WAGNER et

WEEDS 1977) ;

- que bien que les chaines lég&res de la myosine
auriculaire et de la myosine ventriculaire de coeur
de Poulet aient respectivement le m@me poids molé-
culaire, il y ait de grandes différences dans les
valeurs des mesures de l'activité ATPasique dépen-
dante du calcium entre les deux myosines (DALLA-
LIBERA et al 1979) ;

- que l'élimination de la forme phosphorylée de la
chaine lé&gére de la myosine cardiaque ne provodque
pas de modifications de l'activité ATPasique dépen-
dante du calcium de la myosine cardiaque, mais une
augmentation des activités Mg2+—ATPase et Mgz+-ATPase
activée par l'actine. Ces valeurs redeviennent nor-
males lorsque l'on réassocie la chaine 1&gére phos-
phorylée & la myosine, ce qui suggére que lors de
1'élimination de la chaine lé&gére phosphorylée il y
a un changement de conformation de la myosine cardiaque
qui augmenterait l'interaction avec l'actine (MALHOTRA
et al 1979).
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2°) LA PROTEINE C

C'est une protéine dont la fonction structurale est
peu précise. Elle représente 2 % des myofibrilles (OFFER et
MOOS 1973). Ce qui la distingue des autres protéines myo-
fibrillaires,ce sont ses proprié&té&s physico-chimiques et
structurales. C'est une protéine monocaténaire de 140.000 de
poids moléculaire qui n'est ni complétement globulaire ni
allongée comme le suggére sa viscosité intrinséque. Son
contenu en résidus de proline est beaucoup plus &levé que
celui des autres protéines mycofibrillaires. Des &tudes en
dichroisme circulaire ont montré gue son taux en hélice o
est nul et gque sa structure secondaire est 50 % en structure

B et 50 % en pelote statistique.

La protéine C ne posséde pas d'activité ATPasique
et n'affecte pas celle de la myosine. Par contre elle abaisse
d'un facteur 2 l'activité ATPasique de la myosine activée par
1'actine et cette inhibition est indé&pendante de la concentration
en ions calcium (OFFER 1973). La protéine C ne fixe pas les
ions calcium en présence de magnésium. Deux molécules de
protéine C se trouvent toutes les trois paires de molécules
de myosine et elles seraient responsables de la cohé&sion du
filament épais et de la périodicité& avec lagquelle on retrouve

les tétes globulaires de myosine (figure I-5).

3°) LES PROTEINES DE LA LIGNE M (LES M-PROTEINES)

La ligne M aurait pour rG8le de maintenir les filaments
épais dans leur propre alignement quand la distance interfila-
mentaire augmente lors du raccourcissement longitudinal du
sarcomére (KNAPPEIS et CARLSEN 1968). Des études de micros-
copie électronique et des protocoles de préparation, fondés
sur des extractions par des tampons de force ionique é&levée,
ont permis de montrer que deux types de protéines constituent
la ligne M. En particulier, & partir du muscle pectoral de
Poulet, une M-protéine a pu &tre isolée et purifiée (MORIMOTO
et HARRINGTON 1972). Cette protéine est un dimére de 88.000
de poids moléculaire et a été indentifiée comme étant une
créatinekinase (TURNER et al 1973). En plus de sa fonction

enzymatique cette M-protéine pourrait jouer un r8le de pontage
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entre les molécules de myosine (WALLIMAN et al 1975).

Le second composant de la ligne M, qui adhérerait
directement aux filaments épais, a été& mis en évidence par
plusieurs auteurs (EATON et PEPE 1972, MANI et KAY 1978).
Cette M-protéine aurait une constante de sédimentation de
1'ordre de 58 et‘un poids moléculaire d'environ 165.000
daltons. Elle est constituée d'une seule chaine polypep-
tidigue contenant notamment 13 % d'hélice o et 35 % de
structure B (LANDON et ORIOL 1975).

II - LE FILAMENT FIN

Les myofilaments fins sont attachés de partet d'autre
de la strie Z, leur conférant ainsi une polarité inverse. Ils
ont chez les Vertébrés une longueur de lum et un diamé&tre de
7nm. Au microscope &lectronique le filament fin se présente
sous la forme de deux brins torsadés en hélice o dont le pas
est de 72 nm. Les brins sont constitués de 300 a 400 é&léments
globulaires de 5,5 nm de diamétre, les molécules d'actine G,

qui sont polymérisé&s en chaine.

Le marquage par des anticorps spécifiques (EBASHI et

al 1969) a permis d'observer les faits suivants :

- un filament trés fin s'étend sur toute la longueur
de la double hélice d'actine et est logé dans la
gorge (figure I-7). Ce filament, qui est cons-~
titué de tropomyosine, est long de 40nm pour un
diamétre de 2 nm. Les filaments de tropomyosine
s'étendent sur sept molécules de G-actine et

s'associent bout 3 bout ;

- des molécules globulaires sont réparties avec une
périodicité de 40 nm environ et ont un diamétre de
6,5 nm : les troponines. Ces troponines sont fixées

au filament fin par les filaments de tropomyosine.
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FIGURE I-7 : LES PROTEINES DU FILAMENT FIN  .D'APRES "GILLIS 1975
. LA F-ACTINE ( EN DOUBLE HELICE ) COMPOSEE DE MONOMERES
DE G-ACTINE
. LA TROPOMYOSINE ( TM )
SIS . LE COMPLEXE DES TROPONINES
Litge

- LA TN-T FIXANT LA TROPOMYOSINE

- LA TN-I INHIBANT LA CONTRACTION

- LA TN-C FIXANT LE CALCIUM
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1°} L'ACTINE

C'est la protéine la plus importante du filament fin
et c'est une protéine ubiquitaire. Elle représente dans le
muscle 25 % des protéines myofibrillaires (PORZIO et PEARSON 1977)
et se rencontre sous deux formes .:

- l'actine globulaire (£a G-actine) est constituée
d'une seule chaine polypeptidique et a un poids
moléculaire d'environ 43.000 daltons. Elle a la
particularité d'étre soluble dans l'eau et celle
de fixer, avec une grande affinité&, une molécule
d'ATP (ou 4d'ADP).

~ l'actine filamenteuse (£La F-ACTINE) est un poly-
mére de G-actine qui se forme facilement par aug-
mentation de la concentration en KCl. Lors de la
polymérisation, il y a hydrolyse d'ATP (fixé& sur
la G-actine) et 1'ADP formé reste fixé& sur l'actine.

L'actine est une protéine polymorphe. Des isoélectro-
focalisations effectuées sur différentes actines (WHALEN et
al 1976) ont montré que l'actine du muscle squelettique n'éxiste
que sous forme (actine a), tandis que l'actine isolée de
certaines cellules (par exemple les cellules non musculaires)
existe sous deux formes différentes (actine o et actine R).
Ces différentes actines ont le méme poids moléculaires mais
des points isoélectriques différents. De plus 1'étude de
1'actine isolée de fibroblastes d'embryons de Poulet a montré

l'existence de trois formes (actine ao,B et vy).

L'étude des structures primaires d'actines a bien
établi qu'il existe, chez les Mammiféres supérieurs, six
actines différentes : deux actines cytoplasmiques typiques
des tissus non musculaires, deux actines de muscle lisse,
une actine de type cardiaque et une actine squelettique
(VANDERKHERKHOVE et WEBER 1978). A l'inverse de la myosine,
il n'y aurait pas de spécificité& d'espéces pour un méme
muscle (VANDEKHERKHOVE et WEBER 1979).
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Il est & noter, pour l'actine de muscle squelettique,

1'existence de résidus d'acides aminés méthylés dont un résidu
de 3-méthyl histidine (ELZINGA 1970).

2) LA TROPOMYOSINE

La tropomyosine est une protéine fortement hélicoidale
(90 3@ 100 % d'hélice a) que 1l'on retrouve dans tous les tissus
musculaires et dans de nombreuses cellules non musculaires
(COHEN et COHEN 1972, CHAMLEY-CAMPBELL 1977). Isolée de tissus
différents pour différentes espéces, la tropomyosine possé&de
des propriétés physicochimiques et fonctionnelles trés similaires.
Pourtant deux formes majeures ont été misesen évidence dans le
cas du muscle squelettique : une forme a (PM = 36.000 daltons)
qui contient un seul résidu de cystéine ; une forme R (PM =
32.000 daltons) qui contient deux résidus de cystéine. Les
deux formes de tropomyosine ont une répartition tré&s différente

(80 4 85 % de la forme o et le reste en forme B).

Pour une méme espéce, comme le Lapin, des différences
sont observées selon le muscle &tudié& : si la tropomyosine de
muscle squelettique existe sous deux formes majeures, celle
isolée du muscle cardiaque n'existe que sous une seule forme
(la forme o). Les formes o de tropomyosine, isolé&es du muscle
cardiaque et du muscle squelettique, ont la méme composition en
acides aminés, la méme mobilité é&l&ctrophorétique et la méme
structure N-terminale. Ceci indique qu'il n'y a donc pas de
spécificité entre les deux musclespour la tropomyosine o. Les
microhétérogénéités observées, pour la tropomyosine o ainsi
que pour la tropomyosine B, par isoélectrofocalisation (CUMMINS
et PERRY 1973), sont attribuées aux formes phosphorylées des
tropomyosines (LEWIS et SMILLIE 1980).

Par contre pour un méme muscle il y a spécificité de
répartition des formes o et B. La tropomyosine du muscle cardiaque
des petits Mammiféres (Rat et Lapin) n'est présente que sous sa
forme o tandis que, chez les Mammiféres supérieurs (Porc et Homme),

la tropomyosine existe sous deux formes o et B (LEGER et al 1976).
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Il semble donc que la forme o de la tropomyosine soit
hautement conservée quelque soit le muscle et 1'espé&ce comme
1'ont montré les études des séquences totales en acides aminés
(LEWIS et SMILLIE 1980).

3°) LE COMPLEXE DES TROPONINES

Le complexe des troponines est responsable de la régulation
de l'activité contractile du muscle en raison de sa sensibilité
aux ions calcium et & l'action des phosphorylases. Reconnue comme
la seule protéine myofibrillaire ayant des sites de liaison de
forte affinité (YASUI et al 1968), elle est décrite comme une
protéine globulaire de 85.000 de poids moléculaire (HARSTHORNE
et DREIZEN 1973). Elle est hétérogéne et composée de trois
sous-unités : la troponine-I (TN-I) qui inhibe 1l'activité
ATPasique de l'actomyosine, la troponine-T (TN-T) se liant & la

tropomyosine, la troponine-C (TN-C) fixant le calcium (figure I-7).
a) La troponine-C (TN-C)

La TN-C a un poids moléculaire qui varie suivant le muscle
étudié : 20.000 pour le muscle cardiaque et 18.000 pour le muscle
squelettique (GREASER et GERGELY 1971). De nombreuses séquences
en acides aminés de TN~C ont &té totalement déterminées comme
celle du muscle squelettique rapide de Lapin (COLLINS et al 1973)
ou celle du muscle cardiaque de Boeuf (VAN EERD et TAKAHASHI 1976).
Elles ont permis d'établir, par homologie avec les parvalbumines,
la structure tridimensionnelle de cette prot&ine liant le calcium.
Il existe quatre boucles liant le calcium et chacune est stabili-
sée par deux hélices a (figure I-8). Des intéractions entre les
chaines latérales spécifiques des hélices stabiliseraient la
structure globale (WEEDS et MCLACHLAN 1974).

Dans le cas du muscle squelettique les sites I et II
seraient des sites spécifiques du calcium tandis gue les sites
IIT et IV seraient des sites calcium-magnésium de forte affinité
(LEAVIS et al 1978).
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FIGURE I-8 : STRUCTURE TRIDIMENSIONNELIE DE LA TN-C DE MUSCLE

SQUELETTIQUE DE LAPIN DEDUITE PAR HOMOLOGIE AVEC
LA PARVALBUMINE DE CARPE D'APRES WEEDS et Mc LACHLAN 1974
Ies symboles A et B correspondent aux hélices o et les symboles S
correspondent aux sites de fixation du calcium.
Les acides aminés ( en utilsation la notation dfune lettre
IUPAC-IUB 1968 ) encerclés sont les acides aminés hydrophobes
<Z§§§> importants pour stabiliser la structure. Les acides.aminés pointés(e)

sont les acides amin@s susceptibles de lier le calcium
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Dans le cas du muscle cardiaque, le site I aurait perdu

sa capacité 3 lier le calcium (VAN EERD et TAKAHASHI 1976). Parmi

les trois autres sites un seul serait spécifique du calcium mais

avec une faible activité, les deux autres seraient des sites

calcium-magnésium de forte affinité (POTTER et al 1977, LEAVIS

et KRAFT 1978).

Il est & noter que la structure tridimensionnelle des
TN-C des parvalbumines et des chaines lé&géres alcalines sont
similaires lorsqu'on compare entre elles leur structure primaire
(WEEDS et McLACHLAN 1974).

b) La troponine-1 (TN-I)

La TN-I apparait sous de multiples formes moléculaires
qui sont spécifiques des trois différents types de cellules mus-
culaires striées (rapide, lent et cardiaque) (DHOOT et al 1978).
Par exemple, le poids moléculaire apparent est de 28.000 daltons
pour la TN-I du muscle cardiaque et de 24.000 daltons pour le
muscle strié rapide. Des différences de séquences en acides aminés
ont été mises en évidence pour les TN-I de différents muscles
squelettiques et cardiaques (GRAND et al 1976, WILKINSON ET GRAND
1978) . Toutes les formes différent selon la longueur de leur

enchalinement polypeptidique.

I1 a été établi que la région liant la TN-C est localisée
dans la partie N-terminale de la molécule de TN-I (SYSKA et al 1976,
MOIR et PERRY 1977) tandis que la région se fixant & l'actine est
située dans une zone ol il n'existe que trés peu de mutations
(position 123 § 146). Ce fait n'a rien de surprenant lorsque l'on
considére la nature trés conservatrice de la molécule d'actine
(WILKINSON et GRAND 1978).

D'autre part, par des méthodes immunochimiques il a
bien &té établi qu'il existe trois formes de TN-I spécifiques

du tissu &tudié et non de l'espéce considérée (DHOOT et al 1978).
c) La troponine £ {TN-T)
De nombreuses &études ont été faites pour mettre en

évidence et caractériser les TN-T de différents muscles pour

différentes espéces.
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Toutes ces études montrent la grande hé&térogénéité des TN-T
quant au poids moléculaire apparent, par exemple : 37.000
daltons pour la TN-T du muscle squelettique de Lapin (GREASER
et GERGELY 1973), 38.000 daltons pour le muscle cardiaque de
Boeuf (CLARKE et al 1976), deux formes pour le muscle squelet-
tique de Boeuf de 40.000 et 37.000 dalton (CLARKE et al 1976).

La comparaison des TN-T d'un méme muscle pectoral pour
deux espéces différentes (Lapin et Poulet) révéle que les chailnes
peptidiques des TN-T ont une longueur et une composition en acides
aminés similaires. Il n'en est pas de méme si 1l'on compare les
muscles différents d'une méme espéce. Ainsi, la TN-T du muscle
pectoral de Poulet posséde 25 résidus d'acides aminés supplémen-
taire et une plus grande proportion d'histidine et d'arginine
comparée a la TN-T du muscle squelettique rapide de Poulet. De
plus, si la séquence des 6 premiers résidus de ces TN-T est
identique, leur contenu en résidu de tyrosine est différent
(2 résidus pour la TN-T de muscle rapide et un seul pour le

muscle pectoral).

Deux formes de TN-T ont été isolées du muscle squelet-
tique de Boeuf dont les poids moléculaires sont respectivement
similaires 3 ceux du muscle squelettique rapide et du muscle
cardiaque. Cependant le muscle squelettique de Boeuf étudié
posséde deux types de fibres musculaires (des fibres de muscle
lent et des fibres de muscle rapide) et ceci suggére l'existence
d'une forme de TN-T pour le muscle lent (CLARKE et al 1976).
L'hypothése de 1l'existence d'une forme de TN~T pour le muslce
lent a d'ailleurs été confirmée en utilisant des antisérums

monospécifiques des formes polymorphiques de TN-T.

IIT - LES AUTRES PROTEINES CONTRACTILES

D'autres protéines myofibrillaires ont été caractérisées.

1°) L'oa-actinine

Cette protéine a &té isolée pour la premiére fois comme

un composant mineur du muscle squelettique de Lapin (EBASHI et
EBASCHI 1965).
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Depuis cette mise en é&vidence elle a &té isol&e d'autres

muscles : muscle squelettique et cardiaque de Porc (ROBSON

et ZEECKE 1973), muscle cardiaque de Boeuf, muscle pectoral

de Poulet et muscle lisse de gésier de Poulet (SINGH et al 1977).
Ces protéines ont toutes la particularité d'avoir leur extrémité
N-terminale N-acétylée et de posséder un résidu de leucine en
position C-terminale (SINGH et al 1977). Elles sont néanmoins
différentes comme l'ont montré les études immunologiques et
1'examen des cartes peptidiques aprés hydrolyse trypsique
(BRETSCHER et al 1979).

L'étude de l'o-actinine du muscle squelettique de
Lapin a montré que c'est un dimére de poids moléculaire élevé
(200.000 daltons). Les deux chaines polypeptidigues sont
identiques ou similaires (SUZUKI et al 1976). Elles possédent
un fort pourcentage d'hélice o (74 %) et apparaissent au

microscope électronique comme un fin b&tonnet.

L'oa-actinine peut se lier 3 la F-actine pour former
des ponts réguliérement espacés (PODLUBNAYA et al 1975). La
liaison a-actinine-F-actine est déplacée par addition de tropo-
myosine (GOLL et al 1972). L'interaction actine-myosine est
également modifiée par l'a-actinine en augmentant l'activité
ATPasique magnésium dépendante de 1'actomyosine reconstituée
(SERAYDARIAN et al 1967).

L'o-actinine se trouve située prés des extrémités des
filaments d'actine dans les cellules musculaires : dans la strie
Z du muscle strié (ol 1'on pense qu'elle serait engagée dans
1l'ancrage des filaments d'actine) et dans les corps denses du
muscle lisse (qui sont aussi des points d'attache des filaments
d'actine). La fonction physiologique de l'o~-actinine reste

cependant tr&s peu connue.

2°) LA PARAMYOSINE

C'est une protéine du muscle lisse des Invertébrés,
de 105.000 de poids moléculaire, gqui a un rdle important
dans le processus du "catch", tension prolongé&e du muscle
des Invertébrés (SZENT-GYORGI et al 1971). La paramyosine
a longtemps é&té considérée comme une protéine de structure

mais des travaux récents montrent qu'elle intéragit avec la
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myosine (EPSTEIN et al 1976, HILDEBRAND et al 1979). Il y a

=~

compétition entre la fixation de la myosine & l'actine et 1la
fixation de la myosine & la paramyosine. L'affinité apparente
de la myosine pour la F-actine est remarquablement réduite

lorsque la myosine et la paramyosine sont associées.
3°) fa FILAMINE

Découverte récemment dans le muscle lisse de gésier de
Poulet, cette protéine a été mise en évidence dans différents
organes de Poulet tels le foie, le rein, le cerveau et é&galement
dans les cellules en culture d'autres espéces (Homme et Lapin)
(WANG et al 1975). Elle n'a pas été retrouvée dans les cellules

de muscle squelettique.

La filamine est une protéine constituée d'une seule
chaine polypeptidique de 250.000 de poids moléculaire qui a
la capacité d'interagir avec l'actine mais dont la fonction

physiologique reste mal connue.
4°) LA TITINE

Derniére née des recherches sur les protéines myofi-
brillaires, elle a &té mise en évidence dans les myofibrilles -
du muscle pectoral de Poulet. Des anticorps spécifiques de cette
protéine ont des réactions croisées avec des protéines similaires
des myofibrilles cardiaques et de muscle squelettique de nombreux
Vertébrés et Invertébrés (WANG et al 1979).

La titine est présente dans la ligne M, la strie Z et
les jonctions entre la bande A et la bande I. Elle serait cons-
tituée d'au moins trois sous-unités : un doublet dont chaque
chaine aurait un poids moléculaire de 1.000.000 de daltons et
une troisiéme chaine de poids moléculaire moins important
d'environ 500.000 daltons.

D - LA CONTRACTION MUSCULAIRE

L'interaction des filaments épais de myosine et des

filaments fins permet la contraction du muscle.
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La contraction musculaire a fait 1'objet de nombreux travaux,
tant pour ce qui concerne le processus mécanique, les phénoménes

biochimiques et la régulation de la contraction

I - LE PROCESSUS MECANIQUE

Pour rendre compte de la déformation & volume constant
de la cellule musculaire et du glissement entre les filaments
fins et les filaments épais, quelques mécanismes ont &té proposés
(HUXLEY 1969, ELLIOTT et al 1970, MOREL et al 1975).

1°) MECANISME SELON HUXLEY

Le mécanisme qui a été& proposé le premier et qui est
généralement le mieux admis est celui d'HUXLEY (1969). Les
tétes globulaires de myosine sont, dans un muscle relaxé, le
long des filaments épais du sarcomére. Lors de la contraction,
des ponts actine-myosine se forment par l'intermédiaire des
HMM—Sl de la myosine, ceci étant possible du fait de la flexi-
bilité de la jonction LMM et HMM—SZ.

ssement du sarcomére, un changement de structure au niveau de

Pour qu'il y ait raccourci-

HMM—S1 est nécessaire, ce qui permet le pivotement de HMM—Sl

par rapport 3 son point de fixation avec HMM—S2 entrainant le
déplacement du filament fin de quelques nanomé&tres. Quand HMM-S1
atteint son pivotement maximum, il se détache du filament d'actine
et reprend sa position initiale dans le filament épais. Il est

prét pour un prochain cycle attachement-pivotement.
2°) MECANISME SELON ELLIOTT

Selon ELLIOTT, des forces électrostatiques intervien-
draient dans le mécanisme. La contraction se produit par une
augmentation des forces électrostatiques répulsives qui s'exer-
cent entre les filaments fins et les filaments épais chargés
négativement (ELLIOTT et al 1970). Comme le volume de la cellule
musculaire est constant, durant la contraction une augmentation
de la répulsion interfilamentaire induit une diminution de la
longueur des fibres musculaires. Cependant, dans le mécanisme,
le r8le des ponts actine-myosine ("cross-bridges") n'est pas

élucide.
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3°) MECANISME SELON MOREL

Le plus récent des mécanismes est fondé sur l'hypothése
que la contraction pourrait résulter de la décroissance des forces
attractives entre les filaments, au lieu d'une augmentation des
forces répulsives. La stabilité du réseau filamentaire au repos
est due a4 un équilibre entre les forces répulsives (électros-
tatiques), attractives (forces de type Van der Waals-London)
et de forces supplémentaires dues aux ponts actine-myosine.

En effet on trouve dans le muscle au repos des ponts actine-
myosine dits "de repos" qui exercent sur les filaments fins

une tension mécanique radiale.

Lors de la contraction les tensions exercées par les
ponts actine-myosine seraient diminuées, car des ponts actine-
myosine "énergétisés", n'exercant pas de tension mécanique,
seraient formés. Les forces de répulsion seraient automatiquement
dominantes et il y aurait gonflement du muscle, donc diminution

de longueur (figure I-9).

II - LES PHENOMENES BIOCHIMIQUES

L'ATP est la seule force d'énergie utilisable par la
cellule. L'énergie chimique, qui est transformée en énergie
mécanique dans le muscle, provient de 1'hydrolyse de 1'ATP.

Elle s'effectue au niveau des tétes globulaires de la myosine.

L'influx nerveux libére des ions calcium des citernes
terminales sarcoplasmiques (atteignant une concentration de
10_5M). Aprés activation de la TN-C par le calcium l'activité

ATPasique de la myosine est alors effective.

Selon l'hypothése 4d'HUXLEY, la téte globulaire de la

"=

myosine serait "énergétisée" par 1'ATP et réagirait avec un
monomére d'actine. Il en résulte une modification conformation-
nelle de la téte globulaire de la myosine. 1'ADP et le phosphore
inorganique quittent ensuite le site de fixation de la myosine

et sont remplacée par une autre molécule d'ATP, avec au préalable
un pivotement de la téte globulaire et un glissement du filament
d'actine. L'hydrolyse de 1'ATP conduit & nouveau a la formation

=

du complexe ADP + Pi et 3 la modification de la position de la
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FIGURE I-9 : Mécandisme moléculainre possible du glissement

des myodilaments d'apnds MOREL et PINSET-HARSTROM
1975

(a) Le muscle est au repos. Des ponts Actine-Myosine
nestent (4ixés et exencent des tensions radiales.

(b) Le muscle est conthacté.les ponts Actine-Myosine
ne sont plus sous tensdon. Des ponts Actine-Myocsine
actifs sont en contact avec Le {LLament fin et Leun

activité est augmentie pan La priésence d'Actine
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tdte globulaire de la myosine, Ainsi la myosine peut agir

d nouveau avec un monomére d'actine (MANNHERZ et al 1973).

Selon MOREL (1975), quand est déclenchée la contraction
par l'arrivée du calcium sur la TN-C, de nouveaux ponts actine-
myosine se forment et il y a hydrolyse de 1'ATP car la myosine
est alors fortement activée par 1l'actine. L'énergie chimique
est utilisée pour diminuer la cohésion des ponts actine-myosine
et donc pour augmenter la répulsion des filaments fins et des

filaments épais.

ITTI - LA REGULATION DE LA CONTRACTION

Pour que le calcium puisse jouer son rdle régulateur
de la contraction des muscles squelettiques et cardiaques et
qu'il y ait hydrolyse de 1'ATP, la tropomyosine et le complexe
des troponines sont indispensables. L'emplacement de la tropo-
myosine prés du sillon de la double hélice de F-actine suggére
un mécanisme possible de blocage ou de libération de sites
actifs. La fixation du calcium sur la TN-C augmente l'affinité
entre la TN-I et la TN-C et le calcium active la TN-I phospho-
rylase. Le complexe TN-I phosphorylée/TN-C "pousse" la tropo-
myosine dans le sillon de la double hélice de F-actine. La
téte globulaire de la myosine peut alors se fixer & l'actine

(figure I-10).

Ceci n'est pas un mécanisme universel. Par exemple

les muscles de coquilles Saint Jacques n'ont pas de tropo-
. . ' 2+ . &

myosine : la régulation par le Ca se fait sur une chaine

légére contenue dans la téte de la myosine.

Cependant le calcium n'est pas le seul facteur qui
contrdle la contraction. Des phosphorylases, des phosphatasss,
des phosphokinases (c-AMP dépendantes ou Ca2+ dépendantes), des
calciprotéines comma la calmoduline, des hormones etc...
interviennent également dans le mécanisme de régulation de la

contraction musculaire.
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FIGURE I-10 Régulation de La contraction par glissement

de La Trhopomyosine ( TM) d'aprnés GILLIS 1975

(a) Le complexe TN-TM se ztrouve & La périphénie
de £'Actine

(b) Loxs de L'arnivée du caledlum sur La TN-C,Le
complexe se déplace vens Le silLon des deux
hélices d'Actine

(c) La place est ainsi Libérnie perméitant a La
tete globulaire de La Myosine HMM~S] de venin

se Lien a L'Actine
7 84S
LILLE



CHAPITRE I

DIFFERENCES AU NIVEAU
DES CHAINES LOURDES

DES MYOSINES CARDIAQUES
DE PORC
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Ce chapitre a fait 1l'objet des publications suivantes

- X. GRANDIER-VAZEILLE, D. TETAERT, H.F. HILDEBRAND and
G. BISERTE

Differences between left and right ventricular myosins :
existence of pig cardiac myosin isoenzymes ?

y17th

Warsaw (Poland) June 29-July 1, 1978, Proceedings 7,
(54)’ pa 92.

European Conference on muscle and celld motility

- H,F. HILDEBRAND, I. KRIVOSIK, G. BISERTE, D. TETAERT
and X. GRANDIER-VAZEILLE

Perineal rhabdomyosarcoma of a new born child : clini-
cal and biochemical studies with emphasis on diagnosti-

cal interest"”

y17th

Warsaw (Poland), June 29-July 1, 1978, Proceeding 7,
(59), p. 99.

Eunopean Conference on muscle and cell motility,

- X. GRANDIER-VAZEILLE, D. TETAERT, B. HEMON and P. LEMAY

New evidences of pig cardiac myosin isoenzymes

viz1th

Heildelberg (RFA), September 17-20, 1979, Proceedings 8§,
p. 110.

European Cenference on muscle and celd motility,

- H.F. HILDEBRAND, J.P. KERCKAERT and G. BISERTE
(Unité INSERM N° 124 and IRCL LILLE)
D. TETAERT and X. GRANDIER-VAZEILLE (U.16 INSERM LILLE)

Tumoral myosins of N(s 82 induced rhabdomyosarcomas in
Rat and Rabbit : comparative studies with adult and fetal

myosins of skeletal muscle.

tunopean Journal of Cell Biology, 1980, 20, p. 240-248.
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- X. GRANDIER-VAZEILLE, D. TETAERT, H.F. HILDEBRAND
and G. BISERTE

Pig cardiac myosin isoenzymes

Eunopean Journal o4 Cekf Biology, 1980, 21, p. 116-121.
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A - INTRODUCTION

Pour analyser les rhabdomyosarcomes (tumeur
maligne du muscle strié) induits par le sous-sulfure de
nickel (Ni3 82) des études structurales avaient permis
de montrer que malgré 1l'absence de contraction de la
tumeur, les rhabdomyosarcomes renfermaient des protéines
contractiles (Hildebrand et al., 1978) . Nous avions
été amené 3 étudier plus particuliérement la myosine ex-
traite de la tumeur et de la comparer aux myosines extrai-
tes du méme muscle normal a 1'état foetal et 3§ 1'état
adulte. Les myosines foetale et tumorale du muscle sque-
lettique de Lapin possédent une composition en chaines 1é-
géres similaire et forment des filaments synthétiques in
vitro longs et fusiformes mais différent dans leur capa-
cité & hydrolyser 1'ATP. Ces résultats nous avaient per-
mis d'envisager qu'entre les myosines tumorales et foeta-
les des différences existaient au niveau de leur chaines
lourdes et plus particuliérement au niveau de leur téte

globulaire renfermant des sites actifs.

Pour tenter de confirmer 1l'hypothése de 1l'exis-
tence d'isoenzymes de myosine, nous avons étudié le mus-
cle cardiaque, car ce muscle posséde la particularité
d'étre composé de quatre parties distinctes qui effectuent
un travail avec des puissances différentes. De plus, ce
muscle a été considéré pendant de nombreuses années comme

un tissu homogéne.

Dans cette optique de travail, des études com-
paratives ont été faites entre les myosines extraites des
ventriculesdroit et gauche, des oreillettes droite et

gauche et les préparations ont é&té effectuées en paralléle
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et & partir d'un méme coeur. Les &tudes ont été réa-
lisées sur des préparations de myosines dans un grand
état de pureté : les rapports de densité optique 3 280

et 260 nm des préparations en solution doivent dans tous
les cas étre supérieurs ou égaux a 1,6 et les électro-
phorégrammes sur gel d'acrylamide des myosines ne doivent
révéler aucun contaminant protéique (principalement les

protéines du filament fin).

Toutes les études (mesure d'activité ATPasique,
filaments synthétiques, hydrolyse par les enzymes ou les
agents chimiques) ont été effectuées sur la méme prépa-
ration et ont été reproduites ainsi pour huit préparations.
Enfin, les étapes de la préparation et de purification
des myosines sont conduites trés rapidement afin que les
mesures d'activité ATPasiques ou 1l'étude de la formation
des filaments synthétiques puissent é&tre réalisées 24 heures

aprés la mort de l'animal.

B - ETUDE DES MYOSINES VENTRICULAIRES
DROITES ET GAUCHES DE COEUR DE PORC

Pour comparer les chalnes lourdes des myosines
extraites des deux ventricules de coeur de Porc, nous
avons associé des études biochimiques a des études ul-

trastructurales.
I - ACTIVITES ATP-ASIQUES

La myosine, décrite dans le chapitre des géné-
ralités, est une molécule dont la propriété fondamentale

est d'hydrelyser 1'ATP,
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Elle a son site actif situé dans la téte

globulaire des chaines lourdes (partie N-terminale).
Pour localiser des différences éventuelles dans les
chalnes lourdes des myosines ventriculaires, il était
intéressant dans un premier temps de comparer leurs par-
ties N-terminales et donc leur capacités respectives &
hydrolyser 1'ATP.

L'activité ATPasique représente la vitesse
de réaction d'hydrolyse de 1'ATP selon le schéma sui-

vant :

M + ATP —/—> M-ATP &=—/—= M-ADP + Pi
L'activité ATPasique est le nombre de moles d'ATP qui
ont été hydrolysées par gramme de myosine et par unité
de temps. On l'exprime quantitativement quelque soit
la méthode de mesure (ATP non consommé §, ATP consommé §)
en nanomoles de phosphate inorganique libéré (Pi), par

minute et par milligramme de myosine (nmoles Pi x min_1 X mg_l).

La représentation en coordonnées semi-logarithmi-
ques des valeurs de l'activité ATPasique spécifique en
fonction de la concentration des ions Ca2+ réveéle, pour
les myosines ventriculaires comme pour la myosine sque-
lettique des counrbes sdigmoldes. Les myosines ventriculadihres
comme La myosine squelettique sont donc des enzymes de Ztype
allostinique. A la concentration de 10 mMoles en CaClz,
partie asymptotique de la courbe sigmoide, tous les si-
tes sont saturés et nous pouvons déterminer une vitesse

maximale (V max) de la réaction enzymatique.
1°) L'ACTIVITE ATP-ASIQUE DEPENDANTE DU CALCIUM

L'activité ATPasique dépendante du calcium a été

étudiée selon deuxconditions expérimentales.
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o) dans Les conditions expérimentales de Green
et Mommaents (1953) (AT VI-Ab¥)

Avant d'entreprendre les mesures de dosage de
l'activité ATPasique dépendante du calcium pour les myo-
sines cardiaques, nous avons effectué les mesures pour
différents muscles normaux ou foetaux de différentes es-
péces (Lapin, Rat, Vache, Homme). Les valeurs obtenues
par la méthode de dosage du phosphore inorganique libé-
ré selon Fiske et Subbarow, sont résumées dans le Ta-
bleau II-1. Pour la myosine du muscle squelettique blanc de

Lapin (myosine de référence), la valeur obtenue (546 I 4s

nmoles de Pi x min—l b4 mg_l) est comparable a celle don-
née par Leger et al., 1975, (567i150 nmoles de

; P | —J -
Pi x min X mg ) pour le méme muscle.

Dans le coeur de Porc, les dosages de cette
activité ATPasique ont été effectués sur les préparations
de myosines extraites a partir des ventricules droit et
gauche, ainsi que du septum (partie médiane), qui en
raison de son origine embryologique, serait du ventri-
cule gauche. Les valeurs obtenues pour ces myosines sont
données dans le Tableau II-2. Elles sont comparables
pour la myosine du ventricule gauche ("myosine—VG") et
celle du septum ("myosine-M"), mais elles sont inférieures
3 celles obtenues pour la myosine du ventricule droit
("myosine—VD").Les valeurs données pour les myosines car-
diaques ventriculaires sont la moyenne sur 8 préparations
et la valeur pour chaque préparation étant elle-méme

une moyenne de 10 déterminations.
Pour trois préparationsde mvosines ventriculaires,
nous avons comparé deux méthodes de mesure de l'activité

ATPasique :

. méthode de 1'ATP consommé par mesure du phos-

% AT VI-Ab signifie voir Appendice Technique § VI -Ab
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Myosines nmoles Pi x min~? x mg~1

Muscle normal (MBL) 546%48

LAPIN Muscle foetal (MFL) 510135

Muscle tumoral (MTL) 3of10

‘Muscle normal (MNR) 450360

RAT Muscle foetal (MFR) 471f21

Muscle tumoral (MTR) Gotzo

] Muscle lisse (MLV) 80i10
VACHE +

Muscle foetal (MFV) 661-21

Muscle foetal (MFH) 414t10
HUMAIN +
Muscle tumoral (MTH) 90-8

TABLEAU II-1 : Activités ATPasiques spécifiques dépendantes du
calodum de differnentes myosines.

Hydrolyse de L'ATP pendant 5 minutes dans Les con-
ditions expénimentales de Green et Mommaents (1953).
Dosage de L'ATP hydrolysé par mesure colordiméthdi-
que du phosphate inorganique Libérné (PL), selon
Fiske et Subbarow (1925).

MBL : muscle squelettique blanc de Lapin
MNR : muscle squeletitique rouge de Rat
MLV @ muscle Lisse d'utérus de Vache
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MYOSINE nmoles de Pi x min~l x mg~l
COEUR [Ventricule gauche ("myosine—VG") 144%10
DE {Ventricule droit ("myosine-V ") 233%30
PORC [Septum ("myosine-M") 137221

TABLEAU II-2

Activites ATPasiques splcifiques dépendantes du
caleclum des myosines ventrdlculaires de Porc.
Hydrnolyse de L'ATP pendant 5 minutes dans Les con-
ditions expénimentales de Green et Mommaerts (1953).
Dosage de L'ATP hydrolysé par mesure coloriméithri-
que du phosphore inorgandique (PL), selon Fiske et
Subbarow (1925).

Méthode de dosage de nmoles de Pi x min~
1'ATP hydrolysé

1 1

X mg-

"myosine Vp" "myosine vg"

métrique)

Phosphate inorganique 223 144

libéré (méthode colori-

Photons émis aprés hy- 216 152
drolyse de 1'ATP non
consommé (méthode de

bioluminescence)

TABLEAU II-3

g1s
LILLE

Activités ATPasiques spécifiques dépendantes du
caleium des myosines venthiculadines de Porc, obte-
nues aprds 5 minutes de néaction dans Les conditions
de Green et Mommaents (1953).

Dosage de L'ATP hydrnolysé par mesure colorimétrique
du phosphore inorgandique Libéné, selon Fiske et
Subbarow (1925).

Dosage de L'ATP hydrolysé parn mesure des photons
emis Lors de La réaction de L'ATP non consommé avec

Le couple Lucifenine/Lucipérase (bLoluminescence).
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phore inorganique libéré

méthode de 1'ATP non consommé par mesure des
photons émis lors de la réaction de bioluminescence
(AT VI Bb)

Les valeurs obtenues par ces deux méthodes pour un méme
temps de réaction (5 minutes) sont similaires que ce
soit pour la "myosine—VDT ou pour la "myosine—VG"
(Tableau II-3).

La méthode de dosage par bioluminescence nous
a de plus permis de tracer les courbes de 1'ATP consom-
mé, pour les deux myosines, en fonction du temps
(Figure Il-1). Ces courbes, non linéaires, révélent que
les vitesses d'hydrolyse sont différentes entre la “myo-

sine-Vp" et la "myosine-Vs" et qu'elles diminuent en fonc-

tion du temps.

) Dans Les conditions expérimentales modifiles
de Pope et al., [1980) [AT-VI-Aa)

Nous avons légérement changé les conditions ex-
périmentales précédentes en abaissant le pH a 8,0, la
concentration en KCl 3 0,4 M et en augmentant les temps
de réaction. Dans ces conditions les valeurs des activi-
tés ATPasiques spécifiquegde la "myosine—VD")et de la

"myosine-V_." du coeur de Porc, par dosage du phosphore inor-

G
ganique, bien qu'abaissées (temps de réaction plus longs)

vérifient toujours que l'activité de la "myosine-VD" est

G du coeur de porc

supérieure & celle de la "myosine-V
(Tableau II-4).

Dans tout ce travail sur les mesures de l'acti-
vité ATPasique dépendante du calcium, les valeurs va-
rient d'une préparation 3 l'autre comme en témoignent les

erreurs absolues, mais dans tous Les cas etudiés (11 pré-
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Préparation A 675 a0%s
Préparation B 77%6 a8ts
Préparation C 127%10 10112

nombre de nanomcles de
Pi x min~! x mg-1

"myosine vVp" "myosine vg"

TABLEAU II-4

Activiztes ATPasdiques spécifiques dépendan-
fes du calcilum des myosines ventriculaires

de Coeun de Porec.

Hydrolyse de L'ATP pendant 11 minutes pour

La préparation A, 10 minutes pour La pré-
paration B et 7 minutes pour La préparation C,
dans Res conditions expérimentales de Pope

et al. (1980) modifiées,

Dosage de L'ATP hydrolysée par mesune colori-
métnique du phosphore inonganique Liberné (PL),
selon Fishe et Subbarow (1925).
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parations), nous avons toujourns obtenu une valeur de
e + . s o
L'activite Caz -ATPasique de La "mgoA&ne-VD" supénieune

n
.

a celle de La ”mgoALne—VG

2°) L'ACTIVITE ATP-ASIQUE DEPENDANTE DU POTASSIUM
(Kt ATP-ASE)

Les valeurs de l'activité K'- ATPase des myo-
sines ventriculaires droite et gauche ont été détermi-
nées sur deux préparations. A partir de la premiére pré-
paration, les valeurs déterminées par la technique de
bioluminescence montraient des activités K+ -ATPasiques
similaires pour les deux myosines ventriculaires (233

nmoles Pi min ' mg_l).

Les valeurs obtenues pour La deuxieme prépara-
tion que ce 504t pan dosage du phosphore inornganique LLbé-
née ou des photons émis Lorns de La rnéaction de biolumd-
nescence (Tableau I1-5) sont similaires pour La "myo-
5Lne—VD" et La ”myo&ina-VG”. Ces résultats similaires
pour les deux méthodes de dosage sont aussi en accord
avec ceux obtenus lors de 1'étude des courbes d'acti-
vité ATPasique de la myosine ventriculaire en fonction

de la concentration en calcium.
3°) ACTIVITE ATP-ASTIQUE ACTIVEE PAR L'ACTINE

Les activités ATPasiques dépendantes du calcium
qui sont une mesure expérimentale pratique dans une étude
comparative, ne sont pas physiologiquement significatives.
In vivo, seules Res activités ATPasiques de La myosine ac-
tivee pan L'actine sont Lmportantes. Nous nous sommes donc
attachés a comparer les myosines ventriculaires dans les

conditions les plus physiologiques possibles.
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nmoles de Pi x min~! x mg_l
myosine Dosage du Pi li- Dosage de 1'ATP
béré par Fiske | non consommé par
et Subbarow bioluminescence
. + +
"my051ne~VD" 20-4 25-10
“myosine-v " 22%5 24%10

TABLEAU II-5

-
-

Activitis ATPasiques svécifiques dipen-
dantes du potassium des myosines ventriculadi-
res de coeur de Poirc.

Hydrolyse de  £'ATP pendant 5 minutes dans
Les conditions expérimentales de Green et
Mommaents (1953) (pour £'activité ATP asdi-
ques Ca2+ dépendante) en nemplacant Le
CaCEZ 10 mM pan L'EDTA 1 mM.

Dosage de £'AIP hydrolysé par mesune colo-
niméthique du phosphore inorganique LLbéné
[PL) selon Fiske et Subbarow (1925) et pan
mesune de L'ATP non consommé par mesure des
photons Libénés Lons de La néaction de bio-
Luminescence de La Lucdfénine.




Des études préliminaires nous ont permis de

montrer que :

. 1l'actine globulaire (actine-G) de muscle sque-
lettique de Porc & des concentrations de 2,2 et 4,4 ftmoles
n'avait aucun effet sur l'activité ATPasique de la myo-

sine.

. les essais effectués avec différentes actines
(du ventricule, de l'oreillette du coeur et du muscle
squelettique de Porc) n'ont pas permis de tirer de con-
clusions quant au pouvoir activateur de ces différents actines.
En effet.3 2 pumoles, l'activité ATPasique de la myosine
de muscle squelettique de Porc ("myosine-S") semblerait plus
augmentée par la F-actine de muscle squelettique que par
la F-actine isolée a partir des ventricules alors que le
pouvoir d'activation de ces deux actines serait similaire
dans une zone de concentration voisine de l7umoles cor-
respondant aux points de changement de pente des courbes

biphasiques obtenues par Pope et al., (1980) (Tableau II-6).

L'étude comparative des myosines ventriculaires
du coeur de Porc a été effectuée en présence des différen-
tes actines a plusieurs concentrations.Si les valeurs obte-
nues pour les actines des différents muscles ne sont pas
comparables entre elles, par contre pour une méme concen-
tration et quelque soit l'actine-F choisie, les valeurs ob-
tenues entre les myosines ventriculaires droite et gauche
peuvent étre comparées. Pour les différentes conditions
eétudiées Les valeuns de L'activité ATPasique des "myosine — V"
sont toujouns supérleunes a celles des "myo»sine—vp" ((Ta=

bleau 11-6 et T1I-7).

Les résultats donnés par Pope et al., (1980) sur
la myosine cardiaque de Rat nous avaient permis de choisir

les 3 concentrations (2 ; 20 et 40 umoles) qui représentent
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nmoles Pi x min~! x mg-1
Actine ventriculaire | Actine squelettique
de coeur de porc de porc

myosi d
Sréparation A 2 uM |20 uM | 40 uM | 2 uM | 14 uM | 29 uM
"myosine—VD" 84 185 59 88 124 108
"myosine-VG" 107 167 105 124 199 149
"myosine-S" 373 903 656 626 861 911

TABLEAU II-6

Activites ATPasiques spécifiques des myosines ac-
Iivées parn L'actine.

Hydrolyse de L'ATP pendant 11 minutes dans Les con-
ditions expénimentales de Pope et al. (1980).

Dosage de L'ATP hydrolysé par mesunre colorimétrique

du phosphore Linonganique £ibéné selon Fiske et Subbarow
{1925).

nmoles de Pi x min~1 x mg~l

Actine cardiaque de porc (5 uM)

Hggggﬁgiiéfgc ventricule oreillette
"myosine VD" 28 48
"myosine VG" 33 7
"myosine S" 343 500

TABLEAU II-7

Activités ATPasiques 4spécifiques des myosines ac-
tivées pan L'actine.

Hydrnolyse de L'ATP pendant 11 minutes dans Les con-
ditions expérnimentales de Pope et al. (1980).

Dosage de L'ATP hydrolysé par mesure colorimeétriqgue

du phosphone inorganique Libéré selon Fiske et Sabbarow
(1925).

WS
UILLE
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des points caractéristiques de leurs courbes d'activité
ATPasique. Les résultats gue nous avons obtenus pour les
différentes myosines du coeur de Porc activées par 1l'ac-
tine squelettique et l'actine cardiaque ont é&té rassemblés
pour une représentation selon Lineweaver et Burk (Figure II-2).
A partir de cespoints, on ne peut tirer aucune conclusion
quant au "Vp" et au "K," des differentes myosines, sauf
peut-&tre pour la "myosine-S" de Porc dont les

trois points sont alignés. Nous pouvons noter cependant que
les courbes obtenues pour les myosines cardiaques ventri-
culaires, auriculaires et la myosine squelettique sont

biphasiques:

4°) CONCLUSION

Pour Les myosdines rapidement préparies et avec
un deghé de punreté eLevé nous pouvons noten

- poun Les activités ATPasiques dépendantes
du calcium, dans tous Les cas ¢tudiés, la capacité i hydro-
lyser 1'ATP est supérieure pour la "myosine—VD" par rap-
port a la "myosine—VG". La méthode de dosage par biolu-

minescence a rhévéle que La capacdté a hydrolysen L'ATP n'est
pas une fonction Linéaine du temps. Cecd est congirmé par

Les mesunes des activités ATPasiques des myosines ventri-
culaines par méthode de dosage du phosphore Lnorganique

a difperents temps de rnéaction. D'autre parnt, ces mesuhrhes
confinment également que La partie septum du coeur et Le

ventricule gauche sont de méme origine.

- pour Les activités ATPasiques dépendantes du
potassium, méme s4L des différences signdficatives ont éxté
obsenvées d'une préparation a L'autre, les valeurs des
activités ATPasiques des myosines ventriculaires obtenues
pour une méme préparation sont identiques aux erreurs de

mesures pres.
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FIGURE II-2 : Courbes de £'activité ATPasique spécedifique des dif-

4erentes myosines activies par L'actine (squelettique
et carndiaque), dans La heprésentation de Lineweavexn
et Burk (1934),
Hydrnolyse de L'ATP pendant 11 minufes dans Les condi-
tions expénrimentales de Pope et al. (1980) modifiées
[KCZ = 30 mM}.

—~%—W- "myosine-V

1]

activie pan L'actine cardiaque

" activée parn £'actine squeleftique

n

— Q- =0— "myosine- activée parn L'actine cardiaque

D
- % — =~ "myosine- ?
G
- 0w -0~ "myosine- G activée pan L'actine squelettique ‘/ :
~O---A- "myosine-S" activie pan L'actine carndiaque

-A——A- "myosine-S" activée par L'actine squeleiiique
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- pour Les activités ATPasiques activées par
l'actine, £'actine-G n'a aucun effet sun Les activitis
ATPasiques des myosines ventrniculaires.Quelque soit

=~

la concentration et l'actine utilisée, la capacité &

hydrolyser 1'ATP de la "myosine—VG

est supérieure a

celle de la "myosine—VD".

ITI- FILAMENTS SYNTHETIQUES

Une autre caractéristique de la molécule de myo-
sine est de former des filaments synthétiques c'est-d-dire des
filaments qui se reconstituent 4in v{tho par diminution de
la force ionique. La formation des filaments est due 3 un
phénomeéne d'association, les molécules de myosine pou-
vant étre "téte-béche" ou "téte-queue" (Figure II-3).

Dans le premier cas d'association si les parties C-ter-
minales des molécules de myosines sont différentes, les
longeurs des filaments formés doivent aussi étre diffé-

rentes.

Pour comparer les parties C-terminales des

n
G
vement des préparations de myosine isolée du ventricule

molécules de "myosine—VD" et de "myosine-V (respecti-
droit et du ventricule gauche du coeur de Porc), nous
avons étudié la formation des filaments synthétiques

pour ces myosines. Les myosines utilisées pour cette
étude sont des aliquots des préparations sur lesquelles
nous avons effectué des mesures d'activité ATPasique.

Les filaments synthétiques sont formés & partir des pré-
parations de myosine dans les mémes concentrations et par

des dilutions identiques avec le méme tampon (AT VII-A).

n

D
du coeur de Porc sont bipo-

Les filaments synthétiques obtenus pour la "myosine-V

"

G
laires (Figure II-4). La pairtie médiane des {fLLaments est

comme pour la "myosine-V
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ASSOCIATION "TETE-QUEUE"

—/
T

ASSOCIATION "TETE-BECHE"

FIGURE II-3 : Lles deux modes d'association possible de molé-

cules de myosines, Les sites d'intéraction se
thouvant sun La LMM (Pepe (1967) ; Harrndington
et at. (1972)).

In vitrho La formation et La détermination de La
Longueun des 4iLaments est Le nésultat d'une
compétition des sites d'intéraction.

S4 L'intérnaction indtiale 5avak£4e L'assocdia-
tion "tete-beche", RLorhs de La difution Lente La
position des téetes globulairnes de La myosine
assocdée "tete-beche" impose aux autres molécu-
Les de myosines de s'associen "tete-queue" con-
dudisant a £'allongement du fiLament fjusqu'a
Gpuisement des molécules de myosine Libres pré-
sentes.

Lons de La dilution rapide La majeure pantie
des molécules s'assoclent “"téete-beche" et Les
filaments formés sont plus cournts et plus homo-
génes dans Leurn Longueun (Pepe (1967) ; Harnington
et al. (1973)).



FIGURE II-4

Filaments synthétiques de La myosine cardiaque

FIGURE II-5

de Porc précdpitiée parn dilution rapide, a par-
tin d'une solution de myosine (& une concentha-
tion de 1 mg/m) dans Le tampon Tris/CL 50 mM
pH 7,5 ; KCL 0,5 M, pourn obtenin une concentra-
tion en KCL de 0,1 M ; Mgctz 0,01 M (Le pH est
conserve a 7,5) pourn La

(a) "myoAine—VD"

(b) "myosine-Vg"

(Grossissement pan 120 000)

Schéma moléculairne de filament synthétique cournt
bipolaine formé par difution hapide. La paritie
médiane est Lisse et Les deux extrhémites elanrngies
en dventail représentent L'ensemble des tetes
globulaines dinigées dans Le meme sens.
(neprésentation selon PolLarnd (1975))
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Lisse et Les deux extrnémités s'élangissent en Eventall.
Les extrnemites nenglies du fiLament représentent L'en- ‘... -
semble des tetes globulaines (HMM-Sg) dinigées dans Le -
méme sens, Les molécules de myosine cardiaque etant
assemblies téte-beche (Figure T1I-5).

Une observation de La Longueur des filaments
synthétiques de myosines cardiaques révele La présence
de 4iLaments beaucoup plus courts pour La "myoéine-vv"
par rapport a ceux de La ”myoAine4VG" (Figune 11-6).

=

Une étude statistique des longueurs a donc été entre-
prise sur environ 400 filaments pour la “myosine—VD"
Un calcul d'erreur ef-

G
fectué sur la mesure des longueurs donne une erreur

ainsi que pour la "myosine-V

relative AL de l'ordre de 11%. Pour les filaments les

plus couréé, l'erreur absolue étant de 30 nm, nous avons
pour une étude de la fréquence des longeurs des filaments
choisi une largeur de classe supérieure 32 AL soit 100 nm.
Cette étude nous a permis de tracer les courbes de distri -
bution représentées sur la Figure II-7. Ces courbes met-
tent en évidence que les filawents sont répartis en cdng
pamilles, les maxima des pics de chaque famille étant dis-
tants de 160 nm. L'intégration des différents pics per-
met de quantifier le nombre de filaments dans chaque
famille (Tableau II-8).

Nous pouvons noter que

- 94 % des filaments sont répartis dans les

quatre premiéres familles.

- la proportion des filaments courtsde longueur

moyenne 280t30 nm est plus forte pour la "myosine—%)“

(50,3 ) que pour la "myosine—VG
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FIGURE II-6

Microscopie ZLectrondque en contraste négatdf,

des fLlaments synthétiques de myosine venthi-
culaire de Coeun de Porc formés parn dilution
rapdide.

n

{a) filaments de "myOALne—VD
(b) fiLaments de "myOAine-VG”

On note La présence de fLilaments tres counts ()
pour La "myobine—vv”.
(grnossissement pour Les deux figures : x 120 000)
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FIGURE II~7

1000nm () 500 1000nm

: Distribution en gréquence de La Longueun de 400

fiLaments synthétiques de myosine pour une Lax-
geun de classe de 100 nm.

(a) f4iLaments de La "myo&éne-UD"

(b) filaments de La ”myOALne-VG”

En abscisse : Longueur en nanométres des giLlaments
ey

En orndonnée : nombre de gLlaments, namenés a 100
qud ont une Longueur comprise entre 100 n et
100 (n+1)

O(nglz pour La ”myoALne—VD"

O¢ngls pourn La "myoaine-VG”

LILLE
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Longueur du filament correspondant au maximum du
pic dans la courbe de répartition

myosine
280 nm 450 nm | 600 nm | 860 nmj 1060 nm| 1350 nm
"myosine-VD" 50,2 27,5 19,5 1,7 1 0
"myosine—VG" 20,9 40,4 27,3 5,9 5 0,6

TABLEAU II-8 : Pourcentage de 4LLaments synthétiques ayant une Lon-

gueun moyenne €gale a La valeur du maximum d'un pic

de La courbe de rnépanitition.

Le nombre de 4ilaments ayant une Longueur moyenne
conrnespondante au maximum d'un pic, est calculé pan
intégration du plc. Les counbes de néparntition sont tha-
cles, a4 pantin de 400 filaments, en prenant une Lar-
geurn de classe de 100 nm.
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- le maximum de la distribution pour la

"myosine—VG correspond & des filaments de longueur mo-

yenne de 450i30 nm (40,4 %).

Ces études ont été effectuées sur cing prépara-
tions des myosines. Elles nous ont permis de constater que
si les préparations de "myosine-Vp" et de "myosine—VG"
étaient telles gque le rapport de densité optique 280/260 nm
est inférieur &3 1,5, ou que les myosines n'étaient pas ra-
pidement préparées et analysées, ces différences, entre

les myosines ventriculaires) n'étaient plus mises en évidences.

L'étude d'une préparation de la myosine extraite
du septum révéle des résultats analogues 3 ceux obtenus
pour 1la "myosine—VG". L'étude des filaments synthétiques e£
les valeurs de l'activité Ca2+ ~ATPasique montrent bien que
la myosine du septum et du ventricule gauche sont de méme

origine.

EN CONCLUSTON

- Pour la “myosine—VD" comme pour la "myosine-—VG

les filaments synthétiques reconstitués sont bipolaires.

~ L'étude de la longueur des filaments révéle
une répartition différente avec beaucoup plusde filaments
plus courts pour la "myosine—VD”.
L'étude d'une priéparation rnévele pour Les fila-

ments de La "myosine-M" des nésultats similfaires a ceux
n
G b4
parnties du coeur sont de méme ondgdne.

obtenus pour La "myosine-V ce qudi confiame que ces



II1 - ETUDE DES HYDROLYSATS ENZYMATIQUES DES MYOSINES

Pour préparer les tétes globulaires des myo-
sines (HMM-Sl), nous avons soumis les myosines ventri-
culaires droites et gauches & l'action d'endopeptidases.
(Elastase, pronase, thermolysine, pepsine et chymotryp-
sine) dans différentes conditions de température, de
temps d'hydrolyse et de rapport enzyme - substrat.

Parmi tous ces essais, nous avons selectionné les actions
de la chymotrypsine et de la pepsine car les hydrolyses
ont été effectuées en paralléle sur les deux prépara-
tions de myosines ventriculaires isolé&es d'un méme coeur.
Pour cette &tude les myosines préparées sont identiques
du point de vue pureté a cellesdécrites pour les expé-

rimentations précédentes.
1°) ACTION DE LA CHYMOTRYPSINE

Les expériences étant faites dans le but de pré-
parer le sous-fragment HMM--Sl des myosines ventriculaires, -

=

l'action de la chymotrypsine a été limitée 3 5 minutes.
a) Expérience en milieu non dissociant :

a) Chromatographie de gel giltration sur colonne
de Sépharnose 4B (AT X-H)

Seule la fraction soluble de 1'hydrolysat qui
précipite par relargage au sulfate d'ammonium entre
0-67 % de saturation a été analysée. Les profils d'&lution
pour la "myosine-VD" et la "myosine—VG" (Figure II-8) ne
montrent pas de différences dans les valeurs de Kav
(définition AT X A) des différents pics. Les valeurs
sont de O ; 0,33 ; 0,57 ; 0,77 et 1,00 pour les pics
A 3 E de l'hydrolysat chymotrypsique de la "myosine-VD"
et pour les pics 1 4 5 de 1l'hydrolysat chymotrypsique de la
fyosine-v".
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FIGURE II-8 : Profil d'élution, de La fraction précipitable
lentre 0 et 67 % de satunration en sulfate

d'ammondum) de £'hydrolysat Limité parn La chy-
motrhypsine ue La myosine ventriculaire de Ponrc,
obtenu pan chromatoghaphie de gel filtration sun
colonne de sépharose 4B en tampon Tals/HCL 15 mM
de pH #,5 ; KCL 0,5 M ; EDTA 1 mM ; DTT 2,5 mM ;
azide de sodium 200 mg/L et a 4°C.

{a) : ”myOALne—VD" ; (b) "myoAine—VG" {fga?\
Colonne (100 x 3,5 cm) ; débit 19,2 mL/h ; frac- \'”“{‘

tion ¥ 3,8 ml. Profil d'élution Etabli par spec-

-~

trhophotométnie a 235 nm.
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P

Toutefois, bien que des valeurs de Kav des pics

-

A 3 Eet 1l &5 soient identiques, il n'en est pas de

méme quant aux valeurs des densités optiques lues &

235 nm. Par exemple :

. le pic A (Kav = O0) est beaucoup plus impor-

tant que le pic 1.

les pics B et D (Kav = 0,33 et 0,77 respective-
ment) sont toujours plus petits que leurs homologues 2
et 4.

. les pics C et E (Kav = 0,57 et 1,00) sont ap-

proximativement identiques aux pics 3 et 5 respectivement.

Lo B) Electrophonese sun gel de polyacrylamide en
présence de SDS

La composition en polypeptides des différents
pics a été étudiée par électrophorése sur gel de polyacry-
lamide en présence de SDS (Figure II-9). Les é&lectropho-
régrammes montrent nettement gue la répartition en poly-
peptides analogues est trés souvent différente pour des

pics analogues.

L'exemple de la comparaison de deux fractions

"homologues” est caractéristique.

. pic D de l'hydrolysat de la "myosine—VD" et
pic 4 de 1l'hydrolysat de la "myosine~V " : absence totale
pour la fraction D de la bande polypepgidique dont 1la
migration électrophorétique correspond & un poids molé-
culaire de 100.000 daltons: Il n'en est pas de méme si

l'on compare les bandes polypeptidiques dont les mobili-

tés électrophorétiques correspondent a des poids moléculaires
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FIGURE II-9 : Efectrophonise en gef gradient (5-30 %) de polyacrylami-
de & pH 8,4 en présence de SDS.

A, B, C, D, E : neprésentent Les fractions {s0Lées, par chromato-
graphie de gel filtration surn colonne de sépharcse 4B, de La fraction
so0luble (0-67 % de saturation en sulfate d'ammonium) de L'hydrolysat
Limite, de La ”mgoaine—vv". par La chymotrypsine.

1, 2, 3, 4, 5: neprésententles fr1ctions 4s0lées dans Les mémes
conditions de La graction soluble (0-67 % de saturation en sulfate d'am-
mondium) de L'hydrolysat Limité de La ”myoAine—UG” par La chymotrypsine.

HC : cornrespond aux chaines Lourndes de La myosine (200 000 daltons).

HMM-S, : conrespond & La partie des chaines Loundes contenant La
téte globulaine (115 000 daltons).

L27 : conrespond a La chaine Légéene de plus haut poidsmoléculaire
de La myosine ventrniculaine de Pornc (27 000 daltons).

Lig cornrespond a La chaine Légére de plus faible poids moLéculalinre
de La myosine ventriculaire de Porc (18§ 000 daltons).

» : correspond a quelques uns des peptides differnents, soit
dans La présence, goit. dans La concentration relative, entre Les gractions
"

elutes d un meme K 4, de La "mgOALne—VD" et de La ”myosine—vG
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de 43.000 et 25.000 daltons.

. pic B de l'hydrolysat de la “myosine—VD" et
pic 2 de l'hydrolysat de la “myosine—VG" : présence dans
les deux pics homologues d'une bande polypeptidigque cor-

-~

respondant & un poids moléculaire d'environ 110.000 dal-
tons ainsi que des bandes correspondant a8 65.000 daltons
environ. Si 1l'on compare l'intensité de ces différentes

bandes protéiques, nous pouvons noter gque si la bande de
110.000 daltons est beaucoup plus intense pour le pic 2,

la bande de 65.000 daltons est plus intense pour le pic B.

A partir du profil d'élution et de 1'électro-

photorégramme nous notons :

. que le rendement de.production du sous-fragment
HMM-S (poids moléculaire de 110.000 daltons) est environ
deux fois plus faible pour la "myosine—vp" dque pour la

"myosine-v_".
Y o
. que, si certains polypeptidessont présents pour
les deux hydrolysats, ils ne le sont pas dans la mé&me pro-

portion.

b) Expérience en milieu dissociant :

a) Séparation par chromatographdie de gel filtra-
tion sur Sépharose 4B en priésence d'unie 4 M

Les profils d'élution représentés sur la Figure
II-10 montrent :

. que l'hydrolysat chymotrypsique de la "myosine-VD

(schéma a de la Figure II-10) peut &tre séparé en 44X ﬁics
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FIGURE II-10 : Profif d'élution, (de La {fraction précipitable entre

0 et 67 % de saturation en sulfate d'ammonium) de

L' hydrolysat Limité par La chymotrypsine de La myo-

sine ventriculaire de Porc, obfenu par chrhomatoghra-

phie de gel filtration sun colonne de sépharose 4B

en tampon This/HCL 15 mM de pH 7,5, urée 4 M ;

KCe 0,5 M ; EDTA 1 mM ; DTT 2,5 mM ; azide de sodium

200 mg/me et a 4°C. BUS™
(a) ”mgobine-vp” ; (b) "mgoALne—VG” Ltij

Colonne {100 x 3,5 ecm) ; débit 19,2 m&/h ; fraction

13,8 m€. Progil d'élution Etabli par spectrophotomé-
Inie @ 7235 nm.
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(A' 3 F') dont les valeurs de Kav sont respectivement de
o; 0,27; 0,50; 0,66; 0,77 et 0,86

. que l'hydrolysat chymotrypsique de la "mvosine—VG"
(schéma b de la Figure II-10- peut &tre séparé en 7 pics
(1'; 2' et 2'x ; 3'; 4'; 5' et 6') dont les valeurs de
Kav sont respectivement 0; 0,20; 0,30; 0,50; 0,66; 0,77 et

0,86.

Toutefois, 'comme nous 1l'avions noté pour la chro-
matographie en milieu non dissociant, les profils d'élution
obtenus par mesure de la densité optique & 235 nm mon-
trent des différences caractéristiques, comme par exemple :

=~

. 4 Kav = 0, le pic A' ("myosine-V_") est beaucoup

D
plus important gue le pic l'("myosine—VG").

. a Kav 0,86, les pics F'("myosine—VD") et
6'("myosine-VG") ne sont pas dans le méme rapport gque les

pics voisins (E' et 5') élués a Kav = 1.

B) Electrnophorese sun gel de polyacrylamide en
présence de SUS

Comme précedemment, les fractions obtenues aprés
élution des hydrolysats de la colonne de Sépharose 4B,
ont été é&tudiées en électrophorése sur gel de polyacryla-

mide en présence de SDS (Figure II-11).

Certes, la présence de sels (urée 4 M) ne permet
pas une excellente migration é&lectrophorétique. Cependant,
il est possible de retrouver des différences significati-
ves comme dans le cas des fractionnements par gel filtration

en l'absence d'urée 4 M. Par exemple

-~

. 4 Kav = 0,5, les pics C' pour l'hydrolysat de
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22" 3 4" 5 ' T

FIGURE II-11 ELectrophontse sun gel en gradient de
polyacnylamide [ 5 a 30% ) en présence de SDS & pH §,4
A' , B' , C'" , D', E' et F'lreprésentent Les
gractions Ls0lées parn chrnomatographie de geld
piltrnation surn colonne de Sépharose 4 B en
présence d'agent dissociant ( urée 4 M ) de 4La
graction soluble de L'hydrnolysat obtenu apres action
Limitée de La chymotrypsine sun La ”myoéine—vv".
', 2, 2", 3", 4" , 5' et 6' neprésentent Les
fractions Lsolées dans Les memes conditions de
La graction soluble de La "myoALne—VG"

T est Le témoin de migration qui est un extralt
brut de priparation d'actomyosine de muscle utérin
de Trude . Notons que ce témodin peamet de définin
Le poids moléculaire des nombreux polypeptides
obtenus a parntin des myosines carndiaques.

- indique Les pepitides qud sont différents dans
Les practions de méme Kav (| Abscence ou présence
en quanititiés différentes.
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la "myosine—VD" et 3' pour 1l'hydrolysat de la "myo-

sine—VG" montrent que les bandes polypeptidiques pré-
sentes ne sont pas dans les mémes rapports d'intensi-

té.

. 4 Kav = 0,66, les compositions en bandes po-
lypeptidiques des pics D' ("myosine—VD“) et 4' ("myo-
sine-v.") sont différentes. Il y a absence d'une bande

G
polypeptidique de 30.000 daltons environ pour le pic D'

L'hydrolyse parn La chymotrypsine, effectuée
sur huit préparations différentes de myosines ventricu-
laires (préparation nous ayant déja permis les études
de mesure d'activité ATPasique et des filaments synthé-
tiques), nous a peamis de noten dans tous Les cas des
diffinences enthe Les ”mgOALne-VD" et "mgoALne—VG”.

2°) ACTION DE LA PEPSINE

Il était interessant de comparer la susceptibilité
d'hydrolyse des chaines lourdes desiayosines ventriculaires
par des enzymes de spécificité plus large. Dans ce but
les préparations de myosines ventriculaires ont &té soumi-
ses 4 1l'action de la pepsine (AT IX-H), Seule , la frac-
tion soluble des hydrolysats qui précipite par relargage
au sulfate d'ammonium entre 0-67 % de saturation a été

étudiée.

o) Chrnomatographie de gel filtration surn colon-
ne de Sépharose 4 B

Les parties solubles des hydrolysats des "myo-
sine—VD" et "myosine—VG
gel filtration sur colonne de Sépharose 4 B dans les con-

ditions décrites (AT X-H).

" ont été chromatographiées par
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Les profils d'élution obtenus, représentés
Figure II-12 montrent les différences obtenues dans

les valeurs de Kav des fractionnements des hydrolysats :

la "myosine—VD“ gui comporte cing pics
(A & E) dont les valeurs de Kav sont 0,03; 0,33; 0,58;
0,87 et 1,0.

. de la "myosine—VG" qui comporte cing pics
(1, 2, 3, 3* et 4) dont les valeurs de Kav sont 0,03;
0,33; 0,47; 0,58 .et 0,87.

Si 1'on compare pour un méme Kav, les valeurs
des densités obtiques lues & 235 nm, nous notons é&égale-

ment des différences comme par exemple :

. da Kav 0,03, le pic A est plus important que

le pic 1.

0,58, le pic 3 est plus important que
le pic C.

B) L'élLectrophonése sun gel de polyacrylamide
en pnésence de SDS

Les fractions obtenues aprés chromatographie sur
colonne de Sépharose 4 B ont été étudiées par électropho-
rése sur gel de polyacrylamide en présence de SDS a
pH 8,4. Seules, les fractions D et 4 avaient été obtenues
en guantité suifisante pour leur étude comparative sur gel.
L'électrophorégramme montre pour la fraction 4 la pré-
sence d'une bande de 30.000 daltons environ qui n'est pas

observée pour la fraction D.



(a) A Y A 4 K 2 Y A '3 s Fl "
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

Fractions
4 D0 235 nm
4
0.2 3
(b) ] ‘ I } 2 ) KN 4 ', 4 '] ’
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 o .
Fractions
FIGURE II-12 Profil d'élution de La chromatographie de gel

filtnation sun colonne de Séphanrose 4 B des 4ractions
s508ubles des hydrnolysats obZenus aprés action Limitée
de La pepsine des myosines ventriculadires de Porc.

La chnomatoghraphdie est effectuée en tampon KCL 0,5 M ;
EDTA 1T mM ; NaN3 3mM ; Tris-HCL 15 mM de pH 7,5 sun
colonne | 100 x 3,5 cm ) & un débit de 19,2 ml et Les
fractions necuedlflies sont de 3,8 ml. Le fractionnement
est ndalkiseé a 4°C et Les counbes d'élution sont établies
par spectrophotométrnie a 235 nm.

(a) L'hydrnolysat de La ”myoALne—VD”

(b) L'hydrolysat de La ”myobine—VG”
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3°) CONCLUSION

Les nésultats que nous avons obtenudsur Les
”myoaine—vv" et "mgoALne-UG" hydrnolysées parn La chymotnrnyp-
sine ou parn La pepsine pendant des temps trnées courts,
ont peamis de montren que Les panties solubles des hydro-
Lysats sont différentes

dans Le nombre de polypeptides formés

dans La concentration nelative des différents
polypeptides priésents.

Nous avons pu en outrne montren que La quanitité
de HMM-S] obtenue a parntin de La "mycAine—VG" etalt supé-
hieure d'un facteurn 2 pan rhapport a4 celle obtenue pour La
"myOAine—VD".

IV - ETUDE DES HYDROLYSATS PAR DES AGENTS CHIMIQUES

Pour confirmer les différences obtenues au ni-
veau des chaines lourdes des myosines ventriculaires,
deux types d'agents chimiques spécifiques ont &té utili-~
sés : le bromure de cyanogéne (BrCN) et l'acide 2-nitro
5-thiocyanatobenzoique (NTCBA). Les résidus de méthionine
et de cystéine sont des acides aminés dit "rares", souvent
bien répartis le long de 1'axe polypeptidigque des protéines.
La coupure chimique par des agents trés spécifiques au
niveau des résidus de méthionine ou de cystéine devrait
donc permettre d'obtenir, 3 partir des chalnes lourdes
des myosines ventriculaires, des polypeptides de taille
moléculaire facilement identifiable par é&lectrophorése sur

gel de polyacrylamide.
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1°) ACTION DU BROMURE DE CYANOGENE

Cet agent chimique coupe spécifiquement la liai-
son peptidique du c6té C-terminal des résidus de méthio-
nine (AT VIII-A). Dans nos expériences, il a été utilisé
dans les mémes conditions (concentration de protéine, .
quantité de BrCN, température et temps d'hydrolyse) et
parallélement sur la "myosine—VD
dont les ré&sidus de cystéines ont é&té& préalablement réduits

et alkylés par l'iodoacétamide (AT VII-A-b). Les hydroly-

" et sur la "myosine—VG"

sats obtenus sont caractérisés par deux techniques diffé-

rentes.

a) Par chromatographie de gel filtration sur

colonne de Sephadex G 50 en tampon propionate de sodium
1 M, Tris HCl 50 mM de pH 9,5 (AT X-G) :

-~

Les profils d'élution obtenus a partir des hydroly-

D
gérement différents (Figure II-13) :

sats par le BrCN des "myosine-V et “myosine—VG" sont 1lé-

- sept pics (A et G) sont obtenus pour le frac-
tionnement de l'hydrolysat de la "myosine—VD".
. huit pics (1 a 8) sont obtenus pour le fraction-

nement de 1l'hydrolysat de la "myosine—VG".

Si les pic A, B, C, D, E et F du fractionnement de

D
temps de rétention et leur densité optique, a leurs homolo-

1'hydrolysat de la "myosine-V sont comparables, pour leur
gues 1, 2, 3, 4, 5 et 6 du fractionnement de 1l'hydrolysat
de la “myosine—VG", il n'en est pas de méme pour les autres
pics. En effet, les pics 7 et 8 de la "myosine—VG" n'ont
pas d'homologues dans le fractionnement de 1'hydrolysat de

la "myosine-VDY.
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1.0 P A .

40 S0 60 70 80 90 t(x:n)
4 D0 235 mm
1.0 L 1
2
0.5 p
i /7 8
5
3 6
I L 2 [y [
40 50 60 70 80 90 t (min)

FIGURE II-13 : Profdil d'élution parn chromatographie de gel
giltrnation sun colonne de séphadex G50 de L'hy-
drolysat par Le BrCN de La myosine ventriculal-

ne de Porc.
{a) "mgoALne—VD”
(b) "mgOALne—UG”
Tampon d'élution : Trnis/HCL 50 mM pH 9,5 ; pro-

pionate de sodium 1 M
Colonne {125 x 2,5 cm) ; débit 25,2 m&/h ;

graction =2 5 ml.
Progil d'élution par spectrophotométrie & 235 Am.
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b) Par électrophorése en double dimension

Cette technique a été choisie pour deux rai-
sons : elle permet une &tude comparative des électropho-
régrammes des deux hydrolysats migrant en parallé&le dans
les deux dimensions ; elle permet une &tude de 1l'hydro-
lysat total. Pour les deux hydrolysats par le BrCN,
deux types d'électrophorése en double dimension ont été

utilisés.

a) Is0électrofocalisation/ELecthophonise sun
gel de polyacrylamide en présence de SDS (AT IV-A)
Les électrophorégrammes des hydrolysats totaux

par le BrCN des "myosine-V_ " et "myosine-vV_." (Figure II~-14)

montrent des différences mglgré le faible gouvoir de sé-
paration, des peptides, par isoélectrofocalisation 44 & la
présence de sels et a l'alkylation préalable des myosines.
Ces différences sont dues soit 3 la présence de peptides
supplémentaires (fléches les indiguant sur la Figure) soit
a des concentrations relatives différentes entre les deux
électrophorégrammes pour des peptides ayant les mémes mo-

bilités électrophorétiques.

B) Electrnophonrese sun gel de polyacrylamide en
présence d'unée § M/ELectrophorntse surn gel de polyacryla-
mide en présence de SDS a pH §&,4

Comme dans le cas précédent, les électrophoré-
grammes (Figure II-15) révélent des différences : il

existe beaucoup plus de peptides de plus haut poids molé-

D
indiqués par des fléches sur 1l'électrophorégramme). Pour

culaire pour la "myosine-V (par exemple, les peptides

les peptides de méme mobilité électrophorétique les rap-

ports de concentration sont différents.
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1° dimension - + . 1° dimension

o

dimension

7~

FIGURE 1I-14 ELectrophontse en double dimension
' des hydrnolysats obtenus apres action du BaCN des
myosines ventriculaines préalablement alkylée pan
L'{odoacitamide.
1° dimension Is0¢lectrnofocalisation sun gel
de polyacrnylamide a é % en tube selon Le
protocole de O' FARELL 1975
2° dimension Electrophonese sun gel de polyacrylamide
en plagque (| 15% ) en présence de SDS a pH §,4
( migration de £'anode vens La cathode ).
- Lndiéuent Les polypeptides différents
(a) Hydrnolysat de fa "myc;ALne—VD"

(b) Hydrnolysat de La "mgoALne-VG"
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1° dimension 1° dimension

~g————2° dimension

\ I ,
LILLE a

FIGURE TII-15 Electrnophonese en double dimensdion
des hydrnolysats obtenus aprés action du BaCN
des myosines ventriculaines préalablement alkyliée
parn L'iodoacétamide,
1° dimension Electrophonise surn gel de polyacrylamide
( 20% ) en tube en prisence d'urée 8 M a pH 8,4
( migration de L'anode vens fLa cathode )
2° dimension Electrophonrése sun gel de polyacrylamide
{ 15% ) en plague en présence de SDS a pH §,4.
( migrnation de L'anode verns La cathode )

» indiquent Les polypeptides diLffirents.

(a) Hydrolysat de La ”mgoALne-VD"
{(b) Hydrolysat de La "mgoaine—vG"
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2°) ACTION DE L'ACIDE 2-NITRO 5-THIOCYANATOBEN-
20T QUES (NTCBA)

Le NTCBA hydrolyse préférentiellement les liai-
sons peptidiques du c6té N-terminal des résidus de cys-
téine (AT VIII-B). Cet agent chimique a &t& utilisé sur la
"myosine-VD" et la "myosine—VG“ dont les résidus de cys-
téine avaient é&té& préalablement réduits en milieu dissociant

(AT VII-B-a).

Pour un meilleur rendement de 1'hydrolyse des

myosines, une réductiggﬂégg résidus de cystéine est L ana™s
necessaire. Nous avons doné dans un pPremier temps déter-
miné pour les myosines ventriculaires les meilleures con-
ditions de réduction. Aprés diverses combinaisons (Ta=
bleau -9}, 1l'hydrolyse compléte, que nous suivons par la
guantité de chalnes lourdes présentes dans l'hydrolysat,
a été obtenue en utilisant soit le B-mercaptoéthanol (i
une concentration de 2 nmoles par gramme de myosine) en
présence de SDS 10 & (P/V) comme agent dissociant, soit
le D, L-dithiothreitol (1 nmole par gramme de myosine)

en présence d'urée 8 M (Figure II-1§).

Dans tout notre travail comparatif, nous avons

D G
préalablement réduites par le DTT (1 nmole/g de myosine)

effectué les hydrolyses des "myosine-V et "myosine-V

en présence d'urée 8 M. Les hydrolysats des "myosine—VD"

et "myosine-V_." sont analysés par &lectrophorése sur gel
Yy P

G
de polyacrylamide :

a) Electrophonese monodimensionnelle en phésen-
ce de SDS a pH §&,3

L'électrophorégramme (Figure I1I-17) entre les

G montre, bien

hydrolysats des "myosine—VD" et "myosine-V
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AGENT DISSOCIANT
AGENT REDUCTEUR SDS UREE
en nanomole par gramme en & ( p/v ) | en mole par litre
de myosine
5 % 8 M
B-mercaptoéthanol
( ME ) 2nM/g 2nM/g
10 .3
B-mercaptoéthanol
( ME ) 2nM/g
5% 8 M
DL-Dithiothréitol
( DTT ) InM/g 1nM/g
10 %
DL-Dithiothréitol
{ DTT ) 1nM/g
Tableau II-9 ”‘ﬁiﬁﬁénenteA combinaisons de dissociation

et de réduction de La myosine en solution dans Le
Le tampon KCL 0,5 M ; EDTA 3mM ; Trdis-HCL 0,1 M
de pH 8,2 pourn effectuen L'hydrnolyse par Le NTCBA

(RS
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FIGURE II-16 ELectrophonese sun gel gradient de
polyacrylamide ( 5 - 30% ) en présence de SDS a pH §,4
de R'hydrolysat obtenu aprnes action du N.T.C.B.A.
de La ”myoaine—vp” préalablement nédudite pan
(a) Le g-mencaptoéthanol ( 2 nM/ g de myosine )

en phisence d'uréie § M

(b) ZLe B-mencaptoéthanol ( 2 nM/g de myosine )
en présence de SDS 10%
(c) Le DL-DAthiothréitol ( 1 nM/g de myosine )
en présence d'urée & M
Notons que dans Les conditions (b) et (c) , Les chaines

Loundes de La ”myoALne—VD” sont totalement hydrolysies.
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FIGURE

e
\ g /

II-17 ElLectrophonése sun gel gradient de polyacrylamide

-

( 5 - 30% ) en plaque en présence de SDS a pH §,4
des hydrolysats obtenus apnes action du N.T.C.B.A.
des myosines ventriculainrnes préalablement nédudites
parn Le DL~Dithiothnéitol ( 1 nM/g de myosine )

en présence d'unée § M

(a) Hydrnolysat de La "myoALne-VD"

(b) Hydrnolysat de La "mgoALne-VG"

Les fléches jndiquent Les polypeptides différents
{ w= | 504t en proportdion {==w=] 504t par La présence

entre Les hydrnolysats des deux myosines ventrlculaines.
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qu'il y ait de nombreux peptides possédant les mémes
mobilités électrophorétiques, qu'il existe de nombreuses

différences :

. beaucoup plﬁs de peptides de haut poids
moléculaire pour la "myosine—VD".
i
. des peptides de mobilités électrophorétiques
identigues n'ont pas 1l'intensité de coloration dans le

méme rapport.

B) ElLecthophonrese en double dimension : gel de
polyacrylamide en présence d'urée & M/gel de polyacryla-
mide en présence de SDS

Pour une meilleur résolution des bandes protéi-
ques, ces hydrolysats ont été séparésen paralléle par
€lectrophorése en double dimension (AT IV-B). Les électro-
phorégrammes (Figure II-18) révélent les différences déja
observées sur le gel de polyacrylamide aprég+€lectrophorése

monodimensionnelle en présence de SDS :

. des polypeptides de plus haut poids moléculaire

pour la "myosine—VD" (indiqués par les fléches)

. des concentrations relatives différentes entre

les différents polypeptides des deux hydrolysats.
3°) CONCLUSTON

L'étude des hydrnolysats des "myoALne-UD" et
"mgobine—VG" apres action du bromure de cyanogéne nous
a veamis de montren des difpérences. Ces différences
sont telles que nous avons plus de peptides de plus haut
poids moléculairne poun La "myOALne—VD" et que fLes peptides
de méme mobilité ElLectrnophoréitique ne sont pas présents
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+ 1° dimension = & - 1° dimension +

o
0
-~
0
5
=]
-~
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o
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a +
FIGURE TII-18 Electrophoneése en doublfe dimensdion des

hydrolysats obtenus aprés action du N.T.C.B.A.
des myosdines ventriculaines préalablement réduites
par Le DL-Dithdiothréitol ( 1 nM/g de myosine )
en présence d'unée § M
- 1° dimension Electrophonrese surn gel de
polyacrylamide ( 20% ) en tube en présence d'urnée § M
a pH §,4
- 2° dimension Electrophonése sun gel de
polyacrylamide ( 15% ) en plaque en présence de SDS
a pH §,4
(a) Hydrolysat de La "myobine—vp”
{(b) Hydrolysat de La "myoaine—VG"
» indiquent Les polypeptides différents | s0it par La présence
504t en proportion
+ = - indique Le sens de La migration de L'anode vens La cathode

T ¢ est Le Témoin myosdine indiquant Les polds moléculaines

°

de 200.000 ; 20.000 et 18.000 envinon
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dans Les mémes hapports de concentration.

Des nésultats analogues ont e£8 obtenus en uti-
Lisant Le NTCBA comme autre agent d'hydrolyse.

V - ANALYSE DES ISOENZYMES DE MYOSINES VENTRICULAIRES PAR
ELECTROPHORESE SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE EN MILIEU NON
DISSOCIANT

La technique d'électrophorése en milieu non dis-
sociant (AT III-c) permet la migration électrophoré&tique
de la myosine & 1l'é&tat natif (sans dissociation préalable
chalines lourdes - chaines légéres). Elle exige l'utilisa-
tion de gels de polyacrylamide de faible réticulation, une
température des tamponsﬁﬁgkmigration voisine de 0° C et
1'utilisation de tampd%iggéforce ionique élevée (le
pyrophosphate de sodium & 40 mM). Toutes ces conditions
la rende d'un emploi malaisé. Toutefois elle a permis de

montrer par exemple

. que les myosines extraites de différents muscles
avaient des mobilités électrophorétiques différentes
(D'Albis et Gratzer, 1973).

. que les myosines des muscles lents et rapides
de Poulet pouvaient &tre séparées respectivement en deux
et trois formes &lectropliorétiques (Hoh et al., 1977).
Nous avons appliqué cette technique 3 nos myosines

ventriculaires en y apportant quelques modifications :

nous utilisons des gels de polyacrylamide en
plaque (14 x 8 x 0,25) au lieu de gel en tubes, ce qui

permet des déplSts plus importants.
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. nous ne faisonsmigrer que les préparations de
myosines purifiées (vérifiant les critéres déja enoncés)
celles ci étant préalablement centrifugées, au lieu

de déposer des extraits bruts de myosine.

Les profils densitométriques des électrophoré&-

grammes de la "myosine-V_." et de la "myosine-V

D G
(Figure II-19) révélent que si les myosines ventriculaires
possé&dent trois composants (Vé ; Vé ; Vg pour la "myo-
: - " 1 N 2 . " . - " -
sine VD et VG ; VG ; VG pour la "myosine VG ), les mo

bilités électrophorétiques et la proportion relative de
ces composants différent entre 1la "myosine—VD" et la
"myosine—VG" (Tableau II-10). Par exemple si les bandes

Vé et Vé ont sensiblement la méme mobilité électrophoréti-
que, elles sont dans un rapport Vé / Vé = 1,25. De méme,
les bandes VS(;tVé gui ont la2méme3mobilité électropho-
rétique sont dans un rapport VD / VG = 3,55.

Les bandes protéiques de plus faible mobilité
électrophorétique ne peuvent pas é&tre attribuées a des
agrégats de myosine. En effet, les myosines déposées sont
"fraichement" préparées et sont de plus centrifugées pendant
deux heures a 106.000 g. Les bandes protéiques de plus
grande mobilité électrophorétique ne peuvent étre pour
leur part attribuées & des contaminants car les myosines
déposées identiques du point de vue pureté vérifient les

critdres précédemment décrits.
EN CONCLUSTON

Les myosines ventriculadihres ("mgoune—vv" et
”myoaine—VG”) de Pornc adulte migrent en élLecthophonrise
sun gel de polyacrylamide en milieu non dissociant scus
La fonrme de trnodis bandes protéiques dont Les mobilitis
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sl
mobilité

éléctrophorétique

mogfiité
éléctrophorétique

FIGURE II-19 Ennegistrnement densitométnique des éLectropho-

négrammed des myosdines ventriculaines " natdves "
obtenus apres éLectrhophordse sun gel de polyacnylamide
( 3% ) sun plague en tampon glycérol 10% (p/v) ;

DIT 5mM ; pyrophosphate de sodium 20 mM de pH §,8

(a) Préparation de La "myoALne—VG"
(b) Préparation de La "mgOALne—VD”
] 7 3 " , "
V., 3 V., et V sont Les composants de La "myosdne-V dont
G G G G

Les mobilités electrnophonétiques sont nespectivement de
2,35 ; 3,1 et 6 cm

V; ; V; et V; sont Les composants de La ”myoALne—VD” dont
Les mobillitis ElLectrnophondtiques sont nespectivement de

3,1 6

-

et 8,1 om . HUS'
LILLE
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% DU COMPOSANT DE MYOSINE
MYOSINE DE MOBILITE ELECTROPHORETIQUE

2,35cm|  3,lem [ bHem 8,lcm

n n - 2 3_
MYOS INE-V,) 0 Vp=65,9 [ v =18,8| v =15,3
"MYosINE-V " vizaz | v3=52,7 | v3=5,3 o
G G G r G r
TABLEAU II-10 Pourcentage des différents composants de

myosine dont Les mobilites Electrophoritiques sont
mesuries au maximum des plas

Ce pourcentage est détenminé pan Antergration
automatique.
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Electrophonétiques peuvent éthe nésumées

] 12 7 3 3
Ve < Vp = Vg K Vp = Vg < Yy

et dont Les concentrations mesurées pan Lnté-
gration (S) des pics peuvent etre résumées panr

S VG LS vp s (s g s vEd sy

VI - ESSAIS DE SEPARATION DES ISOENZYMES DE MYOSINE.
CARDIAQUE

En fonction des résultats précédents, la myo-
sine ventriculaire est composée de plusieurs variants.
Il était interessant de pouvoir séparer ces différents
variants, de les obtenir dans un grand état de pureté,

de les analyser et de les comparer entre eux.

La chromatographie liquide par gel filtration,
la chromatographie liquide d'affinité et 1'é&lectropho-
rése préparative ont &té& envisagées en vue de leur

séparation.

1°) LA CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE DE GEL FILTRATION
SUR COLONNE DE SEPHAROSE 2 B

A partir des préparations de "myosine-VD" et
de "myosine-V_.", des chromatographies de gel filtration
sur colonne de Sépharose 2 B ont été effectuées (AT X-I).
Les profils A'é@lution obtenus (Figure II-20) ne sont pas
identiques mais compte tenu de la faible séparation des pics,

les fractions collectées ne sont pas homogénes. Le con-
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1.01D 0 235 nm

C
B
A
0.5 L
(a) 1 ' ¥ 3 3 iy ] A
10 20 30 40 50 60 70 Y’
( minutes )
3
1.0 g D0 235 nm
2
0.5 p=
1
(b) 2 8 8 2 [ | B ’
10 20 30 40 50 60 t’
( ménutes )
FIGURE II-20 Profil d'élution de Za.chaomatogmaphie'de gel

filtnation sun colonne de Séphanose 2 B ( 100 x 2,5 cm)
en tampon KCL 0,5 M ;DTT 25mM ; Trdis-HCL 15 mM de pH 7,5
des myosines ventriculadrnes., Les fractions' rnecuedllflies
sont de 3,8 mf envinon et Le débit est de 19,2 mi

(a) La préparation de "myosine-V_ "

D

(b) La préparation de ”myoALne—VG"

. Les counbes d'élution sont établies parn spectrophotométrdie a 235 nm.
Ay
ULLE
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tr8le de ces fractions a été fait par é&lectrophorése
sur gel de polyacrylamide en présence de SDS & pH 8,4.
Les électrophorégrammes révélent que les fractions
sont toutes similaires. Elles contiennent des bandes
protéiques correspondant aux chaines lourdes et aux

chaines légéres de la myosine ventriculaire.
2°) LA CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE

Les myosines ventriculaires possédant des sites
de fixation du calcium, nous avons essayé de séparer les
différents variants par chromatographie d'affinité sur
colonne d'époxy-Sépharose 4 B activée en utilisant le
calcium comme chelateur (AT XI) . Les profils d'é&lution
(Figure II-21) révélent qu'une forte partie de myosine
n'est pas retenue. Pour é&luer la faible quantité de myo-
sine retenue sur la colonne, il faut employer de 1'EDTA
50 mM.

G
sous la forme d'un grand pic (noté 1 sur la Figure) avec

Aprés passage de 1'EDTA, la "myosine-V est éluée
un épaulement (2) dans la partie descendante, tandis que
la "myosine—VD" est &luée sous la forme d'un grand pic
(C) avec deux épaulements dans la partie ascendante
(A et B). La comparaison des temps de rétention des dif-

férents pics permet de montrer que le pic 2 de la "myosine—VG"

-~

et le pic € de la "myosine—VD" sont élués a des temps de
rétention similaires. De méme pour le pic 1 de la "myo-
]

sine-Vv .’

g et le pic’ B de 1la "myosine—VD".

En raison de la faible capacité de la colonne et
du chélateur choisi (le Ca d'électronégativité faible),
il ne nous a pas été possible de séparer‘qualitativement
et quantitativement ces différentes fractions et de les

rechromatographier. Seule, une électrophorése sur gel de
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A
6. 2 D 0 280 nm
T A ¢ D
B
0.1 B
Gi) - Y i 4 ' ” 1 [ )
10 20 30 40 70 80 90 Fractions
4» DN 280 nm
1
0.2 L
3
0.1 =
—f
(b) [ 'y 4 i [y
10 20 30 40 70 80 90 Fractions
FIGURE 1IT-21

BUS
LILLE

Les counbes d'élution sont Etablies par spectropnotome

Profel d'élution de La chromatographie sun
colonne d'époxy-Sépharose 4 B activée pan Le caledlum
des myosines ventrndlculairts de coeun de Porce.

La chrnomatographie est efpectuée en tampon KCL 0,6 M
This-HCEL de pH 8,0 sur colonne ( 80 x 0,9 ecm ) &

un débit de 25,2 me/h et Les fractions necuedllies
sont de 2 mL. Le practionnement est néalisé

avec un gradient de pH décrodssant ( de pH §,0 &

pH 6,5) a 4°C. Les f4ractions netenued sont tlules
parn Le tampon de pH 6,5 contenant 50 md d'EDTA (‘

"

Ea) La préparation de La "myosine-V,

n

(b) La préparation de La ”myosLne—UG
sthnie a 280 nm
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de polyacrylamide a pu étre effectué@et a révélé

. gque les différentes fractions étaient compo-

sées de chaines lourdes et des deux chaines lé&géres

. que les mobilités électrophorétiques des
bandes protéiques homologues des différentes fractions

étaient identiques.

3°) L'ELECTROPHORESE PREPARATIVE SUR GEL DE PO-
LYACRYLAMIDE

Comme nous l'avons montré précedemment, par la
technique d'électrophorése sur gel de polyacrylamide en
milieu non dissociant, nous pouvons séparer en une seule
étape les différents composants des myosines ventriculai-
res. Cependant. les gquantités isolées par é&lectrophorése
préparative sont faibles. Pour obtenir une quantité suf-
fisante de chaque composant et pour des études ultérieures
nous avons multiplié les dépSts. Actuellement, aprés fixa-
tion, coloration et séparation des composants protéiques,
nous tentons de mettre au point un protocole d'élution des

protéines.
4°) CONCLUSION

Les différnentes techniques employlées nous ont
permis de montrnen des différnences entre Les ”myOALne-VD”
et "mgobine—vG”. Si Les techniques chromatographiques pern-
metient de séparen ces myosdines ventralculaires en plu-
sdieuns fractions et de Les Ais0len , ces fractions sont
néanmoins hétérnogénes et dodlvent etre nrepurdfiies.

Parn contre Les techniques électrophorttiques ont
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permis une bonne séparation des différents composants
protéiques des myosines ventriculaires, madis ces compo-
sants n'ont pas Ete Lis0L8s quantitativement fusqu'a
présent.

C - ETUDE DES MYOSINES EXTRAITES DES OREIL-
LETTES ET DES VENTRICULES DE COEUR DE PORC

I - ETUDE DES ACTIVITES ATP-ASIQUES

Deux types de mesures d'activité ATPasique

ont été effectués :

. L'activité dépendante du calcium,ne faisant
intervenir que peu de param@tres, permet une é&tude

comparative simple,avec une bonne reproductivité.

. L'activité ATPasique des myosines activées
par l'actine, plus proche des conditions physiologiques,
fait intervenir un paramétre supplémentaire : la
concentration en F-actine. Ce paramétre variant avec le
temps est mal maitrisé. En effet, la réaction
F-actine = G-actine est une réaction d'équilibre. Dans
ces conditions, les activités ATPasiques ne sont repro-
ductibles que pour une méme série (méme concentration

d'actine par exemple).
1°) L'ACTIVITE ATP-ASIQUE DEPENDANTE DU CALCIUM

Les mesures ont été faites dans les conditions
décrites (AT VI-A-b) & pH 8,0. Pour trois préparations,
nous avons toujours obtenu des valeurs de l'activité

+ . P P - .
Ca2 -ATPasique lé&gérement supérieure pour la préparation
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de myosine extraite de l'oreillette droite "myosine—OD"

par rapport & celle de l'oreillette gauche "myosine—OG"
(Tableau II-11). Si les différences sont peu significa-
tives quand on compare les valeurs de mesure de l'activi-

té ATPasique des myosines desoreillettesentre elles, il n'en
est pas de méme lorsqu'on compare les valeurs des myo-

-~

sines des oreillettes 3 celles des ventricules : 2a valfeun

des actlvites Ca2+

-ATPasique des myosines extraites des
onelllettes est plus de trhodls fois supérieure a celles des

myosines extraites desventricules (Tableaw TI-11).

Les résultats résumés dans le Tableau II-11 réve-
lent que, dans le cas des myosines ventriculaires, la ca-
pacité & hydrolyser 1'ATP des myosines auriculaires n'est

pas une fonction linéaire du temps.
2°) L'ACTIVITE ATP-ASIQUE ACTIVEE PAR L'ACTINE

Nous avons étudié les activités ATPasiques des
myosines ventriculaires et des myosines auriculaires
droite et gauche activées par différentes actines 3 plu-
sieurs concentrations (actine extraite du muscle squelet-
tique de Porc ; actine extraite des ventricules de coeur
de Porc et celle extraite des oreillettes de coeur de
Porc). Les valeurs obtenues pour les différentes myosines
sont représentées dans le Tableau II-12. Elles permettent
d'observer que quelque soit la concentration et l'actine
utilisée ces résultats sont homogénes. Comme dans le cas
des myosines ventriculaires (décrites précedemment) les
valeurs des activités ATPasiques des "myosine—OD" et
"myosine-OG" en présence d'actine, sont inversées par
rapport 3 celles obtenues en présence de calcium
(Tableau II-11).



-110-

nombre de nanomoles de Pi x min“l X mg—l
" : - n n : - n n : - n n : -
myosine-0n myosine OG myosine-Vp myosine VG"
Préparation A 354 N.D 67 40
(hydrolyse 11 min)
Préparation B 357 331 77 48
(hydrolyse 410 min) |
Préparation C 427 360 127 101
(hydrolyse 7 min)
TABLEAU II-11 Activités ATPasiques splcifiques dépendantes

du caledum des myosines aurlculaines et ventrniculaines
de coeun de Ponc

L'hydrnolyse de £L'ATP est-efbectute pendant des

temps différents pourn Les différentes préparations
dans Les conditions expénrimentales de POPE et al. 1980
Le dosage de L'ATP hydnolysé est néalisé pan mesune
colorndimétrnique du phosphore inorgandique Libéné | PL )
sdelon La méthode de FISKE et SUBBARQW 1925

( m
LHLE
N
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nanomoles de Pi x min—~l b4 mg_1
Actine Ventriculaire
‘Myosine de Porc
Préparation A 2uM 20 um 10 um
"myosine-o_" | 178 291 289
" myosine-VD" 84 135 59
" myosine—VG" 107 167 105
nanomoles de Pi x:min—l X mg_1
Actine Squelettique
Myosine de Porc
Préparation B 2 M > UM 10 UM{ m?
. ) ;
*myosine-0_" 27 25 20
'”"""‘myosine-ocw 72 42 45
‘myosine—vpﬁ 48 N.D 20
"myosine-S* 373 903 . 656
nanomoles de Pi x min~! x mg
Actine Cardiaque 5 uM
MyoSine'de Porc
Préparation C Ventriculaire Auriculaire
“myosine-OD" 88 140
‘“"“"'myesine-oG" 241 309
'"°*"mybsine-VD" 28 48
'"""—‘myusine-vg" 33 71
“myosine-g" 343 500
TABLEAU I1-12 Activités ATPasdiques splelifiques des myosines

activées par L'actine. L'hydrolyse de L'ATP est effectute selon
Les conditions expénimentales de POPE et al. 1960. Le dosage

de L'ATP hydrolyst est néalisé pan mesune cofornimétrique du
phosphorne inonganique £ibéné (PL) selon FISKE et SUBBAROW 1925
{a) activation parn £'actine ventriculaine de Pore.

(b) activation pan L'actine de muscle squelettique de Poxc
q

(¢) activation par L'actine ventriculaine et auriculaine de Porc.
L'activation par L'actine (a) et (b) est effectuie pan diffErentes
concentrations d'actine.




-112-

Al -1 3

Flumole x mg x min)x10~

10

|

J.//‘

5

- | A ‘ b A . ahmesmmmassammmn i -1

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 ! (et )

FIGURE 1I1-22 Counbe de L'activiti ATP-asigque éspleifique

de {La ”myOAine—ov” activéie par L'actine caadiague
dans La neprésentation selon LINEWEAVER et BURK 1934,
L'hydrnolyse de £'ATP est effectule pendant 1! mn
dans fLes conditions de POPE et al, 1980 modifiée

( en présence de KCL 30 mM) ‘
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La comparaison des activités ATPasiques des
myosines auriculaires et ventriculaires montrent gqu'en
présence d'actine, il y a diminution des différences
observées en présence de calcium. Les activités ATPasiques
obtenues pour 1l'actine cardiaque & différentes con-
centrations, rassemblées dans une représentation selon
Lineweaver et Burk (Figure II-22) ne permettent pas de
tirer de conclusion quant au "vm" et au "Km" mais montrent

que la courbe obtenue est biphasique.

ITI- ETUDE DES HYDROLYSATS OBTENUS APRES ACTION DU
N.T.C.B.A.

A partir des myosines préparées pour effectuer
les mesures d'activité ATPasique, nous avons comparer la
sensibilité 3 1'hydrolyse par le NTCBA des chaines lour-
des des myosines extraites de l'oreillette et celles ex-
traites des ventricules. Les préparations de myosines dont
les résidus de cytéine étaient préalablement ré&duits par
le DTT en présence d'urée 8 M ont été soumises & l'action

du NTCBA.

Les hydrolysats obtenus ont été étudiés par
électrophoré&se sur gel de polyacrylamide en présence de
SDS & pH 8,4. L'électrophoré&gramme des hydrolysats de
myosine de ventricule droit et d'oreillette gauche
(Figure II-23) met en évidence que si certains peptides
ont une mobilité électrophorétique similaire il existe
de nombreuses différences. En particulier, nous notons
la présence de peptides de plus haut poids moléculaire
pour la myosine extraite de l'oreillette gauche (indiqués

par des fléches sur la Figure II-23).
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FIGURE TI-23

» indiquent Les polypeptides différents
présence, s0it dans Les propontions )
des deux myosdines.

\lue/

ELectrophondse sun gel de polyacrylamide
( gradient de 5 - 30% |
S0S a

en plague en présence de
pH §,4 des hydrnolysats obtenus apnes action

du N.T.C.B.A. des myosines préalablement nédultes
pan Le DL-Dithiothrnéitol |

en présence d'unée 8§ M
(a) Hydrolysat de La ”myoALne-UD"
(b) Hydrolysat de La "myoALne-OG"

1 nM/g de myosine )

{ s0it par La
entne Les hydrolysats
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ITT ~ CONCLUSION

Les nesuliats obtenus enthe Les myosines ex-
traites des oneilleittes et des ventrnicules de coeun
de Pore névelent

que fLes activités ATPasiques dépendantes du
cakedlum sont différentes et peuvent etre nésumies par

09D %D VoY Ve

qu'en priésence d'actine ces diffénrences sont
Lnvensies pour Les myosines ventrlculadlnes ainsi que
pour Les myosdnes aurdlculalnres. Ces nésultats se rhésu-

ment ainsi :

06y 0N V6D ¥y e

el

que Les hydrolysats par Le NTCBA de fLa
”myoALnQ—OG” et de fa "myoéina—ov" sont différents.
S'AL existe des peptides qui ont La méme mobilite
¢lectnophonétique, nous notons La présence de peptides

n

de plus haut podlds moléculainre pourn La "myOéLn@—OD

D - CoNCLUSIONS DE NOTRE EXPERIMENTATION

Cette étude comparative entrne Les chaines Loun-
des des myosines extraites des ventricules (drnolf et
gauche) et des oneillettes (droite et gauche) Ls0lles
d'un méme coeur de Pornc adulte ont permis de montren
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des differences s4 on compare

Les myosines ventriculaines enthe elles

Les myosines aurfculaires entre elles

Les myosines ventrniculainrnes et aurndiculairnes
entre elles.

1L est a souldgner que Les différentes expé-
niences ont 818 effectules sur des préparnations de
myosines ayant un degné de pureté &Levé et que celfles cd ont

¢te napidement faites.

I - LES MYOSINES VENTRICULAIRES
1°) L'ETUDE DES ACTIVITES ATP-ASIQUES

ElLle a permis de montrern que fes actlvitiés
dépendantes du potassium etalent similaires poun

La "mgo&&ne-vv" et La "myOALne-VG . L'activite ATPasique

" est plus activie parn Le caleium que

de La ”myOALne—VD
La ”myoALne~VG” tandis qu'en présence d'actine L'activi-

té ATPasique de La ”mgoaine-UG” est La plus activiée,
2°) LES FILAMENTS SYNTHETIQUES

Les filLaments synthiétiques heconstitués sont
bipolaines pourn La "mgoéine—vp" comme pour La "mgoéine-ve".
L'é¢tude de La Longueun de ces filaments montre beaucoup
plus de fLlamenis plus counts pour La "mgobine—vp” pan

-~

napport 4 ceux observis pour La "myosine-vV ".
G

3°) L'ETUDE DES HYDROLYSATS PAR LES ENZYMES

Cette dtude a permis de montren que Les parties
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solubles des hydrolysats sont difdérentes dans Le nom-
bre de polypeptides formés et dans La concentration he-
Lative des polypeptides préisents. Nous pouvons noten

auss i La présence du gragment HMM—31 en concentration

supinrieune poun La ”myoaine—VG".

4°) L'ETUDE DES HYDROLYSATS PAR ACTION D'AGENTS
CHIMIQUES

Cette ¢tude a permis de montrern des différences
dans Les hydrnolysats étudiés. Nous avons observé plus
de polypeptides de plus haut poids moléculaire pour la
“myosine—VD" et des concentratiornsrelatives différentes
dans fLes polypepiides prisents que ce s0it apris action
du BACN cu du NTCBA.

5°) L'ETUDE PAR ELECTROPHORESE SUR GEL DE
POLYACRYLAMIDE EN MILIEU NON DISSOCIANT

Les ”mgoaine—vv” et "myoALne—VG" se AEpanrent
parn Electrophonise sun gel de polyacrylamide en milieu
non dissociant en donnant trois bandes protéiques. Deux
des composants photéiques ont des mobilités elLectho-
phornetiques similairnes .

6°) LES ESSAIS DE SEPARATION DES ISOENZYMES
DE MYOSINE

Les digffpérentes techniques employées (gel 4L~
tration, surn colonne de Sépharose 2 B, chromatographie
d'afinite sun colonne d'époxy-Séphanrose 4 B, élLectro-
phorese surn gel de polyacrylamide en mifieu non dis-
sociant) nous ont permis de montren des différences entre
Les ”mgoaine—vpf et "mgoALnQ—VG", mais Les procédés ne
sont pas assez selectifs poun Lsoden quantitativement
ces Lsoenzymes dans un etat de puret? sufpisant.
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IT - LES MYOSINES AURICULAIRES

Les dtudes des activités ATPasiques des myosines
extraites des oneillettes ont montré que £a "myosine-0p"
est plus activie pan fLe calelfum que La ”myOALne~OG".

Par contre en présence d'actine, £"activité ATPasique
de La ”mgobine—OG" est plus impontante que celle de La
”myOALne—OD".

III - LES MYOSINES VENTRICULAIRES ET AURICULAIRES

1°) L'ETUDE DES ACTIVITES ATP-ASIQUES montre
que Les myosines aurdiculaines sont plus activies parn Le
calefum et pan £L'actine que Les myosinesd ventriculalirnes.
La difgérence observée en présence de calcium est Lan-
gement diminuée en phrésence d'actine.

2°) LES HYDROLYSATS PAR LE NTCBA de La "myosine-0."

et de La "myosine-V." sont différents. S'il existe des

D
polypeptides de poids moliéculaire simifairne, nous notons
La présence de polypeptides de pLus haut poids moléculai-

ne seulement pour La "myobine—OG".



CHAPITRE 1l

DIFFERENCES
DANS LES COMPOSITIONS
EN CHAINES LEGERES
DE DIFFERENTES MYOSINES
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.
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A - INTRODUCTION

Cette partie du travail est consacrée & la compa-
raison des sous-unités de plus faible poids moléculaire de
myosines : fes chaines Légéres . L'électrophorése sur gel
de polyacrylamide est la technique qui permet le mieux de
comparer la composition en chaines légéres des différentes

myosines :

. L'utilisation &8 un méme pH (tampon Tris-glyco-
colle de pH 8,4) de deux agents dissociants (urée 8 M et
SDS 1 %) permet la séparation des sous-unités de la myosine
soit selon leur poids moléculaire (en présence de SDS),
soit selon leur poids moléculaire et selon leur charge (en

présence d'urée 8 M).

L'utilisation du méme agent dissociant (SDS 1 %)
dans des conditions de tampon de pH différent (tampon Tris-
glycocolle de pH 8,4 et tampon Tris-acide borique de pH 7,0)
peut permettre une meilleure séparation des sous-unités de

la myosine de poids moléculaire voisin.

Pour tous les muscles et quelle que soit l'espeéce,
les électrophorégrammes des préparations de myosine (élec-
trophoréses effectuées en présence de SDS) révélent la

présence :

d'une bande fortement colorée au bleu de Coomas-
sie R qui correspond aux chaines Lourdes de la myosine
(HC =~ 200 000 daltons) ;

de bandes protéiques moins fortement colorées,
de mobilité importante et de poids moléculaire compris
entre 30 000 et 15 000, dont le nombre et la mobilité va-
rient suivant le muscle et l'espéce. Elles correspondent

aux chalnes Regeres.
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. d'autres bandes protéiques gqui sont parfois
faiblement détectables. Il s'agit de contaminants myo-
fibrillaires, dont le poids moléculaire est résumé dans
le Tableau III-1, et de nucléotides.

Les électrophoréses en présence d'urée 8 M &
pH 8,4 permettent de mettre en évidence les chafnes 1é-
géres ; les chalnes lourdes de la myosine ne pénétrent
pas dans le gel et l'actine et la tropomyosine ont une X
faible mobilité électrophorétique. Cette é&lectrophorése
est utilisée principalement pour mettre en é&vidence
l'existence de forme phosphorylée de chaine lég&re de 1la

myosine.

Dans ce travail, nous avons comparé les chaines
légéres des myosines de différents muscles de plusieurs
espéces, en utilisant chaque fois que possible les trois

systémes d'électrophorése.

B - ETUDE DE LA MYOSINE DE REFERENCE :
LA MYOSINE DE MUSCLE SQUELETTIQUE

La myosine la mieux connue, car la plus facile a
isoler avec de bons rendements d'un muscle homogéne, est
celle extraite du muscle blanc squelettique de Lapin.

Cette myosine nous a déjd servi de référence pour les
études des tumeurs musculaires chimio-induites par le
sous-sul fure de nickel (Hildebrand et af., 1979) et des
rhabdomyosarcomes spontanés chez l'enfant (Hildebrand et
al., 1980). Nous avons comparé les compositions en chaines
légéres des myosines squelettiques normales adultes pour
différentes espé&ces ainsi que la composition en chafnes 1é&-

géres du muscle squelettique & trois stades de différenciation.



~-123~

TABLEAU 111-1. 1Identification des protéines myogfibrillaines
du muscke squefettique du Lapin par ELectrno-
phonese sun gel de polyacrylamide en présence
de SDS [Greasen et al., 1973 ; Pornzio et
Peaxrson, 197%7),

) Poids
Protéines Moléculaires
Chafnes lourdes de la myosine 200 000
Ma—protéine 195 000
MB—protéine 180 000
C-protéine 140 000
a—-actinine N 102 000
g-actinine . 70 000
Actine B 45 000
Troponine T 37 000
Tropomyosine g 34-36 000
Chatne 1légére-1 o 25 000
Troponine-1 24 000
Troponine-C 20 000
Chafne légé&re-2 18 000

Chaine légére-3 16 000
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I -ETUDE DE LA MYOSINE DE MUSCLE SQUELETTIQUE NORMAL
ADULTE DE DIFFERENTES ESPECES

Nous avons étudié les myosines de muscle sgue-
lettique de sept espéces allant des Batraciens aux Mammi-

féres supérieurs en passant par les Oiseaux et les Rongeurs.
1°) L'ELECTROPHORESE EN PRESENCE DE SDS A pH §,4

a) Chez fLe Lapin

La myosine de muscle blanc squelettique de Lapin
posséde trois chaines lé&géres dont les mobilités é&lectro-
phorétiques correspondent a des poids moléculaires d'envi-
ron 25 000, 18 000 et 16 000 notées respectivement LS L?S

257
et L?G (Figure III-le).

B) Chez La Grenoullle

La myosine de muscle squelettique de Grenouille
posséde trois chafnes légéres qui ont des poids moléculai-
res identiques & ceux de la myosine de muscle squelettique
de Lapin (25 000, 18 000 et 16 000) (Figure III-lb).

“y) Chez fe Poulet

La myosine de muscle squelettique de Poulet pos-
sd@de trois chafnes légéres (Figure III-1d). La chaine lé&gére
de plus faible poids moléculaire et celle de plus haut poids
moléculaire sont respectivement identiques aux chafnes 1légé-
res Lgs et L§6 de la myosine de muscle squelettique de Lapin.
La troisiéme chaine légére a une mobilité &lectrophorétique

légérement supérieure a celle de la chaine légeére L?S de la

myosine squelettique de Lapin.
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[ sy

Electrnophonise sun gel gradient de polyacry-

Lamide (5-30%),en plague, en présence de SDS
a pH §,4.

{a)
(b)
(c)
(a)
(e)
(£)
(g9)
(h)
(i)

"myoALne-OG" de coeurn de Pore adulte

”myoALne—VG
"myosdine-S"
"myosine-S"
"myosine-S"
"myosdine-S"
"myosine-S"
"myosine-S"

"myosdne-S"

" de coeun de Porc adulte

de
de
de
de
de

Porne adulte jeune
Rat adulte

Poulet adulte
Lapin adulte

Pore adulte agé

d'Homme adulte

de

Grenoullle adulle
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§) Chez Le Rat

Dans les mémes conditions d'électrophorése, la
myosine de muscle squelettique de Rat posséde également
trois chaines 1légéres ( Figure III-1lc ). La seule différence
obtenue avec la myosine de muscle squelettique de Lapin réside
dans la mobilité électrophorétique de la chaine 1légére de
plus haut poids moléculaire qui est légérement. supérieure
an L§5 de Lapin ". Nous la notons L;4 . Les deux autres chalnes légéres
ont un poids moléculaire identique a celui de " L?8 et LTG de Lapin ".
Ces résultats montrent que le muscle squelettique de Rat est du muscle
rouge ( muscle lent ) avec des chaines lé&géres de poids moléculaire

caractéristiques.
g) Chez Le Porc

La myosine de muscle squelettique de Porc posséde
trois chaines légéres (Figure III-la). La chaine légére de
plus faible poids moléculaire est identique a L?8 de Lapin.
Les deux autres chaines légéres ont des mobilités électro-
phorétiques inférieures a celle de plus haut poids molécu-
laire de la myosine de muscle squelettique de Lapin (Lzs).
La composition en chafnes légéres de cette myosine de muscle
squelettique de Porc est remarquable. Elle posséde trois
chatnes légéres dont les mobilités électrophorétiques ne
correspondent ni & la myosine de muscle blanc squelettique,

ni 3 celle de muscle rouge de Lapin et de Rat.

L)y Chez £'Homme

La myosine de muscle squelettique humain posséde
trois chafines légéres (Figure III-1lg). Les chaines légéres
de plus haut poids moléculaire et de plus faible poids molé-
culaire ont des mobilités électrophorétiques respectivement
identiques aux chaines légéres L§5 e L?S de la myosine de
muscle squelettique de Lapin. La chafne légére de poids molé-
culaire intermédiaire a une mobilité électrophorétique supé-

=~

rieure 3 la chaine légére L§4 de la myosine de muscle sque-

lettique de Rat et inférieure a& la chaine légére L?B de 1la

myosine de muscle squelettique de Lapin.
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2°) L'ELECTROPHORESE EN PRESENCE DE SDS A pH 7,0

a) Chez Le Lapin

La myosine de muscle sguelettique blanc de Lapin

S_, LS, et LTG (Figure III-2c).

) . - P
possede trois chaines légéres L25, 18

B) Chez fe Poulet

La myosine de muscle squelettique de Poulet pos-
séde trois chaines 1légéres dont les mobilités électropho-
rétiques sont similaires respectivement a celles de Lgs,
L?S et L?G de la myosine de muscle squelettique de Lapin

(Figure III-2d).

y) Chez Le Rat

La myosine de muscle squelettique de Rat posséde
trois chaines légéres dont les mobilités électrophorétiques
sont également similaires a celles des chaines légéres de

la myosine de muscle squelettique de Lapin (Figure III-2g).

§) Chez Le Ponc

La myosine de muscle squelettique de Porc posséde
trois chaines légéres (Figure III-2b). Si la mobilité élec-

trophorétique de la chalfne légére de plus faible poids molé-
s
18

squelettique de Lapin, la chaine légére gui en SDS a pH 8,4

S

25
de la myosine de muscle squelettique de Lapin, en SDS & pH 7,0
s
25°
chaine légére de plus haut poids moléculaire a une mobilité
s

25°

culaire est identique a celle de L de la myosine de muscle

a une mobilité é&lectrophorétique légérement supérieure 3 L

elle a un comportement &lectrophorétique identique a L La

€lectrophorétique légérement inférieure 3 L

e) Chez L'Homme

La myosine de muscle squelettique humain présente
deux bandes protéiques correspondant aux chafnes légéres.
Les mobilités électrophorétiques sont identiques respective-
ment & celles des chaines légéres LS. et L?S de la myosine

25
de muscle squelettique de Lapin (Figure III-2a).
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FIGURE III-2

g c d

. Electnophonese sun gel grnadeent d'acrhylamide

(5-30%),en plaque,en présence de SDS a pH 7,0

(a)

(b)

(c)

(d)

(e)

"myosine-S" de muscle
adulte

"myosine-S" de muscle
adulte

"myosine-S" de muscle
adulte

"myosane-S" de muscle
adulte

et (4) "myosane-S" de
Grenoutlle
"myosine-S" de muscle
adulzte

squelertique Humadin

squefertique de Pore

squelettique de Lapin

squelextique de Poulet

muscle squelettique de

squelettique de Rat
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3%) L'ELECTROPHORESE EN PRESENCE D'UREE & M A pH §,4
a) Chez Le Lapin

La myosine de muscle squelettique de Lapin possé&de
guatre chaines 1&g&res gue nous notons L;S ' LTB ’ L?S—P et
LTG. Le muscle étudié pourrait étre hétérogéne, vu la présence
d'une bande protéique, notée Liz , de mobilité électrophoréti-
que intermédiaire a L§5 et Lis ( nous la notons L§4 ) ( FPigure

III-3c).

B) Chez La Grenouille
el T Y
La myosine de muscle squelettique de Grenouille
posséde quatre chaines légéres. Les mobilités électrophorétiques
de trois chaines lé&géres correspondent 3 celles de L§5 ’ LTB ’
L?S—P de la myosine de muscle squelettique de Lapin tandis que

-

la quatriéme correspond 3 Lig ( Figure III-3h ).

v) Chez fe Poulet
/
La myosine de muscle squlettique de Poulet posséde
quatre chalnes légéres dont les mobilités électrophorétiques

s s s ot 'S

correspondent a celles de L25 ’ L18 ’ L18—P 16 ( Figure III-3f)

§) Chez Le Rat

La myosine de muscle squelettique de Rat posséde
quatre chafnes légéres (Figure III-3e). La chalfne 1légére de
plus haut poids moléculaire et celle de plus faible poids
moléculaire correspondent respectivement a L%S et L?G de la
myosine de muscle squelettique de Lapin. La chaine légére
phosphorylée de la myosine de muscle squelettique de Rat a

une mobilité électrophorétique correspondant & la chaine



FIGURE III-3

.

c d e f g h i

ELectrophonése surn gel de polyacnylamide

(20 %), en plaque, en présence d'urée § M a

pH §,4.

(a) "myosine-S" de muscle squeleitique Humain
adulte

(b) "myosine-S" de muscle squelettique rouge
de Lapdin adulte

(¢) "myosine-S" de muscle squelettique blanc
de Lapin adulte

(d) et (4) "myosine-S" de muscle de Poulet
adulte n

(e) "myosine-S" de muscle squelettique de Rat
adulte

(g) et [(h) "myosine-S" de muscle squelettique
de Grenocudllle adulte

(£) "myosine-S" de muscle squelettique de Porc
adulite
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légére non phosphorylée L§8 de la myosine de muscle squelet-
tique de Lapin tandis que la forme non phosphorylée du Rat (Lfs)
d une mobilité électrophorétique 1légérement inférieure.

S

3 1L°, et supérieure a L25.

18

€) Chez Le Ponrc

La myosine de muscle squelettique de Porc posséde
quatre chaines légéres (Figure III-3i). Trois chafnes légeé-
res ont des mobilités électrophorétiques correspondant res-
pectivement a celles de L§5, L?s et L?8—P' La quatri%g§;\
chaine légére a une mobilité électrophorétique trds infé-

. s S
rieure a L =
25

&) Chez L'Homme

La myosine de muscle squelettique humain posséde
quatre chaines légéres (Figure III-3a). Les mobilités élec-
trophorétiques de ces chaines correspondent a celles de la

myosine de muscle squelettique de Rat précédemment décrite.

4°) CONCLUSTION

L'étude des myosines de muscles squelettiques a ete
efhectude pourn s4ix espéces ( des Batraciens aux Mammigeres
supenieuns en passant parn Les Oiseaux et Les Rongeuns) .

Pan eélectrophortse sun gel de polyacrylamide (en présence
de SDS a pH &,4), Les myosines de muscle squelettique POs-
sedent trois chaines Légeres dont Les mobilités eLectropho-

netiques digfgenent d'une espéce a L'autre comme nous L'avons
schematisée (Tableau 111-2a).
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(a)

S —-
Lis

(b)

-- - -

(c)

TABLEAU III-2

: Schéma nécapitulatif des mobilfités électrno-

phorétiques des chaines Légeres de La myosine
de muscle squelettique de : Grenoudille (A},
Poulet (B), Rat (D), Porc (E},
Homme . (F) . Electrophonese sun gel de poly-

Lapin (C),

acrylamide en plagque

{a) gel gradient (5-30 %) en présence de SDS a
pH §,4.

(b) gel gradient {5-30 %) en présence de SDS a
pH 7,0

{c) gel a 20 % en présence d'unée § M a pH §,4

L;;, Lf;, Lf;—P, Lf; neprésentent Les mighations

tlectrophonétiques des chaines Legeres de La myo-
sine de néférnence (C).
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. Aprés électrophorése en présence de SDS & pH 7,0,
Les chalnes LEégenes ne sont pas toutes séparnées, malgré un
Ztemps de migration important (La chaine LEgiéne Lgé migrant
dans La pantie du gel connespondant @ 30 % d'acrylamide).
Pan exemple, nous constatons Les faits sulvants

- Deux chaines Légeéres sont obsernvées pour La
myosine de muscle squeletftique humain,

- Les chaines Légenes de 25 000 daltons (Lapdin,
Poulet et Homme), de 24 000 daftons (Rat) et de 27 000 dal-
tons (Porc) ont La méme mobilite EéLectrophoréitique.

- La méme constatation est faite pourn Les chaines
Légenes de poids moléculaire ingérieun a 18 000 dalitons
(Poulet) ou celle de poids moléculaire de plus de 18 000 dal-
tons (Homme) qui ont des mobilités electrophonrétiques Lden-

tiques & L?x (Lapin, Rat, Porc et Homme).

Ces nésultats sont schématisés dans Le Tableau 111-2b) .

. En présence d'urée 8 M i pH 8,4, ftoutes Les
myosines de muscle squelettique Ctudiles ont quatre chaines
Légenes dont une est La forme phosphonylée. Aprés cette
electrophonise, on peut notern que

- Les chaines Légeres de poids mollculairnes dif-
gerents ont La méme chanrge (parn exemple L§5 de Lapin, L§4
de Rat et L27 de Ponc ),

- Les chaines Légenes ayant Le mEme poids molé-

culaire n'ont pas La méme charge (pan exemple, L?

4

L76 de Rat, i?é de Poulet e [?6 de Grenoudllle]),

5 de Lapdin,
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- La myosine de muscle squelettique de Lapin
semble un cas particuliern, En effet, bien qu'homogéne aphriés

Glectrophontse en présence de SUS a pH &,4 el ayant La com-
Lyg et

position en chaines Légeres du muscle rapide (L25,
Lﬁé), elle priésente apnes eLectrophornlse en présence d'unée

§ M a pH 8,4 quatne bandes protéiques forntement colonrnles et
deux bandes protéiques suppliémentaires de faible intensité.

Trhois des bandes protéiques fortement colories (L25’ L?S et
L?Z—P) et La bande faiblement colornle de plus grande mobili-

te électrophonétique (ﬂﬁé) connespondent aux chaines Légéenes
de La myosine de muscle napide. L'autre bande protéique foxr-

tement colonde L%, (de mobifité glectrnophonétique comprise

16
entrne LY et [4,) et La bande protéique faiblement colonée
18-P 16 P

{de mobi{fité Electrophonitique comprise entnre Lég et Lﬁg)
connespondent aux chaines Légeres de muscle Lent. Ces nésul-
tats semblent moniren que La myosine de muscle squelettique
de Lapin n'a pas €té Lisolée d'un muscle hétérogene.

- La myosine de muscle squeletiique de Porc est
La seule & posséden une chaine Légenrne de mobilité €lLectro-
phonttique inférieure & celle cornespondant & Lés,

Tous ces nésultats sont schématisés dans Le
Tableau I11-2c,

C'est suntout £'étude de La composition en chaines
Légenes des myosines de muscles squelettiques de digferentes
espees, apres Blectrophonrise en présence de SDS a pH §,4 qud
permet de montren L'exdistence d'isocenzymes de myosine de muscle

squelettique dont Les difgerences se situent au niveau de
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Leuns chaines Légénes (Tableau I11-2a). A partin des Mam-
miferes supérieuns, L y a disparnition de La chaine L8gdre
d'envinon 16.000 daltons et cette trnoisitme chaine Léginre
a un podids molculaine qud peut varniern de 30 000 poun La
myosine de muscle squelettique de Porc @ 20.000 pour La
myosine de muscle squelettique humain,

12 ne semble pas y avoin de nelation entre La
composition en chaines Légéres de La myosine de muscle
squelettique et £'evolution des esplces. TouXefois, une
nemanque Lntéressante est qu'en prenant La myosine de mus-
cte squelettique de Lapin comme myosine de néférence, tou-
tes Les myosines de muscles squelettiques étudiles, sauf
celle du Ponrc, possédent trois chaines Légénes dont deux
ont des mobilités &Lectrophonétiques qui corresdpondent a

cefles de La myosine de référence (L%S, Lﬁg, Lgé).

II - ETUDE DES MYOSINES SQUELETTIQUES A DIFFERENTS STADES
DE DIFFERENCIATION

La composition en chafnes l&géres de la myosine
squelettique chez le Lapin, le Rat et l1'Homme a &été &tudiée

a l1l'état foetal, adulte et tumoral.

1°) ELECTROPHORESE EN PRESENCE DE SDS A pH §,4

a) Chez Le Lapdn

Si la myosine de muscle squelettique de Lapin adul-
s s s
te normal posséde trois chaines légéres (L25, L18 et Ll6),

les myosines isolées de muscles foetaux et tumoraux ne
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possédent que deux chaines légéres L§5 et LTS‘ Les myosines
tumorales et foetales ont un déficit en chaine l&gére.de plus

faible poids moléculaire correspondant a LTG ( Figure III-4bc) .
B8) Chez fe Rat

La myosine de muscle squelettique normal de Rat

adulte possé&de trois chaines lég&res ( L;4 ' LTB et L16 )

( Figure III-4d). La myosine foetale posséde trois chaines
légéres dont les'noids moléculaires correspondent aux deux
chaines légéres L24 et L18 de la myosine de muscle rouge

de Rat et 3 la chaine légére L25 de la myosine de muscle blanc
de Lapin. La chaine légére de plus faible poids moléculaire L16
est absente ( Figure III- 4e). La myosine tumorale posséde deux
phaines légéres dont les mobilités électrophoréthues corres-—

pondent aux chaines légéres L25 et L18 . La chalne 1l&gére de
plus faible poids moléculaire est absente ( Figure III- 4f).

v ) Chez £'Homme

La myosine de muscle sgquelettique normal adulte
humain posséde trois chailnes légéres dont deux ont des mobilités
glectrophorétiques identiques a L§5 et L?S , la troisiéme
chaine lé&gére ayant une mobilité électrophorétique légérement

. es s s
inférieure & L18

La myosine de muscle squelettique foetal humain
posséde deux chafnes légéres dont les poids moléculaires
18 ° La
myosine de muscle squelettique tumoral poss&de également

-

correspondent 3 ceux des chaines légeéres L25 et L°

deux chaines lé&géres dont les poids moléculaires correspondent

= S
a L25 et L18
( Figure III-4gh)

de la myosine de muscle squelettique adulte
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+—CHAINES LOURDES
(HC)

ACTINE __

s
‘=<|::s\" '

2

18

s . g
Li‘ ) ‘

| L

FIGURE III-4 Electrnophonise surn gel gradient de
polyacnylamide(5-30%),en plagque,en prd-
sence de SDS & pH §,4.

(a) "myosine-S" de muscle squeleftique

LVsL )

Uig J

noxmal de Lapin adulite

(b) myosine tumonrale de Lapin

{c) myosine foetale de Lapin

{d) "myosine-S" de muscle squelettique
normal de Rat adulfe

(e} myosine 4oetale de Rat

(£) myosine tumornale de Rat

{(g) myosdine tumornale Humadine

(h) myosine foetale Humaine
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2°) L'ELECTROPHORESE EN PRESENCE D'UREE &§ M A pH 8,4

a) Chez Re Lapin

Comme nous 1'avons décrit précédemment la myosine
de muscle normal de Lapin adulte posséde quatre chalnes 1lé-
géres, la chaine légére L?S existant sous deux formes diffé-
rentes : la forme phosphorylée (L?S_P) et la forme non phos-
phorylée (L§8). La myosine de muscle squelettique foetal
posséde deux chafnes légéres dont les mobilités &lectropho-

rétiques correspondent a la chaine légére Lgs et 3 la chaine

S
18°
légéres dont les mobilités électrophorétiques sont identiques

légére L La myosine tumorale posséde aussi deux chaines
a celles déylatmyosine foetale. Comme pour la myosine foetale

nous n'observons pas de chaine légére L?S—P (Figure III-5 ).

B) Chez Re Rat

La myosine de muscle squelettique normal de Rat
r S s

18 # by #% e o

comme précedemment décrit. Les myosines foetale et tumorale ne

adulte posséde quatre chaines légéres ( L§5 7 L

possé&dent que deux chaines 1légéres L§5 et L§8 . Comme pour le
Lapin, les myosines tumorale et foetale ne possédent pas de
forme phosphorylée de la chaine 1légére de plus faible mobilité
électrophorétique. Nous observons que les différences de
migration, décelées sur l'électrophorégramme ( de 1l'électropho-

rése effectuée en présence de SDS ), de la chaine légére L§4
s

25

pas aprés électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence

d'urée 8 M ( Figure III-6 ).

de la myosine foetale et L de la myosine tumorale n'existent

3°) CONCLUSTION

La comparaison de La composition en chalnes LZgeres
des myosines squelettiques de Lapin & différents stades de
difgernenciation (a £'état adulte, 4oetal et tumoral) nous
permet de montren que fLes myosdines ftumorafe et foetale de
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FIGURE III-5 : Efectrnophorise sun gel de polyacrylamide
(20%) en plaque en présence d' unée §Ma pH §&,4
{a) myosine de muscle squelettique normal
de Lapin
(b) myosine de muscle foetal de Lapin
{c) myosine de muscle tumoral de Lapin
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16

FIGURE III-6 : Efectrhophonrése sur gel de polyacrylamide
{10%) en tube en présence d'urle M a pH §,4
(a) myosine de muscle squelettique normal de Rat
(b) myosine de muscle foetal de Rat

(c) myosine de muscle tumoral de Rat
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muscle squelettique de Lapin possedent deux chaines Légénres
18 de La
myosine de muscle squelettique adulte normal de Lapin.

qui correspondent aux chaines Légénres L25 et L3

De plus, parn 2Lectrophontse en présence d'urée § M a pH §,4,
on a pu montren qu'aucune des chaines Legeres des myosines
tumonale et foetale ne possedent de forme phosphonylie.,

La comparaison de La composition en chaines Liége-
nes ‘des myosines de muscle squefeiftique de Rat [(muscles
adul te normal foetal et tumoral) nous a permis de monitren
que La myosine tumorale bien qu'issue de muscle nouge Lent
possede Les mémes caracténistiques que La myosine de muscle
tumoral Lissue de muscle napide. Quant a La myosine 4oetale,
La présence d'une chaine £égére de mobilie ZRectrophonrdti-
que Ldentique a LZS de muscle squelettique de Lapin et d'une
bande protéique de mobilité &lLecitrophonétique comparable &
L46 faiblement neprésentée, est sans doute &&g aw fait que
La myosine foetale a €148 L50L8e d'un mus clie” daja thop dig-
g§érencié et héténrogeéne. Comme dans Le cas du muscle Zumonral
ou goetal de Lapin, Les myosines Zumorale et foetafe de Rat
ne possedent aucune chaine Légére phosphonylie.

La comparaison de La composition en chalnes £28ge-
nes des myosines de muscles squelettiques humains (muscle a
L'e¢tat adulte normal, {foetal et tumoral) nous a permis de
montren que Les myosines tumorale et foetale possedent deux
chaines Légenes dont Les mobilités élLectrophornétiques con-

nespondent aux chaines Légeres L4, et L?s de La myosine de

25
muscle squefettique adulte normal,

La comparnaison des myosines tumorales des muscles
squeletitiques de ces Ttrhods esplces (Lapin, Rat et Homme)
montne que Les myosines possedent deux chaines Légéres
quelle que s0it L'esplce. Les mobilités electrophoniitiques
des chaines Légeres connespondantes sont identiques .
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La comparaison des myosines foetales de muscles
squelettiques des trois especes montrent qu'elles possedent
deux chaines Legénes. Dans Le cas de muscles trés peu dif-
ferencits, Les difgerences existent dans Les mobilitis élec-
thophorétiques des chaines Légeres de plus haut polds molé-
culaine suivant que L£'on etudie un muscle foetal Lent ou
napide.,

Ces études nous ont permis de metire en Cvidence
un nouveld Lsoenzyme de myosine de muscle squelettique qud
est La myosine tumorale et qui est difgérent aussd bien de
La myosine foetale que de La myosine de muscle squefettique
adulte nonmal .

C - ETUDE DES MYOSINES POUR NOTRE MODELE :
Le Porc

Cette étude a été effectuée sur la myosine de
ventricules droit et gauche, d'oreillettes droite et gauche
de coeur de Porc, de muscle squelettique® et de muscle lisse
{(utérus de Truie) 3 1'état adulte. Les myosines de muscle
squelettique et de muscle cardiaque a l'état foetal ont

également &té étudiées.

I - LES MYOSINES DE MUSCLES ADULTES
1°) L'ELECTROPHORESE EN PRESENCE DE SDS A pH §,4

a) Myosine ventriculaine

L'électrophorégramme (Figure III-7 ) révéle que la

"myosine-VD" et la "myosine-VG" possédent deux chafnes légéres

«

* Diaphragme
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CHAINES LOURDES

(He)
L ACTINE
B L,
el ———— — % A
=l L
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FIGURE III-7 : Efectrophontse sun gel gradient de
polyacrylamide(5-30%),en plaque,en
présence de SDS apH §,4.

n

(a) "myaALne—VG”+"myobine-OG de coeun de
Pone adulte

(b) "myosdine-Q de coeun de Porc adulte

n
G
(c) "myoé/("ne_v " " n n n n

n n n n " n

" n n n " n

(d) "myosine- g

(e) "myosine- )

(f) "myosine-S" de muscle squelettique
de Ponre

(g) "myosdine-L" de muscle Lisse d'utérus
de Thuike
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Les mobilités électrophorétiques des chaines légéres de
plus haut poids moléculaire sont identiques. Il en est de
méme quand on compare entr'elles les chaines lé&géres de
plus faible poids moléculaire. Elles correspondent a envi-

ron 27 000 et 18 000 daltons (L‘2’7 et L‘l’B).

B) Myosine aurniculaire

Le méme électrophorégramme révéle que la "myosi-
ne-OD"et la "myosine—OG" possédent aussi deux chafnes 1légé-
res dont les mobilités électrophorétiques des chaines légé-
res de plus haut poids moléculaire L?! sont identiques. La
méme constatation est faite guand on compare entr'elles les
chafnes 1légéres de plus faible poids moléculaire L2z

si 1l'on compare dans les mémes conditions d'élec-

trophorése les myosines auriculaires et ventriculaires entr
elles, nous observons que les mobilités électrophorétiques

;7 et LYS de la myosine ventricu-
laire sont supérieures a celles de leurs homologues auricu-

laires 12! et 132

des deux chaines 1l&géres L

v) Myosine squelettique

La myosine de muscle squelettique de Porc posséde
trois chaines légéres dont deux L§7 et Li8 (Figure III-7f)
ont respectivement des mobilités électrophorétiques simi-~
laires a L§7 et LYB. La troisiéme chaine légére L§O a une
mobilité électrophorétique inférieure & celle de la chaine
légere de plus haut poids moléculaire de la myosine auricu-

laire L2!,
§) Myosine Lisse

Quant a4 la myosine utérine, elle posséde deux

- < s P . £
chaines l1égéres caractéristiques d'un muscle lisse (L et

20
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L
L9
a une mobilité électrophorétique comprise entre L%2et

LY8 tandis gue la chaine légére de plus faible poids molé-

v
18

) . La chaline légére de plus haut poids moléculaire Lgo

culaire a une mobilité électrophorétique supérieure a L

(Figure III-79).

2°) L'ELECTROPHORESE EN PRESENCE DE SDS A pH 7,0

L'électrophorégramme (Figure III- 8) montre que
dans ce systéme tampon les myosines ventriculaires sont
identiques entr'elles. Il en est de méme pour les myosines
auriculaires. Par contre, la comparaison des myosines ven-

triculaires et auriculaires entr'elles, révéle par rapport
p

~

au systéme tampon & pH 8,4 que les différences dans les

mobilités des chaines 1l&géres ont changé : la différence de
v
27

entre LYB et L2 est augmentée., Ces différences sont net-

tement visibles lors de la migration simultanée de la myo-

migration entre L et L%! est diminuée tandis que celle

sine ventriculaire et de la myosine auriculaire, déposées
dans un méme puits de la plaque d'é&lectrophorése
(Figure III-8).

3°) L'ELECTROPHORESE EN PRESENCE D'UREE 8 M A pH §,4

a) Myosdine ventriculaine

Aucune différence ne peut &tre mise en évidence

entre la "myosine—VD" et la "myosine-v_. ", L'é&lectrophorégram-

G
me (Figure III-9 ) montre qu'elles possédent trois chaines
légéres, la chaine légére LYS

v ' v
18-p et 1'autre non Lg-

migrant sous deux formes : une

forme phosphorylée L
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FIGURE III-8

ELectrnophonese sun gel grnadient de

polyacrylamide(5-30%),en plaque,en
présence de SDPS - a pH %9,0.

(a)

(b)

(c)
(a)
(e)
(f)

"myoAine-VD" +"my0ALne—OG" de coeun
de Porc adulte
”myoALne—VG" +"myoa£ne-00" de coeun
de Porc adulte

"myo&ine—vv"dé coeur de Porce adulte

"myob/("yle_ov" n n n n n
"myObl:VlQ—VG" " " n n n
n " L1} " L1} "

" : -
myosine OG
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ELectrophondse sun gel de polyacrylamide [20%),

en plaque,en présence d'urnie 8§ M a pH §,4.

(a)
{b)

(c)
(d)

(e)
(£)
(g)

”mgcALne—OG" de coeunr de Porne adulite
"myoAine—VG" + "myaALne-OG" de coeun de
Porne adulte

"mgoALne-VG” de coeunr de Ponc adulte
"myosdne Lisse" d'utéirus de Trude

"myOALne—VD" de coeun de Porc adulte
"myOAine—OD” de coeun de Porce adulte
"myosine-S" de muscle squelettique de
Porne adulte
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B) Myosine auniculaire

Dans les mémes conditions d'électrophoreése,
aucune différence ne peut &tre mise en évidence entre la

“myosine-OD“ et la "myosine-0,.". Elles ne possédent que

G
deux chaines lé&géres. Pour les myosines auriculaires, il

n'est pas observé de forme phosphorylée de la chaine de

plus faible poids moléculaire La% ( Figure III- 9 ).

La comparaison des myosines ventriculaires et

auriculaires entr'elles montre :

- que les chaines lé&géres de plus haut poids

moléculaire LY_ et L?! ont une mobilité électrophorétique

27
similaire ;

- que la chaine légére de plus faible poids mo-

- . , . , a c1s Lz
léculaire de la myosine auriculaire L“? a une mobilité

électrophorétique inférieure a LY8 (Figure I11- 9b).

y) Myosine squelettique

La myosine de muscle squelettique posséde gquatre
- P s S s s
chaines légéeres L30, L27, L18 et L18-P
mobilité électrophorétique similaire aux chafines légéres de
v A v
277 Lig et Lyg-p-
a une mobilité électrophorétique trés inférieure 3 1la
v
27" N
gére phosphorylée Lig-p (Figure III-99g).

dont trois ont une

la myosine ventriculaire L La guatriéme
s
B30

chatfne légére L Nous notons la présence d'une chafne 1é-

8) Myosine Risse

La myosine utérine possé&de trois chafnes légéres

et Iﬁ

17-P

L , i

Lhor Liq ). La chaine légére de plus haut poids
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moléculaire L%O a une mobilité é&lectrophorétique intermédiaire

entre celles des chaines légéres LY. et LY Les chaines lé-

27 18°
géres Lf7 et Lf7—P ont des mobilités &lectrophorétiques supé-
rieures d celle de LYB—P (Figure III-9h).

IT - LA MYOSINE DE MUSCLE FOETAL

Comme il est difficile de connaitre avec certitude
1'age du foetus de Porc, nous avons arbitrairement choisi des
foetus de 11 cm qui correspondent 4 environ 3 mois de gesta-
tion de la Truie. Ainsi, le muscle étudié n'est pas trop dif-

férencié et peut &tre considéré comme du muscle foetal.

1°) L'ELECTROPHORESE EN PRESENCE DE SDS A pH §,4
a) Les myosines carndiaques

Les myosines ventaiculaines fpoetales.- Les myosines
extraites des ventricules droit et gauche de coeur de Porc
foetal possédent trois chaines légéres (Figure III-10). Les
mobilités électrophorétiques des chaines légéres de plus haut
poids moléculaire de la myosine ventriculaire droite et gau-
che de coeur foetal sont identiques et correspondent & la
chaine 1lé&gére de plus haut poids moléculaire de la myosine

. . a
auriculaire de coeur adulte L<!.

Les chaines légéres de plus faible poids molécu-
laire sont identiques entr'elles et correspondent 3 la chai-
ne légére de plus faible poids mocléculaire de la myosine

ventriculaire de coeur adulte LY8'

Les mobilités électrophorétiques des chaines lége-
res de poids moléculaire intermédiaire sont identiques entr'
elles et correspondent 3 celle de la chalne légére de la

myosine ventriculaire de coeur adulte LZ7 .
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FIGURE III-1O :Eflectrophorise sun gel gradient de
polyachylamide(5-30%) ,en plaque,en
présence de SDS a pH §,4.

(a) "mgoALne-VG” de coeun de Porce adulite
(b) "myosine-0 " " noon "
(c) "myosine-V " " noon goetal

(a) "myosane-V

n n n n " n

(e) "myocsine-

" n " n n n

@CDC)@CD

(£) "myosine-

(g) "myosine~S" de muscle squelettique
de Porc foetal

(h) "myosdine-S" de muscle squelettique
de Porc adulte
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Les myosines auriculaines foetales.- Les myosines
extraites des oreillettes droite et gauche de coeur de Porc
foetal possédent deux chafnes légéres (Figure III-1Q). Les
mobilités é&lectrophorétiques des chaines de plus haut poids
moléculaire sont identiques entr'elles et correspondent &
la chaine légére de plus haut poids moléculaire de la myosine

. , a
auriculaire de coeur de Porc adulte L°!,

Les mobilités électrophorétiques des chaines légé-
res de plus faible poids moléculaire sont identiques entr'
elles et correspondent & la chaine légére de plus faible
poids moléculaire de la myosine auriculaire de coeur de Porc
adulte L32,

La comparaison entrn'elles des myosines awriculaires et
ventriculaines de coeur de Pore foetal montre que si les myosines e,
JEET

ventriculaires possédent trois chalnes légéres, les myosines

auriculaires n'en possédent que deux. La comparaison du compor-
tement électrophorétique montre que seules les chaines lé&géres
de plus haut poids moléculaire ont une mobilité électrophorétique

identique correspondant a LZ1.
B) le muscle squelettique

La myosine de muscle squelettique foetal posséde

quatre chaines légéres ( Figure III-109g), trois correspondent
s s s .
30 L27 et L18 de la myosine de muscle

squelettique adulte, la chaine légére supplémentaire a un poids

aux chafnes légéres L

moléculaire intermédiaire entre ceux des deux chaines légéres
L§0 et L§7 de la myosine de muscle squelettique de Porc adulte.
Il est a4 noter gue si la myosine de muscle squlettique de Porc
adulte ne correspond ni & de la myosine de muscle blanc de Lapin
ni a de la myosine de la myosine de muscle rouge de Rat, la
myosine de muscle squelettique foetal est différente de la

myosine de muscle squelettique foetal de Lapin, de Rat et d'Homme.
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2°) L'ELECTROPHORESE EN PRESENCE D'UREE § M A pH §,4
a) Le muscle cardiaque

Les éLectrophonégrammes des myosines ventriculaines
drnoite et gauche de coeur de Porc foetal sont identiques et

montrent deux bandes protéiques (Figure III- 11 ). La bande
protelqge de faible mobilité& é&lectrophorétique correspond

a lalchafhe légére L a1 ou L27 de la myosine de coeur de
Porc adulte. L'autre bande protéique correspond & la chatne
légére L18 de la myosine de coeur de Porc adulte. Malgré la

largeur de la bande, il ne peut é&tre mis en évidence :

- ni de chaine légére correspondant a L22 de 1la

myosine auriculaire de coeur adulte ;

- ni de forme phosphorylée correspondant & LY8—P

L'électrophonégramme des myosines auniculalines

dnoite et gauche de coeurn de Porc 4oetal révéle 1l'existence

de deux chaines légéres. La chaine légére de plus haut poids
moléculaire correspond a la chaine légére 121 ou L27 de 1la
myosine de coeur de Porc adulte tandis que la chaine légére

de plus faible poids molé&culaire correspond & la chaine 1légé-
re L#de la myosine de coeur de Porc adulte. Malgré la faible
intensité des bandes protéiques comme dans le cas des myosines
auriculaires de coeur adulte, il n'est pas mis en évidence de
forme phosphorylée de cette chaine légére de plus faible poids

moléculaire.

B) Le muscle squelettique

L'électrophorégramme de la myosine de muscle
squelettique de Porc foetal montre trois bandes protéiques
correspondant aux chafnes légéres L30, L§7 et L?B de la myo-
sine de muscle squelettique de Porc adulte. Nous notons sur-
tout 1'absence de la forme phosphorylée correspondant a LS
(Figure IIT-11).

18-P
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FIGURE III-11

TN

ELectrnophorese sun gel d'acrylamide {20 %),

en plaque,

(a)
(b)
(c)
(d)
(e)

(4)

"myobine—ov" de coeun
”myoéine-OD" de coeuxn
"mgobine-vv” de coeun
"myoéine—vp" de coeun
et (g) "myosine-S" de
de Porc adulte
"myosine-S" de muscle
foetal

en présence d'urée § M & pH §,4.

de Porc adulte
de Porc foetal
de Porc adulte
de Porc foetal
muscle squelettique

squeletiique de Ponce
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3°) CONCLUSTION

L'étude de La composition en chaines Légéres apnés
8lectrophonese en présence de SDS, des myosines extrnaites de deux
diggerents muscles de Porce adulte et foetal nous a permis de
caracténisen sept isoenzymes de myosine de Pore dont Les differnences
se sdituent au niveau de Lewr composition en chaines Légénes, comme

Le montre Le schéma récapitulatif | Tableau I111-3 )

D'apnres ce tableau, chacune des myosines etudiées
possede une composiition en chaines Légernes splécifique. Pan
exemple, La myosine foetale cardiaque n'est pas La somme des
constituants des myosines auniculaines et ventriculaires de
coeun de Porc adulte,

Apnes electhophonese en présence d'urée, nous avons
mis en uidence L'existence de forme phosphorylée des chaines
Légeres de plus faible poids moléculaire poun La pluparnit des
myosines de muscle adufte, saug pour La myosine aurdculainre.
Nous avons obsenvé également que Les chaines LEgeres de podids
mokéculaines voisins, parn exemple L% ot LY., ont une migra-

2%
tion Ldentique sun gel de polyacrylamide en présence d'unée § M.

Les caractérnistiques essentielles des myosines foe-
tales sont L'absence de fonme phosphorylée de La chaine Légere
de plus faible poids moléculaine et que Les myosines extraites
des oneillettes de coeun fpoetal semblent 2tre différenciées
plus napidement que Les myosines extraites des ventricules de
coeurn poetal .

D -ETuDE DES MYOSINES CARDIAQUES DES AMPHIBIENS,
DES OISEAUX ET DES MAMMIFERES

Comme nous 1l'avons décrit dans le chapitre des
généralités, le coeur s'est transformé au cours de 1'évolution

des espéces. Il est passé de deux chambres chez la Lamproie,
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MY O0STNESS D E PO RC
MuscLe SquELETTIQUE | MuscLE LissE MuscLE CARDIAQUE
VENTRICULE OREILLETTE
NORMAL FoeTaL NoRMAL NoruAL { FoETAL| NorMAL| FoETAL
S SF
L3p—  (BBo—
SF Lal Lal La,l
39— — | — | —
S SE y
37— (L3 — L7 —|L37
La.z La2
B ———— ———
Lo —
S SF V;
L%»‘Z = |, L1g— |13
y
Lig-p_.. Ly L{g-p--
2
~17-P~--
TABLEAU III-3 : SCHEMA RECAPITULATIF DES DIFFERENTES COMPOSITIONS EN

CHAINES LEGERES OBSERVEES PAR ELECTROPHORESE SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE

{ 5 - 30% ) EN PRESENCE DE SDS EN TAMPON TRIS-GLYCOCOLLE DE pH 8,4 A PARTIR

DES MYOSINES ISOLEES DE DIFFERENTS MUSCLES DE PORC

L INDIQUE LES FORMES PHOSPHORYLEES DE LA CHAINE LEGERE SEPAREES PAR

18-pP

EN TAMPON TRIS-GLYCOCOLLE DE pH 8,4

A\
ELECTROPHORESE SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE ( 20% ) EN PRESENCE D'UREE 8 M (;;

<

S
N,
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-

d trois chambres chez les Batraciens et & quatre chambres &
partir des Reptiles avec une partie droite et une partie

gauche bien individualisée.

Il nous a donc paru intéressant de comparer les
chafnes légéres des myosines extraites des différentes par-
ties du coeur pour différentes espéces de 1l'arbre phylogéné-
tique, en particulier de Batraciens, d'Oiseaux, d'Ongulés
et de 1'Homme. Du fait de la difficulté 4d'approvisionnement,

nous n'avons pas pu &tudier ensuite la composition en chaines

“}ggdres de la Lamproie qui possé&de un coeur formé d'un seul

Ay

Uyéntricule et d'une seule oreillette.

1°) L'ELECTROPHORESE EN PRESENCE DE SDS A pH §,4
a) Le coeun de Ponrc

Les chaines légéres de la myosine cardiagque de Porc
(auriculaire et ventriculaire) que nous avons décrites précé-
demment, nous servent de témoins pour la comparaison des mobi-

lités électrophorétiques (Figure III-12).
B) Le coeun de Grenouille

La myosine extraite du ventricule de coeur de
Grenouille possé&de deux chaines légéres (Figure III-12). La
mobilité électrophorétique de la chaine légére de plus haut
poids moléculaire est comprise entre Lg7 et L??, La mobilité
électrophorétique de la chaine 1lé&gére de plus faible poids
moléculaire est largement supérieure 3 celle de LYS’ La myo-
sine extraite des oreillettes possédent la méme composition

en chaines légéres que celle extraite du ventricule.
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FIGURE III-12 : EfLectrnophondse sur gel gradient de

polyacrhylamide(5-30%),en plaque,en
présence de SDS a pH §,4.

(a) "myobine—VG” de coeun de Pore adulte
(b) "mgobine-vv” " " " " "

(c) "myoALne—VG” de coeun d'Humain adulte
(d) "myosdine-V_ " " " " "

D

(e) "myOA/(:VLQ" n " " " n

(f) "myOé/(lne,‘ 1] n n n n

" de coeun de Porc adulte

n n n n n "

(g) "myosine-0
(h) "myosine-0

TV O DD

(3) ”mgoaine—UD"+"mgoALne—OG” de coeurn de
Poulet adulte

(k) "myobine—vv" de coeun de Poulet adulte
(1) "mgobine—ov" " " " " "
(m) "myobéne-OG"
(n) "mgo&ine—UG" " " " " "
(o) "myosine-V" de coeun de Grenouille
(p) "myosine-V," de coeur de Porc adulte

G
+
"myosine-V" de coeurn de Grenoudlble
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Y) Le coeun de Poulet

Les myosines extraites des ventricules droit et
gauche et des oreillettes droite et gauche de coeur de Poulet
possédent deux chaines légéres (Figure III-12). Les mobilités
€lectrophorétiques des chaines légéres de plus faible poids

moléculaire sont identiques pour les quatre myosines et cor-
v

18~
poids moléculaire, des quatre myosines cardiaques de Poulet,

respondent a L Pour les chaines légéres de plus haut
les mobilités électrophorétiques sont identiques et légére-

ment supérieures a4 celle de L¥7.

§) Le co%un humain

v "
f du

Les myosines extraites des ventricules droit et
gauche et des oreillettes droite et gauche du coeur d'un
Homme de 50 ans possédent aussi deux chafnes légéres

(Figure III-12).

Pour Les myosines ventrniculaires, les mobilités
électrophorétiques des chaines 1légéres de plus haut poids
moléculaire sont identiques. Il en est de méme pour les chai-
nes légéres de plus faible poids moléculaire.

Les chaines 1légéres de plus faible poids moléculai-
re ont une mobilité électrophorétique identique a LYS de coeur

de Porc, tandis que les chalines légéres de plus haut poids mo-
v

léculaire ont une mobilité électrophorétique supérieure a L27

de coeur de Porc et inférieure a L?? de coeur de Porc. Ces
observations sont confirmées par la migration simultanée de la
myosine de ventricule gauche de coeur de Porc et de coeur
humain déposées dans un méme puits de la plaque d'électropho-

rése (Figure III-13).

Poun Les myosines auniculaires droite et gauche,
les mobilités électrophorétiques des chafnes légéres de méme

poids moléculaire sont identiques.
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97K

67K

43K

30K v
L,,

20K v
L18

14, 4K
o ' { BusY

Figure III-13 : Efectrophonése sun gel gradient de polyacryla-

mide (5-30%),en plaque,en présence de SDS a

pH §,4.

(a) ”myoaine—VG” de coeun Humain adulte
+”mgoALnQ-VG” de coeun de Pornc adulte

(b) ”myaéine—OG” de coeur Humain adulte

' +”mgoa£ne-VG” de coeur de Porc adulte

T témoin de podds moléculaire correspondant
a 97.000; 67.000; 43.000; 30.000; 20.000;

et 14.400 daltons
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Les chalnes légéres de faible poids moléculaire

ont une mobilité électrophorétique identique a .22 ge coeur

de Porc,.

Les chaines légéres de plus haut poids moléculaire
ont une mobilité électrophorétique légérement supérieure a
L31 de coeur de Porc et légérement inférieure a L¥7 de coeur
de Porc. Ces observations sont confirmées par la migration
simultanée des myosines extraites du ventricule gauche de
coeur de Porc et celle de l'oreillette gauche de coeur humain
déposées dans un méme puits de la plaque d'électrophorése

(Figure III-13).

2°) L'ELECTROPHORESE EN PRESENCE DE SDS A pH 7,0
a) Le coeun de Ponc

Les myosines auriculaires et ventriculaires de
Porc révélent des différences dans les mobilités électropho-
rétiques de leurs chaines légéres, comme nous 1'avons décrit

précédemment (Figure III-14).

B) Le coeun de Poulet

Les myosines auriculaires et ventriculaires de
coeur de Poulet présentent des chaines légéres dont les mobi-
lités électrophorétiques des bandes protéiques de méme poids

moléculaire sont identiques (Figure III-14).

3°) CONCLUSTION

L'étude de La composition en chaines Légenes, apnes
électrhophonese en présence de SDS a pH 8,4, montre que foutes
Les myosines des oreillettes et de ventricules de coeurn  pour
toutes Les esplces etudiles possedent deux chaines Legehres.
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FIGURE III-14 : ELectrophorise sun gel gradient de

polyacrnylamide (5-30%),en plaque, en

présence de SDS a pH 7,0

(a)
(b)
(c)
(d)

"mgobéna-vp" de
"myaéine—ov" "
”mgoaine—vG" "
"myoaine—OG" "
"mgOALnQ-VG”
"mgoaine-OG” "

"myoALne—VD” "
”mgOALne-OD"

coeun

de Porce adulte
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Le coeun de Batraciens est constitué d'un seul
ventricule et de deux ornelllettes : Les myosines extraites
des onedlllettes et du ventricule ont une composition en
chaines Légeres ALdentique, avec en particulien pour La
chaine Légere de plus grande mobilfité élLectrophonétique un
polds moléculaire ingerieun a 18,000,

Chez Les O0iseaux, Le coeur est constitué de deux
ventricules et de deux onedillettes dont Les myosines corres -
pondantes ont une méme composition en chaines Légeres. La chaine
Legene de plus grande mobilitlé Electrnophonitique a un poids
moléculaine de 18.000

Chez Les Mammifernes supérieuns, Le coeur est
dgalement constitué de deux ventricules et de deux oreillet-
tes. La composition en chailnes Légeéres des myosines aurdculad-

nes et ventriculaines sont differentes

- La comparaison des myosines ventriculaires de
coeun de Porc et de coeurn humain montre que bien qu'elfles
possedent La chaine fLégére de 18 000 daltons, Leur composd-
tion en chaines Léglres est differente.

- La méme comparalson pour Les myosines aurndculad-
nes montre que bien que possédant La méme chaine Légére de
plus faible poids moléculaine, elle different par Leur chaine
Legene de plus haut poids moléculadine.

A pantin de L'appariition des Mammigeres au cours
de £'évolution des espéces, on constate une difgérenciation
au niveau des chatnes Légernes entre Les myosines auniculalnes

et ventrniculaines {(Tableau 1T11- 4).
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GRENOUILLE POULET PORC HOMME

TABLEAU III~-4 : Shiéma de La composition en chaines Légeres
de L'oneillette et du ventricule de coeur
au couns de R'évolution des espices. Composd-
tion Btablie a pantin des elLectrnophonréses surn gek
d'acrylamide en priésence de SDS a pH §&,4.
0 : désdigne La myosine auriculairne
V.: désdigne La myosine ventaiculainre
Les differences entre Les différentes chaines
Légenes sont a L'échefle et comparaiive pan
napport @& La "myosine-V" extraite du coeun de
Porne (27.000 et 18.000 daltons).

Ces schémas sont efablis a parntin des distances
de migration élLectrophonétique mesuntes directement

surn Le gel de polyacrylamide.
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CHAPITRE IV

ETUDE
DE LA STRUCTURE PRIMAIRE
DE LA CHAINE LEGERE
DE PLUS HAUT POIDS MOLECULAIRE
DE LA MYOSINE
DU VENTRICULE GAUCHE
DE COEUR DE PORC
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Ce chapitre a fait 1l'objet des publications
suivantes :
- X. GRANDIER-VAZEILLE et D. TETAERT,
Isolement des chaines légéres de la myosine cardiaque de

Porc et é&tude des polypeptides obtenus aprés action du
bromure de cyanogéne.

BLochimie, 1978, ég, 409-415.
- X. GRANDIER-VAZEILLE, D. TETAERT, B. HEMON, K.K. HAN and
G. BISERTE,

Partial amino acid sequence of pig heart left ventricular
myosin light chain L27.

Protides of biological fLudids XXVITITIZh CollLoquium edited
by H. Peetens, 1980, 28, #5-78.
- X. GRANDIER-VAZEILLE, D. TETAERT, B. HEMON and G. BISERTE

Evaluation of commercial RP-HPLC columns for the separation
of peptides from porcine cardiac myosin light chain L27.

Protides of biological fLuids XXXth Colloquium, edited
by H. PEETERS, 1982, 30 (sous presse).

AVANT-PROPOS

L'étude de la structure primaire des chaZlnes

légéres de myosine a fait 1l'objet de quelques travaux. Lors de

nos premidres études de la structure de la chaine légére L27
de 1la "myosine—VG" de coeur de Porc, seules les structures
primaires des chaines 1légéres L25 et L16 de la myosine ge
muscle squelettique de Lapin (Frank et Weeds, 1974) et la
structure partielle de Lo de la myosine de coeur de Boeuf

(Weeds, 1975) é&taient connues.
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Depuis neuf structures primaires ont été
déterminées :

. chaine légére L;g de la myosine de muscle
squelettique de Lapin (Matsuda et al., 1977),

. chaine légére Loo de la myosine cardiaque de
Poulet (Maita et al., 1980),

. chaine légére Lys de la myosine de muscle
squelettique de Poulet (Matsuda et al., 1981),

. chaine légére L de la myosine de muscle

squelettique de Poulet (;gita et al., 1981),;

. chaine légére Lig de la myosine de muscle
squelettique de Poulet (Matsuda et al., 1977),

. chaine légére Lyo de la myosine lisse de gésier
de Poulet (Matsuda et al., 1981),

. chaine légére L,g et L de la myosine de
17 98
la myosine de muscle lisse de gésier de Poulet (Matsuda

et al., 1981).

18-P
ventricule de coneur de Poulet et chaine 1l&gére L

La comparaison des séquences en acides aminés
montre que toutes les chaines lé&géres ont leur acide aminé en
position N-terminale blogqué. Elles ne contiennent pas de résidu
de tryptophane et le taux en tyrosine et en histidine est peu
éleve.

Il a été montré également qu'il y a une homologie
certaine entre les séquances en acides aminés des chaines
légéres, (celles de plus haut poids moléculaire), la TN-C et
la parvalbumine de Carpe (Collins, 1974) ce qui indiquerait que
ces -protéines auraient eu une protéine ancestrale commune.
D'autre part, les répétitions de séquence suggérent qu'il y

ait eu duplication de géne pendant leur évolution.

La structure tridimensionnelle de la parvalbumine
de Carpe a été déterminée par diffraction aux rayons X (Kretsinger
et Nockdls, 1973). Elle montre que cette protéine, qui lie le
calcium, est formée par duplication de géne et posséde deux sites
de fixation. Chacun des sites est situé dans une boucle, celle-ci

étant insérée entre deux régions hélicoidales. La parvalbumine
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Iv-1 (a) Structunre tridimensionnelle etablie

par diffraction aux rayons X de La Parvalbumine
de Carpe ( Notons Les intenactions de type Van den
Waals entre Les differentes hélices a )
( KRETSINGER et NOCKOLDS 1973 )

(b) Strustune trldimensionnelle de La chaine
Legene L25 de La myosine de muscle squelettique
de Lapin déduite parn homologle ( WEEDS et Mc LACHLAN
1974 ).
Les symboles A et B cornespondent aux hélices o
qui stabilisent La structure et Les symbolos S : )

cornrespondent aux "sites de fixation du calelum ". .
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posséde deux régions hélicolidales supplémentaires et ainsi les
six hélices s'arrangent pour former une structure trés hydrophobe

qui stabilise la structure tridimensionnelle (Figure IV-1).

L'existence de cette structure hydrophobe dépend
de certains acides aminés apolaires situés dans des positions
trés spécifiques. Ils permettent des interactions de type Van

der Waals entre chaque région hélicoidale.

La comparaison des séquences en acides aminés
des calciprotéines, parvalbumine et TN-C, montre l1l'existence
de séquences homologues se situant au niveau des sites de
fixation du calcium et dans les régions hélicoidales. La TN-C,
qui posséde quatre sites de fixation du calcium, a une structure
similaire 3 celle de la structure hydrophobe particuliére de 1la

parvalbumine (Weeds et Mc Lachlan, 1974) (Figure IV-1).

L'étude de la ségquence en acides aminés de la
chaine légére Lys de la myosine de muscle blanc de Lapin a
permis de montrer une homologie de ségquence certaine entre
la TN-C, la parvalbumine et la chaine 1l&gére, mais aussi des
petites différence<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>