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CHAPITRE 1 

GENERALITES 



La motilité cellulaire est une propriété fondamen- 

tale. Par exemple, elle contrôle les mouvements variés des 

cellules, les mouvements pendulaires et ondulatoires des 

cils et des flagelles, les courants cytoplasmiques dans la 

cellule végétale, les mouvements amiboîdes, 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 l'agencement des longues 

chaînes de protéines "contractiles" (myosine, actine, tropo- 

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

1 - LES SYSTEMES MUSCULAIRES 

Chez les organismes pluricellulaires,la motilité 

revient essentiellement à 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, 

len cetLuLen mun cutaineh t i d d  en qui assurent les mouvements de 

certains organes de la sphère végétative, tels que l'estomac 

et l'utérus ; d'autres cellules de petite taille, mais niniéeh 



et associ6es % la nianière d'un réseau, constituent le tissu 

contractile du coeur ; il existe enfin un tissu musculaire 

b t h i é  formé d'éléments indépendants très allongés (les fibres 
musculaires striées). 

7 O ]  L E  TISSU MUSCULAIRE STRIE 

Qu'ils s'attachent sur le squelette (muscle "squelet- 

tique R ,  OU sur ses dépendances cartilagineuses ou conjonctives 

(muscles "peauciers") les muscles sont aussi bien les age;ts 

de la locomotion que du maintien d'équilibre et de posture 

chez l'individu immobile. Selon la fonction, il existe le 

muscle strié l e n t  (posture) et le muscle strié n a p i d e  (locomo- 
tion). 

Le muscle strié normal est formé d'éléments de 

plusieurs centimètres qui sont de véritables cellules géantes 

multinucl6es, appelees les fibres musculaires dont l'organisa- 

tion inframicroscopique est très 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 ditès motrices. 

a )  o n g a n i b a t i o n  génénate  de t a  d ibne  mubculaine 
b t n i é e  

La fibre musculaire ou unité fonctionnelle du muscle 

(figure 1-1) a une forme très allongée ( 5  3 35 mm) et un diamètre 

variable (10 à 100 p). Elle peut contenir jusqulà 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 glycogène,etc ... D e w  particularités fondamentales 
individualisent cette cellule : la présence de myofibrilles, 

disposées parallèlement, étendues d'une extrémité 21 l'autre de 

la fibre, occupant sur une section transversale la presque 

totalité de la fibre ; 
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Figure 1-1 : LES NIVEAUX D'ORGANISATION DANS UN MUSCLE SOUELETTIQUE STRIE 

Dans le centre de la Figure, une micrographie électronique représente 

le sarcomère suivi de son schéma. Dans le bas de la Figure est représentée de 

façon schématique l'organisation spatiale des myofilaments : au niveau de la 

ligne M les filaments épais seuls présents sont disposés de façon 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: 

au niveau de la bande 1, les filaments fins sont seuls présents 



l e  developpement e t  l a  d i s p o s i t i o n  du système réticuloendo- 

plasmique ( f i g u r e  1-1) 

La c e l l u l e  musculaire s t r i é e  présente  en o u t r e  des 

d i f fé renc ia t ions  p a r t i c u l i è r e s  aux po in t s  de contac t  avec l e s  

terminaisons nerveuses ( jonct ion  myoneurale) e t  à ses ext rémi tés  

( jonct ion myotendineuse) . 

Dans l a  f i b r e  musculaire non cont rac tée ,  on note en 

microscopie opt ique,  une a l t e rnance  r é g u l i è r e  de  bandes c l a i r e s  

i so t ropes  (1) e t  d e  bandes sombres anisot ropes  ( A ) .  Chaque 

bande 1 e s t  d i v i s é e  en deux par  une mince s t r i e  dense ( Z )  . 
L'espace compris e n t r e  deux s t r i e s  Z consécutives correspond 

au sarcomère qui  est l ' u n i t é  c o n t r a c t i l e  ( f i g u r e  1-1). Chaque 

bande A comprend une zone médiane ( H l  p lus  c l a i r e  que s e s  zones 

l a t é r a l e s  ; t a  bande H ou bande de HENSEN comporte elle-même 

en son mi l ieu  une s t r i e  légèrement p lus  dense : l a  b t h i e  M .  

Cet te  s t r i a t i o n  est  due à l a  s t r u c t u r e  p a r t i c u l i è r e  des 

myof ibr i l les .  L ' i n t e r p r é t a t i o n  de c e t t e  s t r i a t i o n  a é t é  6- 

lucidee par  l a  microscopie é léc t ronique  de  l a  s t r u c t u r e  filamen- 

t a i r e  des myof ib r i l l e s .  Deux s o r t e s  de  f i laments  s o n t  v i s i b l e s  : 
O 

den ,jitarnenh épaib (160 A de diamètre) e t  des , j i larnenh dinb 
O 

(50 A ) .  Dans chaque sarcomère, l e s  f i laments  épais  occupent 

l a  p a r t i e  c e n t r a l e  à l'emplacement de l a  bande A ; i ls  

présentent  en l e u r  mi l ieu  un renflement marquant l a  s t r i e  M. 

L e s  f i laments  f i n  s ' i n s è r e n t  s u r  les stries Z ,  occupant les 

bandes 1 e t  péns t ren t  e n t r e  les f i laments  Bpais dans l e s  

p a r t i e s  l a t é r a l e s  d e  l a  bande A ; l e u r  absence dans l a  p a r t i e  

médiane d e  l a  bande A crée  l a  zone p lus  c l a i r e  H ,  l a téra lement  

l e u r s  extrémités  s ' i n t e r p é n è t r e n t  avec celles des f i laments  

f i n s  du sarcomére v o i s i n ,  un double système d e  ponts u n i t  

ces extrémités  3 l ' i n t é r i e u r  de  l a  s tr ie Z ( f i g u r e  1-1). 

En s e c t i o n  t r ansversa le ,  l e s  f i laments  présentent  

un haut degré d 'o rgan i sa t ion  s p a t i a l e .  Les f i laments  épais  

son t  disposés se lon  un arrangement hexagonal r é g u l i e r  de 
O 

450 A de c e t é ,  au niveau des p a r t i e s  l a t é r a l e s  des bandes A, 



-5- 
Les filaments fins sont visibles. Le nombre et la disposition 

relative des filaments épais et fins varient selon les espèces 

et selon les muscles. Par exemple, dans les musitles de Mam- 

mifères, ils forment une couronne régulière de six filaments 

autour de chaque filament épais, chaque filament fin étant 

à égale distance des trois filaments épais voisins. 

Entre les filaments épais et fins sont tendus des 

ponts. Longitudinalement, ces ponts sont disposés sur les 

filaments primaires tous les 60 à 70 A et décalés selon une 
progression hélicoïdale d'environ 60 A si bien que deux ponts 

O 

parallèles consécutifs sont distants d'environ 400 A. De la 

sorte, chaque filament fin est atteint par un pont tous les 

130 à 140 A.  

Les maladies qui relèvent uniquement d'altération 

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

On en décrit deux groupes : les myopathies et les myosites. 

On désigne ces affections dégénératives sous le nom 

de dystrophies musculaires progressives et on a étendu le terme 

de myopathies à 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 à l'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 s u  sexe e& l a  "myopathie facio-scapulo-hurn8ra1ew ( l a  

maladie de LANDOUZY-DEJERINE) q u i  est également une malà83e 

h é r é d i t a i r e  m a i s  q u i  se t ransmet  s e l o n  l e  mode autoseonal. L e s  

a u t r e s  dys t roph ie s  muscula i res  s o n t  moins b i e n  d é f i n i e s  e t  ce 
s o n t  a u s s i  d e s  maladies  f a m i l i a l e s  dont  l e  mode de trano- 

miss ion  e s t  d i f f i c i l e  a p r é c i s e r  ( l a  d y s t r o p h i e  muscula i re  

des  c e i n t u r e s ,  l a  myopathie o c c u l a i r e  e t  les myopathies 

d i s t a l e s )  . 
- les myotonies 

On dés igne  sous  l e  nom de  myotonies, des  malaüies 

h é r é d i t a i r e s  q u i  o n t  pour  t r a i t  commun d e  se t r a d u i r e  p a r  un 

t r o u b l e  f o n c t i ~ n n e l  t r è s  p a r t i c u l i e r  d e  l a  f i b r e  musculaire  

qu'on remarque généralement au niveau des muscles d e  l a  main. 

Dans l a  "myotonie dystrophique d e  STEINERT", o u t r e  

les symptomes de l a  myotonie, e l l e  se t r a d u i t  p a r  une dimi- 

nu t ion  de  l a  f o r c e  muscu la i r e  ave: amyotrophie au niveau 

des  membres i n f é r i e u r s  e t  supé r i eu r s ,  q u i  a t t e i n t  a u s i  les 

muscles de  l a  f ace ,  des paupières ,  a i n s i  que les muscles 

péribuccaux . 

Dans l a  myotonie congén i t a l e  (maladie  d e  THOHSEN) , 
il n ' y  a pas d e  c a r a c t é r e  é v o l u t i f  p r o g r e s s i f  e t  e l l e  ne 

comporte pas d 'amyotrophie.  C ' e s t  une maladie  f a m i l i a l e  r a r e  

q u i  est d i f f u s e  e t  i n t é r e s s e  généralement l 'ensemble de l a  

musculature.  

- les p a r a l y s i e s  pér iod iques  f a m i l i a l e s  

On désigne a i n s i  p l u s i e u r s  types  d ' a c t i o n s  f a m i l i a l e s  

h é r é d i t a i r e s  t ransmises  s u r  l e  mode dominant autosornique e t  

q u i  se c a r a c t é r i s e n t  c l in iquement  pa r  des  accès  i n t e r m i t t e n t s  

d e  p a r a l y s i e s  muscula i res  e tendues e t  biologiquement pa r  des  

v a r i a t i o n s  du  taux d e  potassium dans l e  sang.  



Les myosites sont par définition des maladies inflam- 

matoires du muscle. Elles forment un groupe très hetérogène 

d'affections difficiles à classer en raison de leur évolution, 

de leur manifestation et surtout de leur origine. Les unes peuvent 

en effet être rapportées à un agent pathogène connu et les autres 

ont une étiologie encore indeterminée. Elles forment le groupe 

des polymyosites et dermatomyosites. 

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 embryonmires rencontrés le plus 
souvent chez les enfants et qui sont de loin le type le moins 

différencié. 

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

apparaissent groupées en alvéoles. 

- Le rhabdomyosarcome polymorphe qui diffère des autres 
types par sa majorité de cellules volumineuses à cytoplasme 

abondant et à noyaux multiples. Les cellules sont habituellement 

arrangées de façon irrégulière et présentent souvent une striation 

transversale évidente. 

2 ' )  L E  MUSCLE L I S S E  

L'absence de striation transversale régulière a permis 

de qualifier les muscles qui sont sous le contrôle du système 

neurovégétatif, de muscles lisses. Les cellules musculaires lisses 

sont presque toujours groupées en faisceaux et sont orientées 

parallèlement entre elles. 
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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 collagène. 

La cellule musculaire lisse a des dimensions et une 

forme qui varient en fonction de sa localisation (tube digestif, 

artères, utérus). Elle est limitée par le sarcolemme et contient 

(i) un noyau unique et central (ii) les "myof ibrilles" qui sont 

des filaments homogènes de 300 nm de diamètre (iii) le sarco- 

plasme, rare entre les myofibrilles et abondant autour du noyau, 

contient des dictyosomes, du glycogène, 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 l'état relaxé sont très allongées avec 

leurs extrémités très effilées. Leur longueur varie énormément 

selon leur localisation (de 15 p m dans les capillaires sanguins 

et 500 p m dans la paroi utérine). A l'état contracté, ces 

cellules fusiformes deviennent ovoides et ont des contours plus 

ou moins découpés (figure 1-2) . 

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 péripherique. Les myofilaments dans la 

cellule lisse sont constitués de filaments épais (13,5 a 17,5 nm 
de diamètre), de filaments intermédiaires (de 10 nm de diamètre 

environ) et de filaments fins (de 3 à 8 nm de diamètre) qui 
se rejoignent dans les cotrpd d e n h  eh . 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 r6le dans le transport et le stockage des ions. Il existe 

entre chaque cellule des zones de jonction comme des desmosomes. 



A c t i n e  

Corps dense 

. .. 

FIGURE 1-2 : Schéma d ' u n e  coupe  d e  m u n c l e  l i b b c  

d ' a p ~ é n  HEUMAN 7 9 7 7  

( a )  M u b c l e  a u  hepOb 

l e s  d i l a m ~ n X n  @ p a i n  n e  n o n i  pan obneav&n  En m i c f i o a c o p i e  

Z l e c X f i o n i q u e  
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Le rét iculum sarcoplasme bien que d i f f é r e n t  d e  c e l u i  

de  l a  f i b r e  musculaire s t r i é e  o f f r e  un c e r t a i n  nmnbre de  points  

communs t e l s  ( i l  l e  réseau tr idimensionnel  de  Oubules dont le 

r ô l e  s e r a i t  d'accumuler l e  calcium (ii) les mitachondaries 8is- 

posées a l a  pé r iphér ie  e t  dans l e  c y t a p l a m e  a x i a l  qui,. dans L a  

c e l l u l e  l i s s e ,  a s s u r e r a i t  l a  r égu la t ion  de l a  concentrat ion i n t e r -  

c e l l u l a i r e  du calcium. 

Le muscle lisse peut  a u s s i  présenter  des  tumeurs b é n i g n w  

(léiomyomes) ou malignes (léiomyosarcames) . Ces tumeurs apparais- 

s e n t  en p a r t i c u l i e r  dans l 'estomac, dans l e  la rynx e t  &ans l ' u t b r u s ,  

Dans les tumeurs de muscle lisse on d i s t ingue  deux types de ce l lu les ; ,  

des  c e l l u l e s  i r r é g u l i è r e s  e t  des  c e l l u l e s  fusiformes (APPELhvm et 

HELWIG 1976) . 

3 ' )  L E  M Y O C A R D E  

a )  Le c o e m  au c o u m  de L1évoLu;tion des esptcu 

Au cours de l ' é v o l u t i o n  des espèces, l e  coeur s ' e s t  

considérablement transformê. Ainsi chez l e s  tous  premiers Vert&réS, 

l a  Lamproie ( c l a s s e  des Agnathes) a un coeur s i t u é  ventralement ek 

enfermé dans un pér icarde  ca r t i l ag ineux .  Le coeur e s t  forme 

par  reploiement en S d 'un vaisseau embryonnaire e t  il est cloisannG 

en t r o i s  chambres success ives  ( f i g u r e  1-3) , en a r r i è r e  l e  s i n u s  

veineux (à parois  minces) c o l l e c t e  l e  sang des veines  qu i  passe 

e n s u i t e  dans l ' o r e i l l e t t e  unique (dorsa le  e t  3 paro i s  peu êpaisses)  

pu i s  dans l e  v e n t r i c u l e  v e n t r a l  (à parois  musculeulses munies de 

va lvu les  à l ' e n t r é e  e t  à l a  s o r t i e )  qu i  chasse l e  sang vers  L'awant 

dans l ' a o r t e  v e n t r a l e  légèrement d i l a t é e  à s a  base  en un bulbe 

a r t é r i e l .  

Le coeur de Grenouil le  ( c l a s s e  des Amphibiens) présenhe 

par con t re  deux o r e i l l e t t e s  précédées d'un s inus  veineux e t  un SEEEU~L 

ventr icule.  ( f i g u r e  1-3) .  L a  c a v i t é  du v e n t r i c u l e  e s t  r ê t r é c i e  par  

d e  nombreuses s a i l l i e s  d e  la  paroi  empêchant le  mélange complet dU 

sang  veineux e t  du sang a r t a r i e l  provenant des o r e i l l e t t e s .  D e  

p lus  Le cane a r t é r i e l  montre une rangée de va lvu les  à sa base ei~ à 

son extrémité,  a i n s i  qu'un r e p l i  s p i r a l  long i tud ina l  ( l e  septum 

s p i r a l )  . 

En conséquence, on admet généralement que l a  grande 

1 
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c i r c u l a t i o n  r e ç o i t  du s a n g  a r t é r i e l  à peu p r é s  pur  e t  les poumons 

du sang  veineux. *. 

Le coeur  de  P o u l e t  ( c l a s s e  des  Oiseaux) est p l u s  p u i s s a n t  

que c e l u i  des Rep t i l e s  d e  même t a i l l e  e t  même d 'un Mammifère. I l  

es t  complétement d i v i s é  e n  une p a r t i e  gauche, artériel le e t  une 

p a r t i e  d r o i t e  veineuse e t  moins musclée. Une s e c t i o n  t r a n s v e r s a l e  

( f i g u r e  1-3) montre un v e n t r i c u l e  gauche à p a r o i  musculeuse très 

é p a i s s e  avec une mul iè re  en  é t o i l e  e t  un v e n t r i c u l e  d r o i t  à p a r o i  

b i e n  p lus  mince avec une lumiére  en  c r o i s s a n t .  La p o i n t e  du coeur  

es t  en t iè rement  formée p a r  l e  v e n t r i c u l e  gauche. 

Le coeur  de  Porc ( c l a s s e  des  Mammifères Ongulés) a une 

d i s p o s i t i o n  géné ra l e  analogue à celle du coeur  d 'Oiseau. Le 

coeur  est subd iv i sé  en deux p a r t i e s ,  gauche e t  d r o i t e ,  complétement 

indépendantes,  l e  coeur "gauche" ne r ecevan t  que du sang hématosé 

e t  l e  coeur " d r o i t "  que du sang carbonaté .  La s e c t i o n  t r a n s v e r s a l e  

montre également un v e n t r i c u l e  gauche à p a r o i  p l u s  é p a i s s e  e t  de  

p lus ,  l e  v e n t r i c u l e  d r o i t  à pa ro i  p lus  mince semble ê t r e  s u r a j o u t é  

à l a  p a r t i e  médiane ( l e  septum) e t  au v e n t r i c u l e  gauche ( f i g u r e  1-3) 

Le myocarde est  un muscle rouge dont  les c e l l u l e s  en  

microscopie o p t i q u e  a p p a r a i s s e n t  striées t ransversa lement  c a r  

e l l e s  renferment des  m y o f i b r i l l e s  à zones c l a i r e s  e t  sombres. Les 

c e l l u l e s  myocardiques ( f i g u r e  1 - 4 )  s o n t  généralement de  p lus  

f a i b l e  diamètre  que les c e l l u l e s  d e  muscle s t r i é  (10 p environ)  : 

elles s o n t  a l l ongées  (50 à 200 p) e t  p r é s e n t e n t  des  b i f u r c a t i o n s  

à l ' e x t r é m i t é  d i g i t é e  d e s q u e l l e s  un accolement a l i e u  avec les 

c e l l u l e s  v o i s i n e s ,  formant des d i sques  i n t e r c a l a i r e s .  En c e r t a i n s  

p o i n t s  de ces  d i sques  l ' acco lement  membranaire e n t r e  deux c e l l u l e s  

d e v i e n t  extrêmement é t r o i t  ( jonc t ions  serrées) e t  1 'on suppose 
\ 

que c 'es t  à c e  niveau que s ' e f f e c t u e  l e  p lus  f ac i l emen t  l a  

conduction i n t e r c e l l u l a i r e .  
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La c e l l u l e  myocardique en tourée  d ' u n e  membrane ( s a r c o l t m m )  

possède un cytoplasme (sarcoplasme)  et c o n t i e n t  en o u t r e  les 

rnyo f ib r i l l e s ,  un s e u l  noyau e t  d i v e r s  t ypes  d ' o r g a n i t e s  ( m i t o -  
chondr ies ,  e t c . . . ) .  L e s  m y o f i b r i l l e s  s o n t  en tourees  d ' un  r6 seau  

d e  f i n s  c a n a l i c u l e s  q u i  c o n s t i t u e  une s o r t e  d e  ga ine  a j o u r é e  : 

l e  r é t i cu lum  arco op las mi que l o n g i t u d i n a l  ( f i g u r e  1-41, C e  

r é t i cu lum a i n s i  que les mitochondries  c o n s t i t u e n t  d e s  r 6 s e r v o i r s  

i n t r a c e l l u l a i r e s  d e  calcium. 

Le sarcolermne s ' i n v a g i n e  à i n t e r v a l l e s  r é g u l i e r s  a u  

niveau d e  l a  r é g i o n  c e n t r a l e  de s  d i s q u e s  clairs- (niveau d e s  

stries Z) formant  d e s  t ubes  t r a n s v e r s e s  q u i  p e n e t r e n t  dans l à  

profondeur c e l l u l a i r e  e t  y e n t r e n t  en  c o n t a c t  avec d e s  v 6 s i c u l e s  

d i t e s  t e rmina l e s  émanant du ri5ticulum l o n g i t u d i n a l ,  d ' a u t r e s  

v é s i c u l e s  s ' a c c o l e n t  au sarcolemme pé r iphe r ique .  

Nous notons  égelement qu ' à  cUté  d e s  c e l l u l e s  myocar- 

d iques ,  l e s  c e l l u l e s  du t i s s u  nodal  s o n t  p l u s  p e t i t e s  p l u s  

i r r e g u l i è r e s  e t  moins r i c h e s  en m y o f i b r i l l e s ,  l a  conduct ion y 

est  l e n t e .  Les c e l l u l e s  du t i s s u  conducteur  s o n t  a u s s i  moins 

r i c h e s  en  m y o f i b r i l l e s  que les c e l l u l e s  myocardiques mais:; s o n t  

beaucoup p lus  g r o s s e s  ( 4 0  p) e t  groupées  en  f a i s ceaux  dans 

l e s q u e l s  l a  conduct ion es t  beaucoup p l u s  r a p i d e  que dans  l e  

reste du coeur .  

La p a t h o l o g i e  du myocarde s o u l è v e  d e  d é l i c a t s  problè-  

m e s ,  q u i  t i e n n e n t  moins à l ' e x p r e s s i o n  d e  sa d é f a i l l a n c e  qu'à l a  
d i f f i c u l t 6  d e  r e c o n n a i t r e  l a  n a t u r e  e x a c t e  d e  l ' a f f e c t i o n  ca rd i aque  

responsable .  Une t e l l e  i n d e n t i f i c a t i o n  apparaPt  cependant e s s e n t i -  

e l l e  s i  l ' o n  cherche  à c l a s s e r  d e  faqan  p l u s  p r é c i s e  les malad ies  

du myocarde que l ' o n  d é f i n i r a  comme d e s  a t t e i n t e s  du muscle que 

t r a d u i s e n t  i n s u f f i s a n c e  card iaque  e t  hype r t roph ie ,  en l ' a b s e n c e  

d e  t o u t e  a t t e i n t e  ca rd i aque  ou a r t e r i e l l e  an t6r ieurement  connue. 

C e t t e  concept ion apparamment r e s t r i c t i v e  permet d ' env i sage r  deux 

groupes d ' a t t e i n t e  myocardique : les a f f e c t i o n s  myocardiques 

proprement d i t e s  e t  l e s  c a r d i o p a t h i e s  de te rminant  une a t t e i n t e  

seconda i re .  
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a )  l e s  ad d e c t i o n n  myocahdiquen pnopnement d i t e n  

Sous ce terme on regroupe les myocandi ten  et les 

myocandiopath ien  non o  b n t n u c t i v e n  d i t e s  n econdaihen  . Dans 
cette catégorie de myocardiopathies, il existe trois grandes 

étiologies ; les maladies du système et du tissu conducteur, 

les maladies neuromusculaires et les maladies de surcharge. 

Par exemple, dans la myocand iopa th ie  a m y l o i d e  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 à l'insuffisance cardiaque rapidement inéluctable 

et irrémédiable. 

6 )  l e n  myocandiopath ien  d é t e k m i n a n t  une a t t e i n t e  
n econdaine  

- 11 existe les myocandiopath ien  Kan o  bn t n u c t i v e n  

p n i m i t i v e n  (MCNO), c'est la découverte lors d'un examen 

radiologique d'un coeur en "ballon de jeu à XIII". L'as- 

souflement, les douleurs thoraciques amènent à constater 

chez le malade une tachycardie et un souffle d'insuffisance 

mitrale. On distingue cependant trois types anatomiques de 

MCNO primitives. 

- Il existe les myocandiopalthien d i t e b  oba tnucl t iven  

(MCOJ qui sont des sténoses des ventricules. Les troubles 

fonctionnels sont d'autant plus sévères qu'ilsapparaissent 

directement liés à la sténose du ventricule gauche (essouf- 

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

- Il existe en£ in les c a h d i o p a t h i e n  i ~ c h é m i q u e n  pah 

athénoncLéhone c o h o ~ a i n e .  L'athérosclérose, maladie de la 

paroi artérielle, porte dans 89 % des cas la responsabilité 

des cardiopathies ischémiques. En réduisant l'apport sanguin, 

elle détermine une oxygénation insuffisante ou quasi nulle 

du myocarde. L'évolution des lésions d'athérosclérose coronaire 

peut aboutir à l'occlusion par le développement des plaques 

d'athérome ou par thrombose. 



- D '  a u t r e  p a r t ,  au  niveau du  muscle kard iaque  On 

r e c o n n a i t  l ' e x i s t e n c e  d e  l é s i o n s ,  d ' apparence  tumorale ,  

f a i t e s  d e  volumineuses c e l l u l e s  d i t e s  " c e l l u l e s  a r a i g n é e s n  

en c o n t i n u i t é  avec des  f i b r e s  normales.  D e  p l u s  les léimyo- 

sarcomes observés  pa r  BEARMAN (1974) dans l e  coeur  humain 

r e p r é s e n t e n t  d e s  tumeurs mal ignes  d e  muscle lisse. 

II - LES SYSTEMES NON MUSCULAIRES 

Parmi les systèmes c o n t r a c t i l e s ,  il e x i s t e  d e s  

systèmes q u i  n ' o n t  pas d ' o r g a n i s a t i o n  p r é c i s e  dans les 

muscles. Cependant des  systèmes c o n t r a c t i l e s  se r e t r o u v e n t  

a u s s i  b i e n  dans l e  règne animal  ( les amibes, les l eucocy te s ,  

l e  cerveau,  les p l a q u e t t e s  sanguines ,  e t c . . . )  que dans  l e  

règne v é g é t a l  ( a l p e s  v e r t e s ,  les myxomycètes) (WOHLFARTH- 

BOTTERMAN, 1964) .  

Parmi les c e l l u l e s  animales ,  les unes s o n t  s a n s  

déplacement v i s i b l e  comme les  c e l l u l e s  e n d o t h é l i a l e s  (BECKER 

e t  NACHMAN 1973) , les c e l l u l e s  myoép i thé l i a l e s  (TANNENBAUM .et 

a l  1969) ,  les c e l l u l e s  d e  cerveau  (WACHSBERGER e t  PEPE 1974) 

e t  les f i b r o b l a s t e s  (ADELSTEIN e t  a l  1972) . D'au t r e s  c e l l u l e s  

s o n t  en  mouvement e t  i n d u i s e n t  de s  déplacements q u i  peuvent  

être l e n t s  mais q u i  s o n t  n e t s .  Parmi les c e l l u l e s  l i b r e s  on 

peu t  c i t e r  les amibes (WOHLFARTH-BOTTERMAN 1964, KOMNICK e t  

a l  1973) ,  l e s  p l a q u e t t e s  dans  les g lobu le s  rouges  (ADELSTEIN 

e t  a l  1973) ,  les leucocytes  (STOSSEL e t  POLLARD 1973) e t  l e s  

macrophages (HARTWIG e t  STOSSEL 19 75) . 

C - LES DIFFERENTS PROTEINES CONTRACTILES ET LEUR 
POLYMOR PH 1 SME 

La miscroscopie  é l e c t r o n i q u e  a  permis d e  d i s t i n g u e r  

que l a  m y o f i b r i l l e  est c o n s t i t u é e  d e  f a i s ceaux  d e  deux types  
d e  myofilaments, les f i l a m e n t s  é p a i s  e t  les f i l a m e n t s  f i n s .  



Des expériences d'extraction différentielle fractionnée et 

d'immunofluorescence ont permis de localiser la myosine 

comme étant la protéine principale des filaments épais et 

l'actine celle des filaments fins. 

1 - LES FILAMENTS EPAIS 

Les filaments épais de la fibre musculaire striée 

ont un diamètre 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 diamètre de 10 à 35 nm et n'apparaissent 

généralement en microscopie électronique que lorsque le 

muscle est contracté. I 

Les filaments épais sont des filaments cylindriques 

aux extrémités coniques. Ils ont dans la partie médiane 

(ligne M) un épaississement de 60 à 70 nrn qui parait plus 

dense en microscopie électronique. De part et d'autre de la 

ligne M, les filaments épais sont décorés de projections 

latérales ou ponts (longs de 7 à 10 nm) régulièrement ar- 

rangés. Ils correspondent aux têtes globulaires des molécules 

de myosine. Dans un même 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 1-5). 

Une coupe transversale de la partie médiane du 

filament épais révèle qu'en plus des molécules de myosine, 

des filaments de 5 à 6 nm (les filaments M) sont parallèles 

aux filaments épais de myosine auxquels ils sont reliés par 

des ponts de 4 nm de diamètre (ponts M). Il existe 3 à 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 également un rôle de cohésion du filament 

épais. 



4 2,9 nm . ,  TETE GLOBULAlRE t 14,3 nmi 
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F I G U R E  1-5 : 

( a )  %Gma du diLament Epaib de ~ y o b i n e  

(b) Shéma de t a  molC?cule de ~ y o b i n e  caf idiaque 

e t  t e b  d ~ d  d ~ 4 ~ n X b  boub - fjfiagm~nZ6 O bXenu6 

apneb hyd4olyn e e n z y m a t ~ q u e  L i m i t é e  



1') L A  M O L E C U L E  D E  MYOSZNE 

Bien que c l a s s é e  parmi les p r o t é i n e s  d e  s t r u c t u r e ,  

l a  myosine possède une a c t i v i t é  enzymatique ATPasique. La 

myosine se r e t r o u v e  a u s s i  b i e n  dans  les c e l l u l e s  muscula i res  

(où e l l e  r e p r é s e n t e  10 % du po ids  du muscle e t  55 à 60 % des  

p r o t é i n e s  m y o f i b r i l l a i r e s )  que dans l e s  c e l l u l e s  non muscu- 

l a i r e s  où e l l e  ne r e p r é s e n t e  que 0,s % des  p r o t é i n e s  t o t a l e s .  

L 'observa t ion  au microscope é l e c t r o n i q u e  d e  l a  

molécule d e  myosine permet d e  l a  d é c r i r e  comme une'molécule 

asymétr ique a l l ongée  comprenant une t ê t e  formée d e  deux 

p a r t i e s  g l o b u l a i r e s  d e  9  nm, prolongée d ' u n  bâ tonne t  d o n t  

l e s  dimensions s o n t  approximativement d e  1 4 0  nm d e  long  

e t  d e  2  nm de  d iamèt re  ( f i g u r e  1 - 5 ) .  

L ' ana lyse  biochimique montre q u ' e l l e  a  un po ids  

mo lécu l a i r e  é l e v é  (d ' env i ron  480.000 d a l t o n s )  e t  q u ' e l l e  

s e  compose généralement d ' un  dimère dont  l e s  cha înes  poly- 

pép t id iques  s o n t  approximativement d e  1.800 r é s i d u s  d ' a c i d e s  

aminés ( l e s  cha înes  l o u r d e s ) .  A c e s  cha înes  l ou rdes  s o n t  

a s s o c i é e s ,  d e  façon non cova l en t e ,  de s  cha înes  p e p t i d i q u e s  

de  p l u s  f a i b l e  po ids  mo lécu l a i r e ,  d ' e n v i r o n  20.000 d a l t o n s  

( l e s  cha înes  l é g è r e s ) .  

Chaque monomère d e  po ids  mo lécu l a i r e  de  200.000 

d a l t o n s  envi ron  a  du c ô t é  C-terminal (bâ tonne t )  une s t r u c -  

t u r e  s econda i r e  à 90 % d ' h é l i c e  a ; l a  p a r t i e  N-terminale, 

s u r  l a q u e l l e  s o n t  a s soc i ée s  l e s  cha înes  l é g è r e s ,  a  une con- 

f i g u r a t i o n  encore  mal connue ( £  i g u r e  1-5) . Deux monomères 

s o n t  a s s o c i é s  p a r  l e u r  bâ tonne t  pour former une s t r u c t u r e  

en double  h é l i c e .  

I l  es t  à n o t e r  que l a  myosine d'Amibe (Acanthamoeba 

c a s t e l l a n i i )  a  l a  p a r t i c u l a r i t é  d e  ne posséder  qu 'une s e u l e  

cha îne  l ou rde  d '  environ 125 .O00 d a l t o n s  à l a q u e l l e  s o n t  as-  

s o c i é e s  d e  façon non cova l en t e  deux cha înes  l é g è r e s  (POLLARD 

e t  KORN, 1973) . 
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b  ) P ~ c d c w L t i Z b  de l a  molécule de myoaine 

a] n  e n 6 i b i l i X Z  à 1' hydtoLyb e  enzymat ique  

L'hydro lyse  l i m i t é e  par  l a  t r y p s i n e  permet d e  

s é p a r e r  spéc i f iquement  l a  myosine en deux fragments (BARANY 

e t  a l ,  1964 ; TADA e t  a l ,  1969) l e s  "méromyosines". L e  premier  

fragment de  p l u s  f a i b l e  po ids  m o é l c u l a i r e  (P.M. = 140.00 d a l t o n s )  

appelé  l a  méfiomyobine & é g e h ~  (LMM) a une longueur de  90 nm, 

e l l e  est  t r è s  h é l i c o ï d a l e  e t  p r é c i p i t e  dans  l ' e a u .  Le second 

fragment de h a u t  po ids  mo lécu l a i r e  (P.M. = 340.000 d a l t o n s )  

appelé  mékomyonine Loufide (HMM) a l a  p r o p r i é t é  d ' ê t r e  s o l u b l e  

dans l ' e a u  ( f i g u r e  1 - 5 ) .  La comparaison d e s  hyd ro lysa t s  t r yp -  

s i ques  l i m i t é s  d e s  myosines card iaques  e t  c e l l e s  d e  muscles 

sque l e t t i ques ,me t  en  évidence une v i t e s s e  d ' hyd ro lyse  p lu s  

grande pour l a  myosine d e  muscle s q u e l e t t i q u e  (BARANY e t  a l  

1964 ; TADA e t  a l  1969) .  

L 'hydrolyse  l i m i t é e  de  l a  myosine p a r  l a  papaïne 

permet 1' ob ten t ion  de  t r o i s  fragments : "La  myonine- Rod" 

(P.M. = 365.000 d a l t o n s )  e t  deux a u t r e s  fragments proba- 

blement i d e n t i q u e s  (P.M. = 110.000 d a l t o n s )  correspondant  

à l a  p a r t i e  g l o b u l a i r e  d e  l a  myosine appe l ee  HMM-S L ' a c t i o n  7 ' 
prolongée de l a  papaïne permet d ' , o b t e n i r  d e s  sous-fragments 

d e  l a  HMM : l e s  f ragments  HMM-S1 d e  110.000 d a l t o n s  e t  les 

fragments HMM-S2 d e  60.000 d a l t o n s  ( f i g u r e  1 -5 ) .  Le HMM-S2 

es t  cons idéré  comme une p i è c e  d ' a r t i c u l a t i o n  pour les ponts  

myosine-actine (LOWEY e t  a l ,  1969) . 

S i  l a  v i t e s s e  d 'hydro lyse  p a r  l a  t r y p s i n e  est  p lu s  

l e n t e  s u r  l a  myosine card iaque ,  c e l l e  d e  l a  papaïne e s t  

i den t ique  pour l a  myosine card iaque  e t  c e l l e  du muscle sque- 

l e t t i q u e .  

La myosine peu t  être d i s s o c i é e  en sous-uni tés  l ou rdes  

e t  l é g è r e s  s ans  q u ' i l  y a i t  hydrolyse  enzymatique (FREDERIKSEN 

e t  HOLZER, 1968 ; WEEDS e t  LOWEY, 1971) .  
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En e f f e t ,  l ' u t i l i s a t i o n  d ' a g e n t s  d i s s o c i a n t s  ( u r é e  8M ; chlo- 

r h y d r a t e  d e  guanid ine  6M etc  ...) permet l a  s é p a r a t i o n  cha înes  

lourdes-chaînes  l é g è r e s  i n d i q u a n t  que l ' i n t e r a c t i o n  e n t r e  ces 

sous -un i t é s  s e  f a i t  p a r  l i a i s o n  non cova l en t e .  D i f f é r e n t e s  

cha înes  l é g è r e s  o n t  pu ê t re  i n d e n t i f i é e s  e t  i s o l é e s  pa r  chro- 

matographie  s u r  DEAE-cellulose (WEEDS e t  LOWEY, 1971 ; HORVATH 

e t  GAETJENS 1972) ,  pa r  p r é c i p i t a t i o n  à l ' a l c o o l  (STONE 1970) ,  

p a r  é l e c t r o p h o r è s e  p r é p a r a t i v e  (LEGER e t  FOCANT 1973 ; KERCKAERT 

1978) ou p a r  p r é c i p i t a t i o n  i s o é l e c t r i q u e  (HIRATSUKA 1980) .  

En 1967, il a é t é  m i s  en évidence que l e  muscle sque- 

l e t t i q u e  d e  Lapin é t a i t  hé té rogène  e t  p o s s è d a i t  deux types  de  

muscle : du muscle b l anc  ( r a p i d e )  e t  du muscle rouge ( l e n t ) .  

Les myosines e x t r a i t e s  d e  ces deux types  de muscles d i f f è r e n t  

p a r  l e u r  cha înes  l é g è r e s  (LOCKER e t  HAGYARD, 1 9 6 7 ) .  Depuis, 

g r â c e  à l ' é l e c t r o p h o r è s e  s u r  g e l  de  polyacrylamide en présence 

d e  SDS, l a  composit ion en cha înes  l é g è r e s  des  myosines e x t r a i t e s  

d e  d i f f é r e n t s  types  de muscles ( t a b l e a u  1-1) a pu ê t r e  déterminée 

quan t i t a t i vemen t  e t  q u a l i t a t i v e m e n t  (SARKAR e t  a l  1971) .  

La dénomination, l e  poids mo lécu l a i r e  d e s  cha înes  

l é g è r e s  v a r i e n t  s e l o n  l e s  a u t e u r s .  I ls  dépendent du mode 

d ' i so l emen t  u t i l i s é ,  de  l ' e x i s t e n c e  ou non d e  forme phosphorylée 

e t  du g e l  de  polyacrylamide c h o i s i .  Par  exemple pour l a  myosine 

d e  muscle b l anc  d e  Lapin (myosine de  r é f é r e n c e )  l e s  cha înes  

l é g è r e s  d ' env i ron  25.000 e t  16.000 d a l t o n s ,  d i s s o c i é e s  s é l ec -  

t ivement  p a r  u t i l i s a t i o n  d e  c o n d i t i o n s  d é n a t u r a n t e s  à pH a l c a l i n ,  

s o n t  appe l ée s  l e s  cha înes  l é g è r e s  " a l c a l i n e s " .  La cha îne  l é g è r e  

d e  18.000 d a l t o n s  envi ron ,  s é l ec t i vemen t  d i s s o c i é e  p a r  a c t i o n  

d e  l ' a c i d e  5 - 5 ' d i t h i o b i s  2-ni t robenzoïque (DTNB), a  é t é  appe lée  

l a  cha îne  l é g è r e  "DTNB" ou cha îne  légère-Nbs (WEEDS e t  LOWEY 1971) 

e t  comme e l l e  possède une forme phosphorylée,  e l l e  e s t  appe lée  

a u s s i  P-chaîne l é g è r e  (FREASON ET PERRY 1975) . D '  a u t r e s  au t eu r s  

nomment c e s  cha înes  l é g è r e s  s e l o n  l e u r  m o b i l i t é  é l é c t r o p h o r é t i q u e  

c r o i s s a n t e  LCl ,  L C 2 ,  LC2-p e t  LC3 ou encore  pour montrer l e u r  
f  f  

appar tenance  à une myosine d e  muscle r a p i d e  LC1 , LC2 , LC2,p e t  
f  

LC3. 



DE LAPIN 
( S A R K A R  E X  a l  1 9 7 7 )  

-- 

NUSCLE ROUGE LENT 
DE LAPIN 

( S A R K A R  ex a l  1 9 7 1 )  

MUSCLE CARDIAQUE 
DE LAPIN 

( S A R K A R  ex a l  7 9 7 7  ) 

(TETAERT E X  a l  7 9 7 7 )  

TABLEAU 1-1 : Paida molécula ihe  den chainen Régèhen 
de mganime den pfiimcipaux - Xypaib de mc~nclen 



A toutes ces momenclatures, nous avons préféré celle 

qui relie la chaîne légère à son poids moléculaire approximatif 

déterminé après électrophorèse sur gel de polyacrylamide en 

présence de SDS à pH 8,4, car pour certaines myosines il 

n'existe pas de méthode sélective pour isoler chacune des 

chaînes légères ou encore il n'existe que deux chaînes légères 

ou bien il est difficile de préciser s'il s'agit de muscle 

rapide ou lent etc... 

Pour chaque type de muscle, la myosine possède une 

composition en chafnes légères caractéristique comme le montre 

le tableau 1-1 et, par exemple, la myosine de muscle cardiaque 

des Vertébrés possèdent deux types de chaînes légères de 27.000 

et 18.000 daltons environ (L27 et L28). Une forme phosphorylée 

de L18 a pu être mise en évidence par électrophorèse sur gel 

de polyacrylamide en présence d'urée 8M (L18-p). 

Les différences dans les sous-unités légères des 

myosines sont également mises en évidence lors de la comparaison 

des myosines d'un même muscle pour des espèces différentes (WEEDS, 

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

dans la composition en chaines légères des myosines est née la 

notion d'iboenzymea de La myoaine. Cette notion d'isoenzymes 
devenait évidente pour la myosine de muscle rapide de Lapin 

possédant trois chafnes légsres avec des rapports non stoé- 

chiométriques (L25 = 1,35 ; L16 = 0,65 et LI8 = 2,O). De plus, 

ceci suggérait l'existence d'homodimères (L25 sur chacune des 

têtes globulaires) et d'hétérodimères (L25 sur l'une des 

têtes globulaires et L16 sur l'autre) (LOWEY et RISBY 1971 ; 

SAMAR 1972 ; WEEDS et TAYLOR 1975). Ces suggestions ont été 

confirmées 

- par l'étude des activité ATPasiques d'activation 
par l'actine des sous-fragments HMM-S1 qui possé- 

dent soit LL5 ou L16 (WAGNER et WEEDS, 1977) ; 

- par la séparation des HMM-S1 (L25) et HMM-S1 (L16) 
par chromatographie d'affinité (TRAYER et al 1977) ; 

- par l'électrophorèse 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 cQmposant+ ; -1'hcuao- 

dimsre auquel est associé L25 ; ilhmodimére auquel 

est associé L16 et l'hétérodimère avec LZ5 et L~~ 

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

- par l'isolement après électrophor&se sur gel de 
polyacrylamide en milieu non dissociant et étude 

des myosines homodimères (LOWEY et al, 1979). 

Taud c e b  h Z d u L t a 2 d  b u g g è h c n t ,  en particulier les 

différences de mobilité électrophorétique en milieu non 

dissociant, q u e  La n o t i o n  d ' i b 0 e n Z y m e b  d e  l a  m y o b i n e  a t t n i b u é e  

a u x  c h a Z n e b  l e g i 2 h e b  d e v a i t  L' E t h e  a ~ b b i  a u x  c h a i n e b  L o u h d e b  (par 

exemple, la myosine lisse possèdant deux chaines légères ne 

présente qu'un seul composant aprés électrophorèse sur gel de 

polyacrylamide en milieu non dissociant). 

6 )  l e b  bOUb u n i t é b  l o u h d e b  

L'hétérogénéité des chahes lourdes de myosine a été 

mise en évidence pour la première fois lors de l'étude de l'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-S et de HMM-S2 
1 

était plus faible que pour la myosine de muscle squelettique 

de Lapin (BARANY et al, 1969). Depuis, afin de caractériser 

les multiples £ormes de myosine dont les différences se situent 

au niveau des chafnes lourdes, quatre méthodes d'étude compa- 

rative ont été utilisées : 

- l'étude de séquence de peptides et l'étude des 
cartes peptidiques obtenues après action d'agents 

chimiques ou après hydrolyse enzymatique sur les 

myosines, après électrophorèse bidimensionnelle 

sur gel de polyacrylamide ; 

- l'étude en microscopie électronique ; 
- les études immunochimiques ; 



- l ' é t u d e  d e  g e l s  d ' ac ry lamide  d e s  myosines 

" n a t i v e s "  e f f e c t u é s  en m i l i e u  non d i s -  

s o c i a n t .  

Par  c e s  méthodes, de s  d i f f é r e n c e s  au niveau 

des  cha înes lou rdes  de  myosine e x t r a i t e s  de  d i f f é r e n t s  

muscles d 'une  même espèce (HUSZAR e t  ELZINGA, 1971 ; 

MASAKI, 1974 ; FLINK e t  MORKIN, 1977 ; D'ALBIS e t  a l ,  

1979) , des  d i f f é r e n c e s  au niveau des  cha înes  l ou rdes  

d ' u n  même muscle pour d e s  espèces  d i f f é r e n t e s  (HUSZAR 

e t  ELZINGA,  1972 ; LEGER e t  a l ,  1979) ou encore  l ' e x i s -  

. t e n c e  d e  p l u s i e u r s  composants pour un s e u l  muscle 

(HOH e t  a l ,  1976) o n t  é t é  m i s e s  en év idence .  

C e t t e  n o t i o n  d ' isoenzymes d e  myosine don t  

l e s  d i f f é r e n c e s  s e  s i t u e n t  au niveau d e s  cha înes  

lourdes  e t  des  c h a î n e s  l é g è r e s  n ' e s t  pas  une ca rac t é -  

r i s t i q u e  des  systèmes muscula i res .  En e f f e t ,  l e s  

é tudes  s u r  l ' h i b e  Acan2hamoeba cab2eLLanLi  (MARUTA 

e t  KORN, 1977 ; POLLARD e t  a l ,  1978) o n t  permis de  

m e t t r e  en  évidence t r o i s  t ypes  d e  myosine : 

- l a  myosine de  t ype  1: possèdant  deux 

cha înes  l ou rdes  (PM = 170.000) e t  deux 

p a i r e s  de  cha înes  l é g è r e s  (PM =17.500 

e t  17.000) 

- l a  myosine d e  t y p e  I A  possèdant  une 

s e u l e  cha îne  l ou rde  (PM = 130.000) e t  

deux cha înes  l é g è r e s  (PM = 17.000 e t  

1 4  .OOO) 

- l a  myosine d e  t y p e  I B  possèdant  une 

s e u l e  cha îne  l ou rde  (PM = 125.000) e t  

deux cha înes  l é g è r e s  (PM = 27.000 e t  

1 4  .OOO) . 

L e s  t r o i s  myosines o n t  de s  cha înes  l ou rdes  

d i f f é r e n t e s , d e s  p r o p r i é t é s  enzymatiques d i f f é r e n t e s  e t  

s o n t  d i s t i n c t e s  immunochimiquement. 



Une autre caractéristique de la myosine, montrée pour 

la première fois dans le cas de la myosine de muscle squelet- 

tique de Lapin, est de s 'assembler spontanément i n  v i t h o  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 l'état phy- 

siologique les filaments synthétiques pouvaient être sous 

forme de ailamenta b i p o l a i h e n  qui pourraient rendre compte 
des mécanismes de glissement des filaments lors de la coni- 

traction musculaire (HUXLEY et HANSON 1954, MOREL et al 1975) . 
Pour ces filaments, les têtes globulaires de fa myosine sont 

sur la périphérie et sont symétriques par rapport au centre 

de symétrie du filament. Ces têtes globulaires correspondent 

aux ponts qui se forment entre le filament fin et le filament 

épais. Les filaments sont formés par assemblage tête-bêche 

antl-parallèle dans le milieu du filament et aux extrémités 

par un assemblage parallèle. 

Les filamentssynthétiques formés i n  v i t h o  sont moins 
longs que les filaments épais i n  v i v o  et de plus leursprojec- 
tions sont plus longues et plus irrégulières. 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, très courts pour la myosine de cellule non mus- 

culaire). 

Dans des conditions particulières de tampon et 

suivant la vitesse de polymérisation il est possible d'ob- 

tenir des filaments synthétiques ayant les mêmes longueurs 

qu'à l'état physiologique (HUXLEY 1963 ; KAMINER et BELL 

1966). L'accroissement de longueur s'accompagne d'une 

régularité plus importante des filaments et des projections. 



I l  y  a u r a i t  pour l e s  t r è s  longs  f i l a m e n t s  une p é r i o d i c i t é  

d e  p r o j e c t i o n s  d e  14,3  nrn (MOOS e t  a l  1975, MOREL e t  a l  

1979) .  C e t t e  v a l e u r  s e r a i t  en  t r è s  bon accord avec l a  

p é r i o d i c i t é  mesurée p a r  d i f f r a c t i o n  aux rayons X e t  a t -  

t r i b u é e  aux ponts  e n t r e  f i l a m e n t s  f i n s  e t  f i l a m e n t s  é p a i s  

(HUXLEY e t  BROWN 196 7 ) . 

D e  nombreux f a c t e u r s ,  t e l s  l'ATP, l e  c h l o r u r e  de  

calc ium,  l e  c h l o r u r e  d e  magnésium, l e  pyrophosphate de  

sodium... i n f l u e n c e n t  l a  fo rmat ion  d e  longs f i l a m e n t s  bipo- 

l a i r e s  ayan t  l e  d iamèt re  r encon t r é  à l ' é t a t  phys io log ique  

(PINSET-HARSTRON e t  TRUFFY 1979) .  Dans c e  c a s ,  ces pro jec-  

t i o n s  se d i r i g e n t  v e r s  l ' e x t r é m i t é ,  il e x i s t e  une zone 

c e n t r a l e  nue e t  d e  p a r t  e t  d ' a u t r e  d e  c e t t e  zone c e n t r a l e  

il y  a  i n v e r s i o n  d e  p o l a r i t é .  I l  es t  i n t é r e s s a n t  de  n o t e r  

que l a  cha îne  l é g è r e  phosphorylée a u r a i t  un r ô l e  dans l a  

fo rmat ion  des  f i l a m e n t s  (PINSET-HARSTROM e t  WHALEN 1979) .  

5 )  compaaiXiun en acided aminé6 deh myaainea 

La comparaison des  composi t ions  en a c i d e s  aminés 

d e s  myosines d e  muscle s q u e l e t t i q u e  d e  Lapin,  du muscle 

ca rd iaque  d e  Boeuf montre q u ' e l l e s  s o n t  s i m i l a i r e s  a l ' e x -  

c e p t i o n  d e  l ' e x i s t e n c e  d ' un  r é s i d u  d e  3-méthyl h i s t k d i n e  

pour l a  myosine de  muscle s q u e l e t t i q u e  (HUSZAR e t  ELZINGA 

1972) .  Les myosines de  muscle s q u e l e t t i q u e  e t  card iaque  

con t i ennen t  des  r é s i d u s  d e  mono-et t r i -mé thy l  l y s i n e  q u i  

i n t e r v i e n n e n t  p e u t  ê t r e  au  niveau du s i t e  a c t i f  d e  f i x a t i o n  

à l ' a c t i n e  (HARDY e t  a l ,  1970) .  

Cependant l e s  composi t ions  exprimées e n  nombre 

d e  r é s i d u s  pour 1.000 ne pe rme t t en t  pas  d e  tirer d e  

conc lus ions  quant  à des  d i f f é r e n c e s  é v e n t u e l l e s  e n t r e  les 

d i f f é r e n t e s  myosines, s u r t o u t  que les composi t ions  o n t  é t é  

r é a l i s é e s  s u r  l ' ensemble  des  d i f f é r e n t s  composants d e s  

myos i n e s .  
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II) L 'activité ATPadique de  l a  m y o b i n e  

Parmi l e s  p r o p r i é t é s  de l a  myosine, l ' u n e  d e s  p lus  

importantes e s t  s a  c a p a c i t é  2 hydrolyser  1'ATP en ADP e t  

phosphore inorganique avec l i b é r a t i o n  s imul tanée  d 'un proton 

e t  d ' éne rg ie  chimique d i rec tement  u t i l i s a b l e  e t  transformée 

en énerg ie  mécanique p a r  l e  système c o n t r a c t i l e .  Ce t t e  ac- 

t i v i t é  APTasique (APT phosphohydrolase EC 3 .6.1.3. ) e s t  

for tement  modifiée i n  v i t h o  à des f o r c e s  ioniques  é levées  

par  l a  présence de c a t i o n s  d i v a l e n t s ,  par  l ' e x c è s  de  s u b s t r a t  

e t  p a r  des c o n s t i t u a n t s  du sarcomère, comme les prokgines du 

f i l amen t  f i n  e t  pa r t i cu l i è remen t  l ' a c t i n e .  

Les s i t e s  de  f i x a t i o n  des nuc léo t ides  t r iphosphates  

(NTP) s o n t  l o c a l i s é s  au niveau des t ê t e s  g l o b u l a i r e s  de  l a  

molécule. I l  e x i s t e  deux s i t e s  d e  f i x a t i o n  d e s  MTP dont  l e  
premier e s t  l e  s i t e  a c t i f  et l e  second l e  s i t e  d e  r e l a x a t i o n  

(YOUNT e t  a l  1972) . Bien que d e  nombreux t ravaux a i e n t  é t é  

e n t r e p r i s  s u r  les s i t e s  d e  f i x a t i o n  d e  l a  myosine (ATP e t  

a c t i n e ) ,  l e s  r é s u l t a t s  s o n t  encore f ragmenta i res .  

En fonct ion  d e  l a  séquence en a c i d e s  aminés d'un 

pep t ide  de  92 r é s idus  (nommé P l O ) ,  i s o l é  des  c h a b e s  lourdes  

d e  l a  myosine d e  muscle b l anc  de  Lapin, il a é t é  montré q u ' i l  

e x i s t e  un r é s idu  de  ~ ~ - m é t h ~ l  h i s t i d i n e  proche de  deux grou- 

pements -SH (ELZINGA e t  COLLINS 1977) . L ' a l k y l a t i o n  s é l e c t i v e  

d e  c e s  groupements -SH condu i t  2 des changements c a r a c t é r i s -  

t i q u e s  des p r o p r i é t é s  enzymatiques d e  l a  myosine. L 'é tude de  

l a  sequence en ac ides  aminés du pep t ide  P10 suggère que deux 

régions  de f i x a t i o n  du M ~ ~ + - A T P  ne s e r a i e n t  pas  cont iguës dans 

l a  s t r u c t u r e  pr imai re  m a i s  dev ra ien t  ê t r e  prochesdans l a  s t r u c -  

t u r e  t e r t i a i r e  (ELZINGA e t  COLLINS 1977).  

D e s  é tudes théor iques ,  a p a r t i r  du pep t ide  
2+ o n t  permis de  montrer que l e  complexe cyc l ique  d e  Mg - ATP 

s ' i n s è r e  parfai tement  dans une rég ion  d e  s e i z e  r é s idus  

( f i g u r e  1 - 6 ) ,  e t  s e p t  d e  c e s  r é s i d u s  i n t é r a g i s s e n t  for tement  

avec l e  s u b s t r a t  (RAMIREZ e t  a l .  1979) . 



FIGURE 1-6 : Schema du n i t e  de  L i a i n o n  e x  du n i t e  

c a t a l y t i q u e  de  l a  myohine Mg-ATPade de  musc le  

n q u e l e t t i q  ue  de  Lapin : i n t e t ~ a c t i o n   de^ n e p t  

ac ides -aminen  c l e6n  du P I O  ( E L Z I N G A  e t  C O L L I N S  

1 9 7 7 )  e t  du Mg-ATP. 

Ado e n t  l ' a d é n o n i n e  

Meii e n t  l a  m é t h y l h i b t i d i n e  

D'aptLen R A M T R E Z  e t  a l  7 9 7 9  



La principale caractéristique de ce modèle repose sux le ~ U l e  

important d'un résidu de ~'-méth~l histidine présent en position 

69 dans chaque chafne lourde de myosine de muscle squelettique 

de Lapin. Dans le cas des myosines d'autres musclane contenant pas 

ce résidu méthylé, par exemple la myosine cardiaque, un résidu 

d'histidine en position 69 pourrait jouer le même r61e (RAMIREZ 

et al. 1979). 

- L'activité ATPasique ca2+ d Q p e n d a n f f e  est l'activité 
propre de la myosine. Le calcium a un effet activateur p o u  des 

concentrations comprises entre 1 et 10 nM. En deçà, le calcium 

est sans effet, au delà il est sans effet a faible force ionique 
et inhibe la myosine à force ionique élevée en solution KCl 

0,6 M par exemple (GREEN et MOlvIMAERTS 1953). 

- L' activite ATPasique Mg2+ d Q p e n d a n t e  est faible quand 
la préparation est pure. A force ionique élevée, le ng2+ a un 
effet inhibiteur puissant, tandis que cet effet inhibiteur est 

moindre 3 faible force ionique. L'activité Mg2+-~~pase de la 

myosine est modifiée en présence de protéines du filament fin, 

l'actine principalement. Ainsi la présence d'actine et d'une 

faible quantité de calcium active l'activité ATPasique de la 

myosine. L'activité Mg2+ est 1' activité propre de 1 'actomyosine 

(SPüDICH ET WATT 1971) . 

- L'activité ATPasique dépendante des ions monovalents 
+ + 

( ~ a +  ; K ; NH ) sont des activités ATPasiques non specif iques 4 
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 à l'autre pour 

la même espèce et d'une espèce 3 l'autre pour un même muscle. 

Cette activité ATPasique de la myosine est généralement pro- 

portionnelle à 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 où est située l'activité ATPasique de la myosine et qu'elle 

estl!3nportance des sous-unités légères. Cependant il a pu être 

montré : 

- qu'une relation étroite existe entre l'inactivation 
de l'activité ATPasique et la dissociation des chaînes 

lourdes-chaînes légères (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 chafnes 

légères L25 ou L16 ne diffèrent pas si l'on compare 
2 + les activités ATPasiques Ca ou Mg2+ dependantes 

et ne diffèrent que si l'on compare les activités 

Mg2+-~~pases activités par l'actine (WAGNER et 

WEEDS 1977) ; 

- que bien que les chaînes légères de la myosine 
auriculaire et de la myosine ventriculaire de coeur 

de Poulet aient respectivement le même 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 
chaîne légère de la myosine cardiaque ne provoque 

pas de modifications de l'activité ATPasique dépen- 

dante du calcium de la myosine cardiaque, mais une 
2 + augmentation des activités Mg -ATPase et Mg2+-~~pase 

activée par l'actine. Ces valeurs redeviennent nor- 

males lorsque l'on réassocie la chaîne légère phos- 

phorylée 3 la myosine, ce qui suggère que lors de 

l'élimination de la charne légère phosphorylée il y 

a un changement de conformation de la myosine cardiaque 

qui augmenterait l'interaction avec l'actine (MALHOTRA 

et al 1979). 



C ' e s t  une p r o t é i n e  don t  l a  f o n c t i o n  s t r u c t u r a l e  est  

peu p r é c i s e .  E l l e  r e p r é s e n t e  2 % d e s  m y o f i b r i l l e s  (OFFER e t  

MOOS 1973) .  Ce q u i  l a  d i s t i n g u e  d e s  a u t r e s  p r o t é i n e s  myo- 

f i b r i l l a i r e s , c e  s o n t  ses p r o p r i é t é s  physico-chimiques e t  

s t r u c t u r a l e s .  C ' e s t  une p r o t é i n e  monocaténaire  d e  1 4 0 . 0 0 0  de  

po ids  mo lécu la i r e  q u i  n ' e s t  n i  complétement g l o b u l a i r e  n i  

a l l ongée  comme l e  suggère s a  v i s c o s i t é  i n t r i n s é q u e .  Son 

contenu en r é s i d u s  de  p r o l i n e  e s t  beaucoup p l u s  é l e v é  que 

c e l u i  des a u t r e s  p r o t é i n e s  m y o f i b r i l l a i r e s .  D e s  é tudes  e n  

dichroïsme c i r c u l a i r e  o n t  montré que  son  taux  en  h é l i c e  cx 

es t  n u l  e t  q u e  s a  s t r u c t u r e  s e c o n d a i r e  est 50 % en s t r u c t u r e  

e t  50 % en p e l o t e  s t a t i s t i q u e .  

La p r o t é i n e  C ne  possède p a s  d ' a c t i v i t é  ATPasique 

e t  n ' a f f e c t e  p a s  c e l l e  d e  l a  myosine. Par  c o n t r e  e l l e  a b a i s s e  

d ' un  f a c t e u r  2 l ' a c t i v i t é  ATPasique d e  l a  myosine a c t i v é e  p a r  

l ' a c t i n e  e t  cette i n h i b i t i o n  est  indépendante  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  

en  i ons  ca lc ium (OFFER 1973) .  La p r o t é i n e  C ne  f i x e  pas les 

i o n s  calcium e n  présence d e  magnésium. Deux molécules  d e  

p r o t é i n e  C se t rouven t  t o u t e s  les t r o i s  p a i r e s  d e  molécules  

d e  myosine e t  el les s e r a i e n t  r e sponsab le s  d e  l a  cohésion du 

f i l a m e n t  é p a i s  e t  de  l a  p é r i o d i c i t é  avec  l a q u e l l e  on r e t r o u v e  

l e s  t ê t e s  g l o b u l a i r e s  d e  myosine ( f i g u r e  1-5) . 

3 ' )  L E S  P R Ù T E I N E S  D E  L A  L I G N E  M ( L E S  M - P R O T E I N E S ]  

La l i g n e  M a u r a i t  pour r d l e  d e  ma in t en i r  les f i l a m e n t s  

é p a i s  dans l e u r  propre  al ignement  quand l a  d i s t a n c e  i n t e r f i l a -  

menta i re  augmente l o r s  du raccourc issement  l o n g i t u d i n a l  du 

sarcomère (KNAPPEIS e t  CARLSEN 1 9 6 8 ) .  D e s  é tudes  d e  micros- 

c o p i e  é l e c t r o n i q u e  e t  des  p ro toco le s  d e  p répa ra t i on ,  fondés 

s u r  des  e x t r a c t i o n s  par  d e s  tampons d e  f o r c e  i on ique  é l evée ,  

o n t  permis d e  mont re r  que deux types  d e  p r o t é i n e s  c o n s t i t u e n t  

l a  l i g n e  M. En p a r t i c u l i e r ,  à p a r t i r  du muscle p e c t o r a l  d e  

Pou le t ,  une M-protéine a  pu être i s o l é e  e t  p u r i f i é e  (MORIMOTO 

e t  HARRINGTON 1 9 7 2 ) .  C e t t e  p r o t é i n e  est  un dimsre d e  88.000 

de  po ids  mo lécu la i r e  e t  a  é t é  i n d e n t i f i é e  comme é t a n t  une 

c r é a t i n e k i n a s e  (TURNER e t  a l  1973) .  En p l u s  d e  s a  f o n c t i o n  

enzymatique c e t t e  M-protéine p o u r r a i t  jouer  un r61e de  pontage 
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e n t r e  les molécules d e  myosine (WALLIMAN e t  a l  1975) .  

Le second composant d e  l a  l i g n e  M I  q u i  a d h é r e r a i t  

d i r ec t emen t  aux f i l a m e n t s  é p a i s ,  a  é t é  m i s  en  évidence p a r  

p l u s i e u r s  a u t e u r s  (EATON e t  PEPE 1972, MANI e t  KAY 1978) . 
C e t t e  M-protéine a u r a i t  une c o n s t a n t e  de  séd imenta t ion  d e  

l ' o r d r e  d e  5 s  e t  un po ids  mo lécu l a i r e  d ' env i ron  165.000 

d a l t o n s .  E l l e  e s t  c o n s t i t u é e  d ' une  s e u l e  cha îne  polypep- 

t i d i q u e  contenant  notamment 13 % d ' h é l i c e  a e t  35 % de  

s t r u c t u r e  B (LANDON e t  ORIOL 1975) . 

II - LE FILAMENT FIN 

L e s  myofilaments f i n s  s o n t  a t t a c h é s  d e  p a r t e t  d ' a u t r e  

d e  l a  s t r i e  2 ,  l e u r  c o n f é r a n t  a i n s i  une p o l a r i t é  i nve r se .  I l s  

o n t  chez les Ver tébrés  une longueur d e  lpm e t  un d iamèt re  de  

7nm. Au microscope é l e c t r o n i q u e  l e  f i l a m e n t  f i n  se p r é s e n t e  

sous  l a  forme d e  deux b r i n s  t o r sadés  e n  h é l i c e  a dont  l e  pas 

es t  d e  72 m. L e s  b r i n s  s o n t  c o n s t i t u é s  d e  300 à 400 éléments  

g l o b u l a i r e s  d e  5 ,5  nm d e  d iamèt re ,  les molécules  d ' a c t i n e  G ,  

q u i  s o n t  polymérisés  e n  c h a î n e .  

L e  marquage p a r  d e s  a n t i c o r p s  s p é c i f i q u e s  (EBASHI e t  

a l  1969) a  permis d ' o b s e r v e r  l e s  f a i t s  s u i v a n t s  : 

- un f i l a m e n t  t r è s  f i n  s ' é t e n d  s u r  t o u t e  l a  longueur 

d e  l a  double  h é l i c e  d ' a c t i n e  e t  e s t  l o g é  dans l a  

gorge ( f i g u r e  1-7) . Ce f i l a m e n t ,  q u i  es t  cons- 

t i t u é  d e  tropomyosine,  e s t  long  de  40nm pour un 

d iamèt re  d e  2 nm. Les f i l a m e n t s  d e  tropomyosine 

s ' é t e n d e n t  s u r  s e p t  molécules  d e  G-act ine  e t  

s ' a s s o c i e n t  bout  à bout  ; 

- des  molécules  g l o b u l a i r e s  s o n t  r é p a r t i e s  avec une 

p é r i o d i c i t é  d e  4 0  nm envi ron  e t  o n t  un d iamèt re  d e  

6,5 nm : l e s  t r opon ines .  C e s  t r opon ines  s o n t  f i x é e s  

au f i l a m e n t  f i n  p a r  l e s  f i l a m e n t s  d e  tropomyosine. 



FIGURE 1-7 : 

Tropomyosine (40nm) 

halice double 

LES PROTEINES DU FILAMENT FIN DIAPRES '.CILLIS 2975 

. LA F-ACTINE ( EN DOUBLE HELICE ) COMPOSEE DE MONCMERES 

DE G-ACTINE 

. LA TROPOMYOSINE ( TM ) 

. LE COMPLEXE DES TROPONINES 

- LA TN-T FIXANT LA TROPOMYOSINE 

- LA TN-1 INHIBANT LA CONTRACTION 

- -. LA TN-C FIXANT LE CALCIUM 
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7 ' )  L'ACTINE 

C ' e s t  l a  p r o t é i n e  l a  p l u s  importante  du f i l a m e n t  f i n  

e t  c ' e s t  une p r o t é i n e  u b i q u i t a i r e .  E l l e  r e p r é s e n t e  dans l e  

muscle 25 % d e s  p r o t é i n e s  m y o f i b r i l l a i r e s  (PORZIO e t  PEARSON 1977) 

e t  se r e n c o n t r e  sous  deux formes : 

- l ' a c t i n e  g l o b u l a i r e  (La G-act ine)  e s t  c o n s t i t u é e  

d ' une  s e u l e  c h a î n e  po lypept id ique  e t  a  un poids  

mo lécu l a i r e  d ' e n v i r o n  43.000 d a l t o n s .  E l l e  a  l a  

p a r t i c u l a r i t é  d ' ê t r e  s o l u b l e  dans l ' e a u  e t  c e l l e  

d e  f i x e r ,  avec une grande a f f i n i t é ,  une molécule 

d'ATP (ou dlADP). 

- l ' a c t i n e  f i l amen teuse  (La F - A C T i N E )  e s t  un poly- 

mère de  G-act ine  q u i  se forme f a c i l e m e n t  p a r  aug- 

mentat ion d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  en K C 1 .  Lors  de  l a  

po lymér i sa t ion ,  il y  a  hydrolyse  d'ATP ( f i x é  s u r  

l a  G-actine) e t  1 ' A D P  formé r e s t e  f i x é  s u r  l ' a c t i n e .  

L ' a c t i n e  e s t  une p r o t é i n e  polymorphe. D e s  i s o é l e c t r o -  

f o c a l i s a t i o n s  e f f e c t u é e s  s u r  d i f f é r e n t e s  a c t i n e s  (WHALEN e t  

a l  1976) o n t  montré que l ' a c t i n e  du muscle s q u e l e t t i q u e  n ' é x i s t e  

que sous  forme ( a c t i n e  a ) ,  t a n d i s  que l ' a c t i n e  i s o l é e  de 

c e r t a i n e s  c e l l u l e s  ( p a r  exemple les c e l l u l e s  non muscu la i r e s )  

e x i s t e  sous  deux formes d i f f é r e n t e s  ( a c t i n e  a  e t  a c t i n e  6). 
C e s  d i f f é r e n t e s  a c t i n e s  o n t  l e  même poids  mo lécu l a i r e s  mais 

des  p o i n t s  i s o é l e c t r i q u e s  d i f f é r e n t s .  D e  p lu s  l ' é t u d e  de  

l ' a c t i n e  i s o l é e  de  f i b r o b l a s t e s  d'embryons de  P o u l e t  a  montré 

l ' e x i s t e n c e  d e  t r o i s  formes ( a c t i n e  a ,  6 e t  y )  . 

L'é tude  des  s t r u c t u r e s  p r ima i r e s  d ' a c t i n e s  a  b i en  

é t a b l i  q u ' i l  e x i s t e ,  chez les Mammifères s u p é r i e u r s ,  s i x  

a c t i n e s  d i f f é r e n t e s  : deux a c t i n e s  cytoplasmiques typ iques  

des  t i s s u s  non muscula i res ,  deux a c t i n e s  d e  muscle l i s s e ,  

une a c t i n e  d e  t ype  ca rd i aque  e t  une a c t i n e  s q u e l e t t i q u e  

(VANDERKHERKHOVE e t  WEBER 1978) .  A l ' i n v e r s e  de  l a  myosine, 

il n ' y  a u r a i t  pas  de  s p é c i f i c i t é  d ' e spèces  pour un même 

muscle (VANDEKHERKHOVE e t  WEBER 1979) . 
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Il est à noter, pour l'actine de muscle squelettique, 

l'existence de résidus d'acides aminés méthylés dont un résidu 

de 3-méthyl histidine (ELZINGA 1970) . 

2 1  L A  T R O P O M Y O S Z N E  

La tropomyosine est une protéine fortement hélicoïdale 

(90 à 100 % d'hélice a) que l'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 espèces, la tropomyosine possède 

des propriétés physicochimiques et fonctionnelles très 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 B (PM = 

32.000 daltons) qui contient deux résidus de cystéine. Les 

deux formes de tropomyosine ont une répartition très différente 

(80 à 85 % de la forme a et le reste en forme B) . 

Pour une même espèce, comme le Lapin, des différences 

sont observées selon le muscle étudié : 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 a). Les formes a de tropomyosine, isolées du muscle 

cardiaque et du muscle squelettique, ont la même composition en 

acides aminés, la même mobilité éléctrophorétique et la même 

structure N-terminale. Ceci indique qu'il n'y a donc pas de 

spécificité entre les deux musclespour la tropomyosine a. Les 

microhétérogénéités observées, pour la tropomyosine a ainsi 

que pour la tropomyosine 6, par isoélectrofocalisation (CUMMINS 

et PERRY 1973),sont attribuées aux formes phosphorylées des 

tropomyosines (LEWIS et SMILLIE 1980) . 

Par contre pour un même muscle il y a spécificité de 

répartition des formes a et B. La tropomyosine du muscle cardiaque 
des petits Mammifères (Rat et Lapin) n'est présente que sous sa 

forme a tandis que, chez les Mammifères supérieurs (Porc et Homme), 

la bropomyosine existe sous deux formes a et B (LEGER et al 1976) . 
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Il semble donc que la forme a de la tropomyosine soit 

hautement conservée quelque soit le muscle et l'espèce comme 

l'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 à 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-1 (TN-1) qui inhibe l'activité 

ATPasique de l'actomyosine, la troponlne-T (TN-T) se liant à la 

tropomyosine, la troponine-C (TN-C) fixant le calcium (figure 1-7). 

a )  La ;DLuponine-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 été 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 protéine liant le calcium. 

Il existe quatre boucles liant le calcium et chacune est stabili- 

sée par deux hélices a (figure 1-8). Des interactions entre les 

chaînes latérales spécifiques des hélices stabiliseraient la 

structure globale (WEEDS et MCLACHLAN 1974). 

Dans le cas du muscle squelettique les sites 1 et II 

seraient des sites spécifiques du calcium tandis que les sites 

III et IV seraient des sites calcium-magnésium de forte affinité 

(LEAVIS et al 1978). 
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FIGUIiE 1-8 : S m  TRIDDIENSICNNELLE Dl2 LA SN-C DE MUSCLE 

SQUELETTIW DE LAPIN DEDUITE PAR H ~ ~ I E  AVEC 

L?i PARVALi3UMINE DE CARPE D'APRES WEDS e t  Mc LACHLAN 1974 

LRs syn-boles A e t  B correspondent aux hélices a! e t  les synboles S 

correspondent aux sites de fixation du calcium. 

Les acides aminés ( en utilsation l a  notation d'une lettre 

IUPAC-IUB 1968 ) encerclés sont les acides aminés hydrophobes 

importants pour stabiliser la  structure. Les acides. aminés pointés(* i 

sont les acides aminés susceptibles de l i e r  l e  calcium 
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Dans le cas du muscle cardiaque, le site 1 aurait perdu 

sa capacité à 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 à noter que la structure tridimensionnelle des 

TN-C des parvalbumines et des chalnes légères alcalines sont 

similaires lorsqu'on compare entre elles leur structure primaire 

(WEEDS et McLACHLAN 197 4 ) . 

La TN-1 apparaît 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-1 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-1 de différents muscles 

squelettiques et cardiaques (GRAND et al 1976, WILKINSON ET GRAND 

1978). Toutes les formes diffèrent selon la longueur de leur 

enchaînement polypeptidique. 

Il a été établi que la région liant la TN-C est localisée 

dans la partie N-terminale de la molécule de TN-1 (SYSKA et al 1976, 

MOIR et PERRY 1977) tandis que la région se fixant à l'actine est 

située dans une zone où il n'existe que très peu de mutations 

(position 123 à 146). Ce fait n'a rien de surprenant lorsque l'on 

considére la nature très conservatrice de la molécule d'actine 

(WILKINSON et GRAND 1978) . 

D'autre part, par des méthodes irnrnunochimiques il a 

bien été établi qu'il existe trois formes de TN-1 spécifiques 

du tissu étudié et non de l'espèce considérée (DHOOT et al 1978). 

De nombreuses ékudes ont été faites pour mettre en 

évidence et caractériser les TN-T de différents muscles pour 

différentes espèces. 
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Toutes ces études montrent la grande hétérogénéité des TN-T 

quant au poids moléculaire apparent, par exemple : 37.000 
A, ' 

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 même muscle pectoral pour 

deux espèces différentes (Lapin et Poulet) révèle que les chaines 

peptidiques des TN-T ont une longueur et une composition en acides 

aminés similaires. Il n'en est pas de même si l'on compare les 

muscles différents d'une même espèce. Ainsi, la TN-T du muscle 

pectoral de Poulet possède 25 résidus d'acides aminés supplémen- 

taire et une plus grande proportion d'histidine et dlaf.ginine 

comparée 3 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 

possède deux types de fibres musculaires (des fibres de muscle 

lent et des fibres de muscle rapide) et ceci suggère l'existence 

d'une forme de TN-T pour le muscle lent (CLARKE et al 1976). 

L'hypothèse de l'existence d'une forme de TN-T pour le muslce 

lent a d'ailleurs été confirmée en utilisant des antisérurns 

monospécifiques des formes polymorphiques de TN-T. 

III - LES AUTRES PROTEINES CONTRACTILES 

D'autres protéines myofibrillaires ont été caractérisées. 

Cette protéine a été isolée pour la première fois comme 

un composant mineur du muscle squelettique de Lapin (EBASHI et 

EBASC,HI 1965) . 



Depuis cette mise en évidence elle a été isolée 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 

l'examen des cartes peptidiques après hydrolyse trypsique 

(BRETSCHER et al 1979) . 

L'étude de l'a-actinine du muscle squelettique de 

Lapin a montré que c'est un dimère de poids moléculaire élevé 

(200.000 daltons). Les deux chaînes polypeptidiques sont 

identiques ou similaires (SUZUKI et al 1976). Elles possèdent 

un fort pourcentage d'hélice a (74 % )  et apparaissent au 

microscope électronique comme un fin bâtonnet. 

L'a-actinine peut se lier à la F-actine pour former 

des ponts régulièrement 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 l'actomyosine reconstituée 

(SERAYDARIAN et al 1967). 

L'a-actinine se trouve située près des extrémités des 

filaments d'actine dans les cellules musculaires : dans la strie 

Z du muscle strié (oa 1'011 pense qu'elle serait engagée dans 

l'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'a-actinine reste 
cependant très peu connue. 

C'est une protéine du muscle lisse des Invertébrés, 

de 105.000 de poids moléculaire, qui a un rôle important 

dans le processus du "catch", tension prolongée du muscle 

des Invertébrés (SZENT-GYORGI et al 1971) . La paramyosine 
a longtemps été considérée comme une protéine de structure 

mais des travaux récents montrent qu'elle intéragit avec la 



myosine (EPSTEIN e t  a l  1976, HILDEBRAND e t  a l  1979) . I l  y a 

compét i t ion  e n t r e  l a  f i x a t i o n  d e  l a  myosine à l ' a c t i n e  e t  l a  

f i x a t i o n  de  l a  myosine à l a  paramyosine. L ' a f f i n i t é  apparen te  

de  l a  myosine pour l a  F -ac t i ne  e s t  remarquablement r é d u i t e  

l o r s q u e  l a  myosine e t  l a  paramyosine s o n t  a s s o c i é e s .  

Découverte récemment dans l e  muscle l i s s e  d e  g é s i e r  d e  

Pou le t ,  c e t t e  p r o t é i n e  a é t é  mise en évidence dans  d i f f é r e n t s  

o rganes  de  Pou le t  t e l s  l e  f o i e ,  l e  r e i n ,  l e  cerveau e t  également 

dans l es  c e l l u l e s  en c u l t u r e  d ' a u t r e s  espèces  (Homme e t  Lapin) 

(WANG e t  a l  1975) .  E l l e  n ' a  pas é t é  r e t rouvée  dans les c e l l u l e s  

de  muscle s q u e l e t t i q u e .  

La f i l a m i n e  e s t  une p r o t é i n e  c o n s t i t u é e  d ' une  s e u l e  

cha îne  polypept idique d e  250.000 d e  poids  mo lécu l a i r e  q u i  a 

l a  c a p a c i t é  d ' i n t e r a g i r  avec  l ' a c t i n e  mais don t  l a  f o n c t i o n  

physiologique r e s t e  mal connue. 

Dernière  née des  recherches  s u r  les p r o t é i n e s  myofi- 

b r i l l a i r e s ,  e l l e  a é t é  m i s e  en évidence dans les m y o f i b r i l l e s  

du muscle p e c t o r a l  de  P o u l e t .  Des a n t i c o r p s  s p é c i f i q u e s  d e  c e t t e  

p r o t é i n e  on t  d e s  r é a c t i o n s  c r o i s é e s  avec d e s  p r o t é i n e s  similaires 

des  m y o f i b r i l l e s  ca rd i aques  e t  de  muscle s q u e l e t t i q u e  d e  nombreux 

Ver tébrés  e t  I n v e r t é b r é s  (WANG e t  a l  1979) . 

La t i t i n e  e s t  p r é s e n t e  dans l a  l i g n e  M ,  l a  s t r i e  Z e t  

l e s  jonc t ions  e n t r e  l a  bande A e t  l a  bande 1. E l l e  s e r a i t  cons- 

t i t u é e  d ' a u  moins t r o i s  sous-un i tés  : un d o u b l e t  d o n t  chaque 

cha îne  a u r a i t  un poids mo lécu l a i r e  de  1.000.000 d e  d a l t o n s  e t  

une t ro i s i ème  c h a î n e  d e  po ids  mo lécu l a i r e  moins impor tan t  

d ' e n v i r o n  500.000 d a l t o n s .  

L '  i n t e r a c t i o n  d e s  f i l a m e n t s  épa i s  d e  myosine e t  des  

f i l a m e n t s  f i n s  permet l a  c o n t r a c t i o n  du muscle. 



La contraction musculaire a fait l'objet de nombreux travaux, 

tant pour ce qui concerne le processus mécanique, les phénomènes 

biochimiques et la régulation de la contraction 

1 - LE PROCESSUS MECANIQUE 

Pour rendre compte de la déformation à volume constant 

de la cellule musculaire et du glissement entre les filaments 

fins et les filaments épais, quelques mécanismes ont été proposés 

(HUXLEY 1969, ELLIOTT et al 1970, MOREL et al 1975). 

1 ) M E C A N I S M E  S E L O N  H U X L E Y  

Le mécanisme qui a été proposé le premier et qui est 

généralement le mieux admis est celui d'HUXLEY (1969). Les 

têtes globulaires de myosine sont, dans un muscle relaxé, le 

long des filaments épais du sarcomère. Lors de la contraction, 

des ponts actine-myosine se forment par l'intermédiaire des 

HMM-S1 de la myosine, ceci étant possible du fait de la flexi- 

bilité de la jonction LMM et HMM-S2. Pour qu'il y ait raccourci- 

ssement du sarcomère, un changement de structure au niveau de 

HMM-S1 est nécessaire, ce qui permet le pivotement de HMM-S1 

par rapport à son point de fixation avec HMM-S2 entraînant le 

déplacement du filament fin de quelques nanomètres. 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 

prêt pour un prochain cycle attachement-pivotement. 

2 '  1 M E C A N I S M E  S E L O N  E L L I O T T  

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 rôle des ponts actine-myosine ("cross-bridges") n'est pas 

élucidé. 



3 ' )  M E C A N I S M E  S E L O N  MQREL 

Le plus récent des mécanismes est fondé sur l'hypothase 

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 à 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'exerçant 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 1-9) . 

II - LES PHENOMENES BIOCHIMIQUES 

L'ATP est la seule force d'énergie utilisable par la 

cellule. L'énergie chimique, qui est transformée en gnergie 

mécanique dans le muscle, provient de l'hydrolyse de 1'ATP. 

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

L'influx nerveux libère des ions calcium des citernes 

terminales sarcoplasmiques (atteignant une concentration de 

1 0 ~ ~ ~ 3  . Après activation de la TN-C par le calcium 1 ' activité 
ATPasique de la myosine est alors effective. 

Selon l'hypothèse d'HUXLEY, la tête globulaire de la 

myosine serait "énergétisée" par 1'ATP et réagirait avec un 

monomère d'actine. Il en résulte une modification conformation- 

nelle de la tête 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 prt5alable 

un pivotement de la tête globulaire et un glissement du filament 

d'actine. L'hydrolyse de 1'ATP conduit .3 nouveau à la formation 

du complexe ADP + Pi et à la modification de la position de la 
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tête globulaire de la m~osine. Ainsi la myosine peut agir 

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

Selon MOREL (19751, quand est déclenchée la contrac-hion 

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 l'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 

f ilaments épais. 

III - LA REGULATION DE LA CONTRACTION 

Pour que le calcium puisse jouer son r81e régulateur 

de la contraction des muscles squelettiques et cardiaques et 

qu'il y ait hydrolyse de l'ATPI la tropomyosine et le complexe 

des troponines sont indispensables. L'emplacement de la t r o p  

myosine près du sillon de la double hélice de F-actine suggère 

un mécanisme possible de blocage ou de libération de sites 

actifs. La fixation du calcium sur la TN-C augmente l'affiniée 

entre la TN-1 et la TN-C et le calcium active la TN-1 phospho- 

rylase. Le complexe TN-1 phosphorylée/TN-C "poussen la tropo- 

myosine dans le sillon de la double helice de F-actine. La 

tête globulaire de la myosine peut alors se fixer à l'actine 

(figure 1-10) . 

Ceci n'est pas un mécanisme universel. Par exemple 

les muscles de coquilles Saint Jacques n'ont pas de tropo- 

myosine : la régulation par le ca2+ se fait sur une chaf ne 

légère contenue dans la tête de la myosine. 

Cependant le calcium n'est pas le seul facteur qui 

contrôle la contraction. Des phosphorylases, des phosphatases, 
2 + 

des phosphokinases (c-AMP dépendantes ou Ca dependantes), des 

calciprotéines comma la calmoduline, des hormones etc... 

interviennent également dans le mécanisme de régulation de la 

contraction musculaire. 



F I G U R E  1-10 RégulaXiun  de l a  cunXhacXion pah glibbemenX 

de  La Thopurnyonine ( T M )  d ' a p h é n  GlLLlS 7 9 7 5  

( a )  Le complexe  T N - T M  b &  Xhouve à l a  p é k i p h e h i e  

de  l l A c t i n e  

( b )  Lonb de l l a n h i v E c  du c a l c i u m  b u t  l a  TN-C, le  

cumplcxe b e  dEpLace vehb Le b i l l o n  deb deux 

h E l i c e n  d '  A c t i n c  

( c )  La p lace  enX a i n b i  R i b Q h é c  pe f imé t tan t  à l a  

t e t e  g l u b u l a i t e  de l a  Myobine HMM-SI de  v e n i h  

d e  l i e 4  à l l A c X i n e  
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CHAPITRE II 

DIFFERENCES AU NIVEAU 

DES CHAINES LOlRDES 

DES MYOSINES CARDIAQUES 

DE PORC 



Ce chapitre a fait l'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 ? 

vilth Eunopean Condenence on muscle  and c e l l  m o t i l i t y  
Warsaw (Poland) June 29-July 1, 1978, Proceedings - 7, 
(54), p. 92. 

- H.F. HILDEBRAND, 1. 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" 

~ 1 1 ' ~  Eunopean Condenence on muscle  and c e l l  m o t i l i t y ,  
Warsaw (Poland), June 29-July 1, 1978, Proceeding - 7, 

(59), p. 99. 

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

New evidences of pig cardiac myosin isoenzymes 

~ 1 1 1 ' ~  Eunopean Ccndekence on muscle  and c e l l  m o X i l i t y ,  
Heildelberg (RFA), September 17-20, 1979, Proceedings 8 ,  
p. 110. 

- H.F. HILDEBRAND, J.P. KERCKAERT and G. BISERTE 
(Unite INSERM No 124 and IRCL LILLE) 

D. TETAERT and X. GRANDIER-VAZEILLE (U.16 INSERM LILLE) 

Tumoral myosins of N ~ S ~  induced rhabdomyosarcomas in 

Rat and Rabbit : comparative studies with adult and fetal 

niyosins of skeletal muscle. 

Eunopean Joukna l  o h  C e l l  B i o l o g y ,  1980, 20, p. 240-248. 



- X. GRANDIER-VAZEILLE, D. TETAERT, H.F. HILDEBRAND 

and G. BISERTE 

Pig cardiac myosin isoenzymes 



Pour analyser les rhabdomyosarcomes (tumeur 

maligne du muscle strié) induits par le sous-sulfure de 

nickel (Ni3 S2)  des études structurales avaient permis 

de montrer que malgré l'absence de contraction de la 

tumeur, les rhabdomyosarcomes renfermaient des protéines 

contractiles (Hildebrand et al., 1978). Nous avions 

été amen6 à étudier plus particulierement la myosine ex- 

traite de la tumeur et de la comparer aux myosines extrai- 

tes du même muscle normal à l'état foetal et à l'état 

adulte. Les myosines foetale et tumorale du muscle sque- 

lettique de Lapin possèdentunecomposition en chaînes lé- 

gères similaire et forment des filaments synthétiques in  

viXh0 longs et fusiformes mais diffèrent dans leur capa- 

cité à 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 chaînes 

lourdes et plus particulièrement au niveau de leur tête 

globulaire renfermant des sites actifs. 

Pour tenter de confirmer l'hypothèse de l'exis- 

tence d'isoenzymes de myosine, nous avons étudié le mus- 

cle cardiaque, car ce muscle possède la particularité 

d'être 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 homogène. 

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 été effectuées en parallèle 



et à partir d'un même coeur. Les études 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 être supérieurs ou égaux l , 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 même prépa- 

ration et ont été reproduites ainsi pour huit préparations. 

Enfin, les étapes de la préparation et de purification 

des myosines sont conduites très rapidement afin que les 

mesures d'activité ATPasiques ou l'étude de la formation 

des filaments synthétiques puissent etre réalisées 24 heures 

après la mort de 1 'animal. 

R - ETUDE DES MYOSINES VENTRICULAIRES 

D R O I T E S  E T  GAUCHES D E  COEUR D E  PORC 

Pour comparer les chaînes lourdes des myosines 

extraites des deux ventricules de coeur de Porc, nous 

avons associé des études biochimiques a des études ul- 
trastructurales. 

- ACTIVITES ATP-ASIQUES 

La myosine, décrite dans le chapitre des géné- 

ralités, est une molécule dont la propriété fondamentale 

est d'hydralyser 1'ATP. 



Elle a son site actif situé dans la tête 

globulaire des chaînes lourdes (partie N-terminale). 

Pour localiser des différences éventuelles dans les 

chaînes lourdes des myosines ventriculaires, il était 

intéressant dans un premier temps de comparer leurs par- 

ties N-terminales et donc leur capacités respectives à 

hydrolyser 1'ATP. 

L'activité ATPasique représente la vitesse 

de réaction d'hydrolyse de 1'ATP selon le schéma sui- 

vant : 

M + ATP = M-ATL *, 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 (ATF non consommé 5, ATP consommé 5) 

en nanomoles de phosphate inorganique libéré (Pi), par 
- 1 -1 

minute et par milligramme de myosine (nrnoles Pi x min x mg ) .  

La représentation en coordonnées semi-logarithrni- 

ques des valeurs de l'activité ATPasique spécifique en 

fonction de la concentration des ions ca2+ révèle, pour 

les myosines ventriculaires comme pour la myosine sque- 

lettique des couhbeb nigmo1de.n. Leb myobinea ven t&icuLa ihea  
comme La myocline b c j ~ e L e , ? Y i c j ~ ~  s o n t  donc deb enzyrnen de  t y p e  

aLLobtZhique .  A la concentration de 10 mMoles en CaCl 
2 ' 

partie asymptotique de la courbe sigmoïde, tous les si- 

tes sont saturés et nous pouvons déterminer une vitesse 

maximale (V max) de la réaction enzymatique. 

1") L '  A C T 1  V I T E  A T P -  A S l Q U E  D E P E N D A N T E  D U  C A L C I U M  

L'activité ATPasique dépendante du calcium a été 

étudiée selon deux conditions expérimentales. 



a )  dana Leb  condition^ expéaimentaLea de Gheen 
e t  Mommaehtb (1953) (AT VI -A~*)  

Avant d ' e n t r e p r e n d r e  les mesures de  dosage de 

l ' a c t i v i t é  ATPasique dependante du ca l c ium pour les myo- 

s i n e s  card iaques ,nous  avons e f f e c t u é  les mesures pour 

d i f f é r e n t s  muscles normaux ou foe taux  d e  d i f f é r e n t e s  es-  

pèces (Lapin,  Rat ,  Vache, Homme). L e s  v a l e u r s  obtenues 

p a r  l a  méthode de  dosage du phosphore inorganique  l i b é -  

r é  se lon  F i ske  e t  Subbarow, s o n t  résumées dans l e  Ta- 

bleau 11-1. Pour l a  myosine du muscle s q u e l e t t i q u e ' b l a n c  de  
+ Lapin (myosine de  r é f é r e n c e ) ,  l a  v a l e u r  obtenue (546 - 48 

-1 m o l e s  d e  P i  x min-' x mg ) est comparable a celle don- 

née par Leger e t  a l . ,  1975, (567t150 -les d e  

p i  x min-' x mg-') pour l e  même muscle. 

Dans l e  coeu r  de  Porc,  les dosages  de  c e t t e  

a c t i v i t é  ATPasique o n t  é t é  e f f e c t u é s  s u r  les p r é p a r a t i o n s  

de myosines e x t r a i t e s  3 p a r t i r  des  v e n t r i c u l e s  d r o i t  e t  

gauche, a i n s i  que du septum ( p a r t i e  médiane) ,  q u i  en  

r a i son  d e  son o r i g i n e  embryologique, s e r a i t  du v e n t r i -  

c u l e  gauche. Les v a l e u r s  obtenues  pour ces myosines s o n t  

données dans  l e  Tableau 11-2. E l l e s  s o n t  comparables . 
pour l a  myosine du  v e n t r i c u l e  gauche ("myosine-V " )  e t  G 
c e l l e  du septum ('myosine-MW), mais el les s o n t  i n f é r i e u r e s  

3 c e l l e s  obtenues  pour l a  myosine du v e n t r i c u l e  d r o i t  

("myosine-V " ) .Les  v a l e u r s  données pour les myosines ca r -  
D 

diaques v e n t r i c u l a i r e s  s o n t  l a  moyenne s u r  8 p r é p a r a t i o n s  

e t  l a  v a l e u r  pour chaque p répa ra t i on  é t a n t  elle-même 

une moyenne de 10 dé t e rmina t ions .  

Pour t r o i s  p répara t iongde  myosines v e n t r i c u l a i r e s ,  

nous avons comparé deux méthodes de mesure de l ' a c t i v i t é  
ATPasique : 

. méthode de 1 'ATP  consommé p a r  mesure du phos- 

R AT Vf-Ab raignf f_ie vair Appendice ~ e c b i q u e  @ V3 - ~ b  



TABLEAU 11-1 : A c t i v i X Z b  ATPabiquen s p e c i d i q u e n  dépendantes du 

c a l c i u m  de. didbehe.nte6 mgobinen . 
HgdhoLybe de. & ' A T P  pendan;t 5 minuXeb danb Leb con-  

dixi ,onn expZnimcnZalen de  G 4 e . e ~  Q X  MommaehXn ( 7 9 5 3 ) .  

Donage d e  l ' A T ?  hyd.tolyaZ pah medune co luhimZXni-  

que du phabphaxe. i n o n g a n i q u e  l i b Q 4 Z  ( P i  1 ,  b e l o n  

Finhe. eZ Subbaxow ( 7 9 2 5 )  . 

Myosines 

Muscle normal (MBL) 

LAP IN Muscle foetal (MFL) 

Muscle tumoral (MTL) 

Muscle normal (MNR) 

KAT Muscle foetal (MFR) 

Muscle tumoral (MTR) 

Muscle lisse (MLV) 
VACHE 

PLuscle foetal (MFV) 

Muscle foetal (MFH) 
Ii Ui\IAI N 

Muscle tumoral (MTH) 

M B L  : mubcLe bque&eXXique. b l a n c  de Lapin 

MN2 : mubcle. nque&e;tXique irouge de. RaZ 

MLV : muacle l i b d e  d1u;ténud de  Vache 

nmoles Pi x minc1 x mg-l 

5 4  6 2 4 8  

510235  

3 0 4 1 0  

4  50260  

4  7 1 2 2  1 

6 0 ~ 2 0  

8 0 t 1 0  

6 6 1 2 2 1  

414210  

9 0 ~ 8  
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MYOSINE nmoles de Pi x min'l x mg" 

CaEUR Ventricule gauche ('hiyosine-VGn) I 144+10 

DE Ventricule droit ( 'inyosine-VDn) 233f30 

EQRC SeptUn ("myosine-Mm) i37+21 

I 

TABLEAU 11-2 : A c t i v i t é b  ATPabiqueb b péc id iqueb dépendan tes  du 
caLcium dea myoaines v e n t h i c u L a i h e b  de Pohc. 

HydtroLyse d e  L'ATP pendanit 5 minute6 dan4 &eh con- 

d i t i o n ~  expéh imen ta leb  d e  Gheen e t  Mommaehtb ( 1 9  5 3 )  . 
Dobage de L'ATP hydno lybé  pah mebuhe coLoh imé th i -  

que  du phobphahe i n o h g a n i q u e  ( P i ) ,  b e l o n  Fibhe e t  

Subbanow ( 1 9 2 5 ) .  

Méthode de dosage de nrnoles de Pi x min-' x mg'l 
1 'ATP hydrolysé "myosine vD" 1 "myosine VG" 

Phosphate inorganique I 
libére (méthode colori- 1 
métrique) 

Photons émis après hy- 

drolyse de 1'ATP non 1 
consommé (méthode de 1 
bioluminescence ) l l I 

TABLEAU 11-3 : A c X i v i t é b  ATPaaiquea b p é c i d i q u e b   dépendante^ du 

c a l c i u m  des myobineb v e n t h i c u t a i h a  de  Pohc, o b t e -  

nuea apnèb 5 minuteh  de  h é a c t i o n  dan4 Le8 conditions 

d e  Gheen e t  Mommaehtb ( 7 9 5 3 )  . 
Doaage de L'ATP hydhoLybé pah meauhe coLon imé th iquc  

du p h o ~ p h o a e  i n o n g a n i q u e  L i b é h é ,  deLon F ibke  e t  

Subbahow ( 1 9 2 5 ) .  

Doaage de L'ATP hydho lybé  pah mebuhe deb phokonb 

émib Lohb d e  La h é a c t i o n  de l l A T P  non conbommé avec  

Le c o u p l e  l u c i b é h i n e l L u c i b é h a b  e  ( b io luminea  c e n c e )  . 
-. 



phore inorganique  l i b é r é  

. méthode de 1 ' A T P  non consommé p a r  mesure d e s  

photons émis l o r s  de l a  r é a c t i o n  de  bioluminescence 

(AT V I  Bb) 

Les v a l e u r s  obtenues  p a r  c e s  deux riiéthodes pour un m ê m e  

temps de r é a c t i o n  ( 5  minutes )  s o n t  s i m i l a i r e s  que c e  

s o i t  pour l a  "myosine-V "' ou pour l a  "myosine-V " 
D G 

(Tableau 11-31 . 

La méthode de dosage p a r  bioluminescence nous 

a  de p l u s  permis de t r a c e r  l e s  courbes  de 1 ' A T P  consom- 

m é ,  pour l e s  deux myosines, en  f o n c t i o n  du temps 

(F igure  11.-1).  Ces courbes ,  non l i n é a i r e s ,  r é v è l e n t  que 

l e s  v i t e s s e s  d 'hydro lyse  s o n t  d i f f é r e n t e s  e n t r e  l a  "myo- 

sine-VD1' e t  l a  "myosine-VG" e t  q u ' e l l e s  diminuent en fonc- 

t i o n  du temps. 

B 1 Danh le6 c0nd iZ iun6  expC!kim~nXale.n modid iéea  

de.   pop^ e t  a l . ,  ( 1 9 8 0 )  ( A T -  V I - A u )  

Nous avons légèrement changé l e s  cond i t i ons  ex- 

pér imenta les  prgcédentes  e n  a b a i s s a n t  l e  pH à 8 , 0 ,  l a  

c o n c e n t r a t i o n  en K C 1  à 0 , 4  M e t  en  augmentant l e s  temps 

de r é a c t i o n .  Dans c e s  c o n d i t i o n s  l e s  v a l e u r s  de s  a c t i v i -  

t é s  ATPasiques s p é c i f i q u e ~ d e  l a  "myosine-V " )  e t  de  l a  L) 
"myosine-V " d u  coeur  de Porc ,  p a r  dosage du phosphore i no r -  

G 
ganique,  b i e n  q u ' a b a i s s é e s  (temps de r é a c t i o n  p l u s  l o n g s )  

v é r i f i e n t  t o u j o u r s  que l ' a c t i v i t é  de l a  "myosine-VD1' e s t  

s u p é r i e u r e  à c e l l e  de  l a  "myosine-V " du coeur  de  porc 
G 

(Tableau 1 1 - 4 )  . 

Dans t o u t  c e  t r a v a i l  s u r  l e s  mesures de  l ' a c t i -  

v i t é  ATPasique dépendante du calc ium,  l e s  v a l e u r s  va- 

r i e n t  d ' u n e  p r é p a r a t i o n  à l ' a u t r e  comme en témoignent les  

e r - e u r s  abso lues ,  main dan6 t u r ~ b  1e.h cah Eétudiéh (11 pré-  



1 consommé 

t (min) 

FIGURE 11-1 : V i t c 5 b c  d11~ijdlruCij5c d e  L'ATP pn'r Ca "t~igci5iilt'-VG" 

(-.-.-) c t l n  "rngu~ i nc- V p "  (-0-0-1 nc t i v e c  5 /.),>nt 

Lc caLciurn. 

C e t t e  v i t e 5 5 c  d'liqdkoLrj5e ~ 4 t  I I I C ~ ~ L R ~ C  jm'r du3n- 

gc  dca photovia 2niiir (biuYumiilc6ccilcc 1 , Y u ? $  t i c p  

la tZac t iur i  d~ L'ATP nuii cvribuniniC pn? Ca m g u ~  i i l c ,  

u v t c  Le a g a  tcmc l u c i d E k i n e  /Xuc i 62tln5c. 



TABLEAU 11-4 : Activités ATPaniquea s p é c i d i q u e b  dépendan- 

tes du ca&cium dea myoainen v e n t n i c u l a i n e a  

* 

Préparation A 

Préparation B 

Préparation C 

; 

de Coeu4 de Ponc. 
i i ydnolyne  de  L'ATP pendant  1 1  minuten  pou4 

La pnepaha t ion  A ,  I O  m inu ten  pou& La png- 

4 

nombre de nanomoles de 
P i  x min-l x mg'l 

dana Leh cond i2 iuna  expénirnentaLea de  Pope 

"myosine VD" 

6 7 2  5  

7  7+6 

127+10 

e , t  a l .  ( 1 9 8 0 )  modidiéea  . 
Doaage de t f A T P  hqdnotqaé  pan meaune coLoni -  

rnétnique du phoaphone inongani ,que  L ibZhQ ( P i ) ,  

"myosine VG" 

4 0 ~ 5  

4  825 

l 0 l t 1 2  



parations) 

l t  a c t i v i t é  

a c e l l e  d e  

, noua UVVnd t o u j o u n s  o b t e n u  u n e  v a L e u n  d e  

caZt  - A T P a s i q u e  d e  L a  " m y o s i n e -  V V M  b u p 2 n i e u h e  

L a  It m y o s i n e -  V G " *  

2 " )  L ' A C T I V i T E  ATP-ASTQUE VEPENVANTE VU POTASSIUM 

(K'  ATP-ASE) 

+ Les valeurs de l'activité K -ATPase des myo- 

sines ventriculaires droite et gauche ont été determi- 

nées sur deux préparations. A partir de la première pré- 

paration, les valeurs déterminées par la technique de 
+ 

bioluminescence montraient des activités K -ATPasiques 

similaires pour les deux myosines ventriculaires (233 

nmoies pi min-' mg-'). 

Les v a l e u h a  o b t e n u e s  poun  L a  d e u x i è m e  pnépana-  

t i o n  q u e  c e  s o i t  p a h  d o s a g e  du p h o s p k v n e  i n o n g a n i q u e  L i b é -  

h é  o u  des  p h o t o n s  émis  l o h s  d e  L a  n é a c t i o n  d e  b i o l u m i -  

n e s c e n c e  ( T a b l e a u  7 1 - 5 )  s o n t  s i m i L a i h e 6  poun  La "myo- 

s i n e - V v "  e t  L a  " m y o n i n e - V G " .  Ces résultats similaires 

pour les deux méthodes de dosage sont aussi en accord 

avec ceux obtenus lors de l'étude des courbes d'acti- 

vité ATPasique de la myosine ventriculaire en fonction 

de la concentration en calcium. 

3") ACT7 V ITE ATP-AS72UE ACT7 V E E  PAR L  ' ACTINE 

Les activités ATPasiques dépendantes du calcium 

qui sont une mesure expérimentale pratique dans une étude 

comparative, ne sont pas physiologiquement significatives. 

I n  v i v o ,  s e u l e s  Les  a c t i v i t é s  ATPaa iques  d e  l a  rnyoa ine  a c -  

t i v é e  p a n  L t a c t i n e  s o n t  i m p o n X a n t e s .  Nous nous sommes donc 

attachés à comparer les myosines ventriculaires dans les 

conditions les plus physiologiques possibles. 



TABLEAU 11-5 : A c t i v i t é b  ATPaaiyueb b n Q c i d i q u e a  d&pen- 

danXeb du poXanbium dea myobinen ven t i r i cuLa i -  

inyo s i n e  

" n y o s i n e - V  " D 

"myos ine -VG"  

ken de cueun de  Ponc. 

HydiroLyne d e  1 '  A T P  pendant  5 minuteb  dana 

Leb c o n d i t i o n b  expén imen ta t eb  de  Gireen E X  

Mommaeirtb ( 7 9 5 3 )  ( pou& L ' a c t i v i X é .  A T P  a b i -  

yueb CU'' dépendan*@ l en  hemplacan t  l e  

CaC12 10 mM pan L'EPTA 1 m M .  

n m o l e s  de P i  x min- '  x mg-' 

D o b a g ~  de l ' f i ~  Y h y d n o R y ~ Z  pair mebuire c o l a -  

Dosage du P i l i -  
béré par F i s k e  

e t  Silbbarow 

+ 
20-4 

2 2?5 

n i m e t n i q u e  du phon phone i n C J i r , L j a ~ i q ~ ~  l i b é i r é  

( P i )  h e l o n  f i b h e  e t  Subbairow ( 1 9 2 5 )  e t  pan 

D o s a g e  de 1 ' A T P  
n o n  consommé  par 
b i o l u m i n e s c e n c e  

25?10 

24210 

. 

mebune de L'ATP non connommé pair mebune deb 

photonb l i b é n é b  Rona de l a  néacXion  de b i o -  



Des études préliminaires nous ont permis de 

montrer que : 

. llactine globulaire (actine-G) de muscle sque- 
lettique de Porc à des concentrations de 2,2 et 4,4 ,t~moles 

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  moles, l'activité ATPasique de la myosine 
de muscle squelettique de Porc ("myosine-s") semblerait pius 

augmentée par la F-actine de muscle squelettique que par 

la F-acti~ie isolée à partir des ventricules alors que le 

pouvoir d'activation de ces deux actines serait similaire 

dans une zone de concentration voisine de 17poles cor- 

respondant aux points de changement de pente des courbes 

biphasiques obtenues par Pope et al., (1980) (Tableau 11-6). 

L'étude comparative des myosines ventriculaires 

du coeur de Porc a été effectuée en présence des différen- 

tes actines à plusieurs concentrations.Si les valeurs obte- 

nues pour les actines des différents muscles ne sont pas 

comparables entre elles, par contre pour une même concen- 

tration et quelque soit l'actine-F choisie, les valeurs ob- 

tenues entre les myosines ventriculaires droite et gauche 

peuvent être comparées. Pour les différentes conditions 

Atudiées l e b  vateuhb de  l ' a c t i v i t é  ATPasique des  "rnyobine - V G n  

hont toujouhb bupéhieuf iu  à c e l l e s  deb "mgobine- V D "  (Ta-  
b leau 1 1 - 6  e t  I I - ? ) .  

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 poles) qui représentent 



TABLEAU 11-6 : A c t i v i t é b  ATPaaiqueh bpéci&Lyuea dea mqubinea ac -  

t i v é e ~  pu4 L ' a c t i n e .  

ti g d 4 o l y ~ e  de  L' ATP pendant 7 7 minutea  dana Leb con- 

d i t i o n ~  expé4imentaLea de Pope e t  aL .  ( 1 9 8 0 ) .  

Dobage de  L' A T P  hqd4uLgbé pu4 meaune coLu4imétn iyue  

du phonphoae i ~ o n g a n i q u e  LibGtG b e l o n  Fiake  e t  Subbanow 

( 1 9 2 5 1 .  

myosine de porc 
préparation A 

"myosine-VD" 

"myosine-VG" 

"myosine-Sv' 

TABLEAU 11-7 : A c t i v i t é n  ATPaniyuea b p é c i J i y u e b  den mqobineb ac -  

t i v é e s  pu4 L ' a c t i n e .  

HqdnoLqbe de  l ' A T ?  pendant 1 1  minutea  dans l e b  con- 

d i t i o n ~  expé4imen,tateb de Pope eit aL .  ( 1 9  80 )  . 
Daauge de  1 '  A T P  hyd4oLqb é pu4 menu4e c a l o 4 i m é t 4 i q u e  
du phobphoke i n o n g a n i q u e  LibQkZ b &Lon Fib  k e  e t  Sabbafiow 

( 1 9 2 5 ) .  

moles Pi x min-l x mg'l 

F- 

"yosine de porc 
prépration B 

'lmyosine V " D 
'lmyosine V " G 
"myosine Su 

Actine ventriculaire 
de coeur de porc 

2 u M  

8 4 

107 

373 

Actine squelettique 
de porc 

- 

* 

nmoles de Pi x min-1 x mg-l 

Actine cardiaque de porc (5 uM) 

2 u M  

88 

124 

6 2 6 

2 8 

33 

343 

4 

20uM 

185 

167 

903 

oreillette 

48 

7 1 

500 

40uM 

5 9 

105 

656 

14uM 

124 

19 9 

86 1 

+ 

29uM 

10 8 

149 

911 

d 



des points caractéristiques de leurs courbes d'activité 

ATPasique. Les résultats que nous avonsobtenus pour les 

différentes myosines du coeur de Porc activees par l'ac- 

tine squelettique et l'actine cardiaque ont été rassemblés 

pour une représentation selon Lineweaver et Burk (Figure 11-2). 

A partir de cespoints, on ne peut tirer aucune conclusion 

quant au "Vm" et au "Km" des differentes myosines, sauf 

peut-être pour la "myosine-6" 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 " )  C O N C L U S I O N  

Pou4 l e a  myoainea hapidement  phépahéea e t  a v e c  

u n  degné de  puheXii é l e v é  noua p O U V O M b  n o t e h  : 

- pouh t e s  activités ATPasiques dépendantes 

du calcium, dana t o u a  l e a  cas é t u d i é a ,  la capacité à hydro- 

lyser 1'ATPest supérieure pour la "myosine-VD" par rap- 

port à la "myosine-V ". La méthode d e  doaage put  b i o l u -  G 
mineacence a  n é v é l é  que l a  c a p a c i t é  à h q d h o t y s e h  l l A T P  n ' e s t  

pas une , ( o n c t i o n  l i n é a i h e  du tempb.  C e c i  e a t  conbihmé pah 

&eh meauhea dea a c t i v i X é a  ATPaaiquea des myoainea u e n t h i -  

cuCaihea pah méthode d e  doaage du phoaphohe i n o n g a n i q  u e  

a d iddéhen tn  tempa de  h é a c t i o n .  P f a u t 4 e  p a h t ,  ce4 meauhea 

condihmenX également  que  .ta p a h t i e  4epXum du coeuh e t  Le 

u e n t h i c u l e  gauche a o n t  de même o h i g i n e .  

- pou4 Cea activités ATPasiques dépendantes du 

potassium, même a i  de4 diddénencea a i g n i , ( i c a t i v e a  o n t  é t é  

obaetvéea  d ' u n e  phépaha t ion  à C ' a u t h e ,  les valeurs des 

activités ATPasiques des myosines ventriculaires obtenues 

pour une même préparation sont identiques aux erreurs de 

mesures près. 
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FIGURE 11-2 : Coutrbea de L ' a c t i v i t é  ATPaaique a p é c i d i q u e  den d i d -  

détrentea myobineb act ivéecl  pu4 1 '  ac;t ine ( a q u e R e t t i q u e  

e t  c a t r d i a q u e ) ,  dann l a  treptrébentat ion de  Lineweavetr 

e t  Buhk ( 1 9 3 4 ) .  

HydtroLyae d e  L'ATP pendant 1 7  minutea dana Lea c o n d i -  

t i o n a  expétrimentalea de Pope e t  a l .  (19 t i0 )  modidiéea 

( K C l  = 30 m M ) .  

-+ -+- "myoa ine -  V " a c t i v é e  patr l ' a c t i n e  catrdiaque 
Q - *-*- "myoaine-  V " a c t i v é e  put  l ' a c t i n e  o q u e l e t t i q u e  
Q - 0. -0- "myoaine-V " a c t i v é e  patr L 1 a c ; t i n e  catrdiaque G 

( -  - O- -O - "myoaine-  VG1'  a c t i v é e  pan L  ' a c t i n e  a q u e l e t . t i q u e  . 

-A- - - A- "myoaine-S" a c t i v é e  pan. l '  a c t i n e  cahdiaque  
- A-A- "myoa ine -Su  a c t i v é e  patr l ' a c t i n e  ~ ~ U Q & Q ~ S ~ Q U Q  



- pouh Len activités ATPasiques activées par 
l'actine, L ' a c t i n e - G  n ' a  aucun eddeR nu& Len a c t i v i t é n  

ATPabiqueb den myonineb vefl , thicutaiken . ~ u e l ~ u e  soit 

la concentration et l'actinè utilisée, la capacité à 

hydrolyser 1'ATP de la "myosine-VG" est supérieure à 

celle de la "myosine-VD". 

Une autre caractéristique de la molécule de myo- 

sine est de former des filaments synthétiques c'est-à-dire des 

filamenis qui se reconstituent i n  v i t h o  par diminution de 
la force ionique. La formation des filaments est due à un 

phénomène d'association, les molécules de myosine pou- 

vant être "tete-bêche" ou "tête-queue" (Figure 11-3). 

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 être diffé- 

rentes. 

Pour comparer les parties C-terminales des 

molécules de "myosine-VD" et de "myosine-V " (respecti- G 
vement des préparations de myosine isolée du ventricule 

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 à partir des pré- 

parations de myosine dans les mêmes concentrations et par 

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

Les filaments synthétiques obtenus pour la "myosine-VD" 

comme pour la "myosine-VG" du coeur de Porc sont bipo- 

laires (Figure 11-4). La p a h t i e  mediane den diLamenta enX 
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ASSOCIATION "TETE-QUEUE" 

ASSOCIATION "TETE-BECHE" 

FIGURE 11-3 : Leb deux  modes d ' a n a o c i a t i o n  p o a n i b l e  de ma lé -  

t t o u v a n t  au4 l a  L M M  ( P e p e  ( 1 9 6 7 )  ; f fatrtrington 

e t  a l .  ( 7 9 7 2 )  1 .  -- 

I n  v i t 4 0  l a  d o t m a t i o n  e t  l a  dZte trminat ion  de l a  

longueutr den d i lamen tb  e n t  l e  t é n u l t u t  d ' u n e  

cornpe t i t i on  den n i t e a  d ' i n t é t r a c t i o n .  

S i  l ' i n t é t r a c t i o n  i n i t i a l e  6 a v o i i b e  l ' a n b o c i a -  

t i o n  " t ê t e - b ê c h e " ,  1 0 t h  de l a  d i l u t i o n  l e n t e  l a  

a n b o c i é e  " t ê t e - b ê c h e "  impone aux auttreb molécu-  

l e n  de myoninen de  a 'aanucie t r  " t ê t e - q u e u e "  con- 

duin  an2 ù 1' a l l o n g e m e n t  du 6 i l a m e n t  j u n q u ' à  

Epui,b ement den mo lécu len  de myonine l i b t reb  p t é -  

Loth de l a  d i l u t i o n  t a p i d e  l a  majeuhe  patr t ie  

deb moléculeb  n ' a n n o c i e n t  " t ê t e -  bêcheu  e t  l e s  

( j i lamenta  dotrméb  ont plun coutrtn e t  plun homo- 

geneb dana l e u t  longueutr ( Pepe ( / 9 6  7 )  ; f f a t t i n g t o n  

e t  a l .  ( 1 9 7 3 )  ) . 



FIGURE 11-4 : FiLamenta a y n t h é t i q u e a  de  La myoaine cahdiaque  

de  Pohc p h é c i p i t é e  pah d i l u t i o n  h a p i d e ,  à pah- 

Xin  d ' u n e  a o l u X i o n  de  mgoaine ( à  une concen tha-  

t i o n  de  I m g / m & )  dana Le tampon T h i b / C L  50 mM 
pH 7 , s  ; KCL 0 , s  M ,  pouh o b t e n i h  une concen tha-  

t i o n  en  KCL de O ,  I M ; M g C l ?  0 ,01 M ( l e  pH e s t  
- 

conbehvé  h 7 , s )  pou& La 

( a )  "myoaine-  V p f l  

( b )  "myaaine-  VG" 
(Ghobbibbement  pah 1 2 0  000) 

FIGURE 11-5 : Schema moLécuLai&e d e  diLament  a q n t h é t i q u e  c o u h t  
b i p o t a i n e  dohmé pah d i l u t i o n  h a p i d e .  La p a h t i e  

mZdiane e n t  L iaae  e t  Lea deux e x t h é m i t é s  é t a k g i e ~  

en  é v e n t a i l  hephéa e n t e n t  l' ensemble  dea t ê t e b  
g lobuka ihea  d i a i g é e a  dana Le même a ens . 
(hepnéa e n t a t i o n  a eLon PoLLakd ( 1 9  7 5  ) ) 



l i d b e  e t  Lea deux ex$hémi té& b ' é b a h g i b a e n t  e n  é v e n t a i b .  

Les e x t h é m i t é 4  &endléeh  du diLament hepkdb e n t e n t  LI en-  ~ - . ' ~ ~ ~ ,  
1 

aemble dea t é t e a  gLobula iheb  (HMM-S d i h i g é e a  dans Le 

même n e n a ,  Lea moLéculea d e  myoaine cahdiaque  é t a n t  

aabembLéea t é t e - b é c h e  ( Figuhe 11-5 1 . 

Une o b n e n v a t i o n  d e  La Longueun dea d i l a m e n t s  

a y n t h Z t i q u e a  de  myoninea c a h d i a q u a  ~ Z v è L e  La phébence 

de diLamenta beaucoup plud couhtb  pou& La 'lm yob ine -  Vol t  

patr trappaht à ceux  d e  La "myoaine-  V " ( Figuhe T l -  6 )  . G 
Une étude statistique des longueurs à donc été entre- 

prise sur environ 400 filaments pour la "myosine-VD" 

ainsi que pour la "myosine-VG". Un calcul d'erreur ef- 

fectué sur la mesure des longueurs donne une erreur 
AL relative - de l'ordre de 11%. Pour les filaments les i$bL . 
L plus courts, l'erreur absolue étant de 3 0  nm, nous avons , 

' 

pour une étude de la fréquence des longeurs des filaments 

choisi une largeur de classe supérieune à 2  AL soit 100 nm, A -- 
Cette étude nous a permis de tracer les courbes de distri- 

bution représentées sur la Figure 11-7. Ces courbes met- 

tent en évidence que les filuents sont répartis en c i n q  W 

d a m i l l e a ,  les maximades pics de chaque famille étant dis- .a 
& .. 

tants de 160 nm. L'intégration des différents pics per- 

met de quantifier le nombre de filaments dans chaque 

famille (Tableau 11-8) . 

Nous pouvons noter que : 

- 94 '% des filaments sont répartis dans les 

quatre premières familles. 

- la proportion des filaments courts de longueur 
+ 

moyenne 280-30 nm est plus forte pour la "myosine-If," 
(50,3 % )  que pour la "myosine-V " G 



&FIGURE 11-6 : Michon c o p i e  Z l e c t k o n i q u e  e n  contkab t e  n é g a t i 6 ,  

deb 6 i lamen tb  ~ y n t h é t i q u e b  de myobine v e n t k i -  

c u t a i k e  de Coeuk de Pukc 6okméb pak d i l u X i o n  

kap id  e  . 
( a )  d i lamentn  de "mgobine-  VD" 

1 b ) 6i lamentb  de "mgobine-  VG"  

On n o t e  l a  pkZbence de d i lamen th  t k h b  couka2 (w) 
pou& l a  "mgobine-V D *  
(ghoacliclbement p O U k   le^ deux  6igutecl : x 120 O001 





TABLEAU 11-8 : Pounceniage de diRamenXb 6ynihZXiquen  ayanX une t o n -  

gueun moyenne Zga te  à La vaLeut  du maximum d ' u n  p i c  

d e  La coukbe de nGpah t iX ion .  

L Q  nombne de diLamenZn ayanX une t o n g u e u t  moyenne 

cuktebpandanXe au maximum d ' u n  p i c ,  e h t  caLcutZ pu4 

inXZg tuXion  du p i c .  1e.b counben de  t ~ é p a t t i X i o n  non2 t h a -  

c i e n ,  6 patXi.t  de 400 diLamenXb, en phenant  une Lan- 

geuk de c t a b b e  de 100 nm. 

myosine 

"myosine-V " D 
"myos ine-V " 

G 

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

2 8 0  nm 

5 0 , 2  

2 0 1 9  

+ 

4 5 0  nrn 

2 7 , 5  

4 0 1 4  

6 0 0  nm 

1 9 , 5  

2 7 , 3  

8 6 0  nm 

11 7 

5 1 9  

1 0 6 0  nm 

1 

5 

1 3 5 0  nm 

O  

0 1 6  

- 



- l e  maximum de l a  d i s t r i b u t i o n  pour l a  

"myosine-V " correspond à d e s  f i l a m e n t s  de  longueur mo- 
+ 

yenne d e  450-30 nm (40,4 % ) .  

Ces é t u d e s  o n t  é t é  e f f e c t u é e s  s u r  c i n q  prépara-  

t i o n s  d e s  myosines.  E l l e s  n o u s o n t p e r m i s  de  c o n s t a t e r  que 

s i  les p r é p a r a t i o n s  d e  "myosine-VD" e t  de  "myosine-V " G 
é t a i e n t  t e l l e s  que  l e  r a p p o r t  de  d e n s i t é  op t ique  280/260 nm 

e s t  i n f é r i e u r  à 1 ,5 ,  ou que l e s  myosines n ' é t a i e n t  pa s  r a -  

pidement p r épa rées  e t  ana lysées ,  ces d i f f é r e n c e s r  e n t r e  

l e s  myosines v e n t r i c u l a i r e s )  n ' é t a i e n t  p l u s  mises e n  évidences .  

L 'é tude  d ' une  p r é p a r a t i o n  de l a  myosine e x t r a i t e  

du septum r é v è l e  d e s  r é s u l t a t s  analogues  à ceux ob t enus  

pour l a  "myosine-VG". L 'é tude  d e s  f i l a m e n t s  s y n t h é t i q u e s  e t  
2 + l e s  v a l e u r s  de l ' a c t i v i t é  Ca -ATPasique montrent b i e n  que 

l a  myosine du septum e t  du v e n t r i c u l e  gauche s o n t  de  même 

o r i g i n e .  

E N  C O N C L U S I O N  

- Pour l a  "myosine-VD" comme pour l a  "myosine-V " 
G 

les  f i l a m e n t s  s y n t h é t i q u e s  r e c o n s t i t u é s  s o n t  b i p o l a i r e s .  

- L 'é tude  de l a  longueur  des  f i l a m e n t s  r é v é l e  

une r é p a r t i t i o n  d i f f é r e n t e  avec beaucoup p l u s d e  f i l a m e n t s  

p lus  c o u r t s  pour l a  "myosine-VDK. 

L ' é t u d e  d ' u n e  pnépana t ion  n é v 2 l e  poun l e b  d iLa-  

mentn de  l a  "mgobine-Ml' dea n é n u l t a t b  a i m i l a i n e n  à c e u x  

ob;tenub pou4 l a  " m g ~ b i n ~ - V  ", c e  q u i  candinme que ceb 
G 

pant ieb  du coeun d o n t  de mZme o n i g i n e .  



III - ETUDE DES HYDROLYSATS ENZYMATIQUES DES MYOSINES 

Pour préparer les têtes globulaires des myo- 

sines (HMM-S1), nous avons soumis les myosines ventri- 

culaires droites et gauches à 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 parallèle sur les deux prépara- 

tions de myosines ventriculaires isolées d'un même coeur. 

Pour cette étude les myosines préparées sont identiques 

du point de vue pureté à cellesdécrites pour les expé- 

rimentations précédentes. 

i O )  ACTION D E  LA C H Y M U T R Y P S I N E  

Les expériences étant faites dans le but de pré- 

parer le sous-fragment HMM-S1 des myosines ventriculaires, 

l'action de la chymotrypsine a été limitée à 5 minutes. 

a) Expérience en milieu non dissociant : 

a )  Chhoma,to y t a p h i e  de  g e l  6 i l t h a X i o n  nufi colovzne 

de S é p h a ~ o n e  48 ( A T  X - H )  : 

Seule la fraction soluble de l'hydrolysat qui 

précipite par relargage au sulfate d'ammonium entre 

0-67 8 de saturation a été analysée. Les profils d'élution 

pour la "myosine-VDN et la "myosine-V " (Figure 11-8) ne G 
montrent pas de différences dans les valeurs de Kav 

(définition AT X A) des différents pics. Les valeurs 

sont de O ; d , 3 3  ; 0,57 ; 0,77 et 1,00 pour les pics 

A à E de l'hydrolysat chymotrypsique de la "myosine-VD-' 

et pour les pics 1 à 5 de l'hydrolysat chymotrypsique de la 

'hyosine-VGt' . 
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FIGURE 11-8 : PnoQil d ' é l u t i o n ,  d s l a  d h a c t i o n  p n é c i p i t a b l e  
( enX4e  0  e t  6 7  % de a a t u h a t i o n  en  n u l d a t e  

d 'ammonium) deR fhyd t roLyna t  l i m i t é  pah l a  chy -  

o b t e n u  pah chnomatoghaphie de  g e l  d i l t n a X i o n  buh 

caLonne dc nZphanone 48 e n  tampon T t r i b I f f C l  1 5  mM 

de  pH 7 , 5  ; K C l  0 , 5  M ; E P T A  1 mM ; PTT  2 , 5  mM ; 

a z i d e  de nodium 200 m g l l  e t  à 4OC. 

( a )  : "myonine-VP" ; ( b )  "mgunine-V " G 
Colonne  ( 7 0 0  x 3 , s  cm) ; d Z b i t  1 9 , 2  m l l h  ; 64ac-  ' " lLC 

$ i o n  Y 3 ,  b m l .  Pno di1 d '  é l u t i o n  é t a b l i  pan bpec -  
t h o p h o t o m é t n i e  à 2 3 5  nm. 



Toutefois, bien que des valeurs de Kav des pics 

A à E et 1 à 5 soient identiques, il n'en est pas de 

même quant aux valeurs des densités optiques lues à 

235 nm. Par exemple : 

. le pic A (Kav = 0) 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,OO) sont ap- 

proximativement identiques aux pics 3 et 5 respectivement. 

., .d< ' .. 8 )  E R ~ c X h o p h a h è b e  A U h  geL  d e  paLyac tyLamide  e n  

p h é n e n c ~  d e  S P S  : 

La composition en polypeptides des différents 

pics a été étudiée par électrophorèse sur gel de polyacry- 

lamide en présence de SDS (Figure 11-9). Les électropho- 

régrammes montrent nettement que la répartition en poly- 

peptides analogues est très 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-V " et D 
pic 4 de l'hydrolysat de la "myosine-V : absence totale 

pour la fraction D de la bande polypep&dique dont la 

migration électrophorétique correspond à un poids molé- 

culaire de 100.000 daltons. Il n'en est pas de même si 

l'on compare les bandes polypeptidiques dont les mobili- 

tés électrophorétiques correspondent à des poids moléculaires 



w 
FIGURE 11-9 : ELectaophoaiZbe en g e l  g h a d i e n t  ( 5 - 3 0  % )  d e  polyacnyRami- - 
d e  pH b , 4  e n  patioence de S O S .  

A ,  B, C ,  D, E : h ~ p x é b e n t e n t  Rcn d x a c t i o n s  i b o t g e b ,  pax chxomato-  

gaaph ie  de  9i)-L S i L t a a t i o n  bu4 coLonne de néphaaone 4 B ,  d e  La d x a c t i u n  

auLubLe (0-6 7  % de  b a t ~ t r a t i ~ n  en duLdaite d'ammonium) de  L 'hydnoLyba t  

L i m i t Q ,  de La " m y o s i n e -  VD" , pax La chymotaypb ine .  

7 ,  2, 3, 4, 5: hephQbentevtitLeb dn z c t i o n b  ibot .éeb danb Leh merneb 

c o n d i t i o n n  de l a  6hCLction aoRubLe (0-6 7  % de b a , t u 4 a t i ~ n  e n  nulbai te  d'am- 

monium) de 1' h y d a o l y b a t  L i m i t e  de La "myunine-  V G "  paa La chymotxypn ine .  

t f C  : c u h x e ~ p o n d  aux chaZnec\ Rouxdeci de  Ra myobine ( 200 000 daLitons 1 . 
HMM-SI : coaxebpond à La p a x t i c  deb chaZnen Louadeb c o n t e n a n t  La 

XCXe gRobuLaine ( 1 7 5  d00 d a L t o n b ) .  

L Z 7  : coxxebpond à Ra chazne  Legène  de pRun hau t  poidnmoLécuLaixe 

de  La myobine v e n t a i c u l a i f i e  de Poac ( 2 7  000 daLtonb 1 .  
L l l i  : coxnenpond à La c h a l n e  Xégèxe  de pRua ~ a i 6 L e p o i d n  rnoLticuLaihe 

de  La myobine v e n t a i c u L a i a e  de Ponc ( l t i  000 daLtona1.  

t : coahebponci à queLqueb una dcn p c p t i d e b  d i66éaen; tb ,  h u i t  

cianb i2a phédence ,  6o i ; t -  danb La c u n ~ e n i t k a t i u n  h e L a t i v e ,  en;tae Lea . jhac t ionn  

ZLuëeb u un  mPme K ,, de  La "myaaine-  VD" e t  d e  La "myoaine- i lG" .  



de 43.000 e t  25.000 d a l t o n s .  

. p i c  B de  l ' h y d r o l y s a t  de  l a  "myosine-V " e t  D 
p i c  2 de l ' h y d r o l y s a t  de  l a  "myosine-VG" : présence dans 

l e s  deux p i c s  homologues d ' une  bande po lypept id ique  cor-  

respondant à un po ids  molécu la i re  d ' e n v i r o n  110.000 da l -  

tons  a i n s i  que d e s  bandes cor respondant  à 65.000 d a l t o n s  

environ.  S i  l ' o n  compare l ' i n t e n s i t é  d e  c e s  d i f f é r e n t e s  

bandes p ro t é iques ,  nous pouvons no t e r  que s i  l a  bande de 

110.000 d a l t o n s  es t  beaucoup p l u s  i n t e n s e  pour l e  p i c  2 ,  

l a  bande d e  65.000 d a l t o n s  e s t  p lu s  i n t e n s e  pour l e  p i c  B. 

A p a r t i r  du p r o f i l  d ' é l u t i o n  e t  de l ' é l e c t r o -  

photorégramme nous notons : 

. que l e  rendement d e . p r o d u c t i o n  du sous-fragment 

HMM-S1 (po ids  mo lécu l a i r e  de 110.000 d a l t o n s )  e s t  env i ron  

deux f o i s  p l u s  f a i b l e  pour l a  "myosine-V " que pour l a  P 
"myosine-V " 

O '  

. que,  s i  c e r t a i n s  po lypep t ides son t  p r é s e n t s  pour 

l e s  deux h y d r o l y s a t s ,  i l s  ne l e  s o n t  p a s  dans l a  même pro- 

por t ion .  

b )  Expérience en m i l i e u  d i s s o c i a n t  : 

a ) SZpuna t ion  pan c h h o m a ~ o g h a p h i e  de geL d i R t k a -  

t i o n  aun S Q p h a n o b ~  4 B  en phZnence d ' u h e e  4 M : 

Les p r o f i l s  d ' é l u t i o n  r e p r é s e n t é s  su r  l a  F igure  

II- 10 montrent : 

. que l ' h y d r o l y s a t  chymotrypsique de l a  "myosine-V " D 
(schéma a  de  l a  F igu re  11-10) peut  ê t re  séparé  e n  b i x  p i c s  



Fractions 

Fractions 

F I G U R E  11-10 ; D k o d i l  d ' é l u t i o n ,  ( d e  l a  i n a c t i o n  p n é c i p i t a b l e  e n t n e  - 
0  e t  6 7  % d e  n a t u n a t i o n  e n  n u l d a t e  d'ammonium1 d e  

l ' h y d a o l y n a t  l i m i t é  paa l a  c h y m o t n y p n i n e  d e  l a  myo- 

n i n e  v e n t a i c u l a i n e  d e  Ponc,  o b t e n u  pan chnomatogna-  

p h i e  d e  g e l  d i l t r a t i o n  n u a  c o l o n n e  d e  n é p h a n o n e  4% 

e n  t a m p o n  T n i o / H C l  1 5  mM d e  pH 5 u n é e  4 M ; 

K C C  0 , s  M ; EDTA 1 mM ; DTT 2 , 5  mM ; a z i d e  d e  nod ium 

200 m g / m ~  e t  à  OC. {G,< 
j l i i i :  ) 

( a )  : " m y o n i n e - V  " ; ( b )  "m;ronine-VG" D 
- J 

Colonne  ( 1 0 0  x 3 , s  c m )  ; d é b i t  1 9 , 2  m l / h  ; o n a c t i o n  
13,a m l .  P n o d i l  d ' é l u t i o n  é t a b l i  pan a p e c t n o p h o t o m é -  
t n i e  à 235 am. 



(A' à F') dont les valeurs de Kav sont respectivement de 

0; 0,27; 0,50; 0,66; 0,77 et 0,86 

. que l'hydrolysat chymotrypsique de la "mvosine-V " 
G 

(schéma b de la Figure II-10- peut être séparé en 7 picb 

(1'; 2' et 2'* ; 3'; 4'; 5' et 6') dont les valeurs de 

Kav sont respectivement 0; 0,20; 0,30; 0,50; 0,66; 0,77 et 

O, 86. 

Toutefois, ,comme nous 1 'avions noté pour la chro- 

matographie en milieu non dissociant, les profils d' élution 

obtenus par mesure de la densité optique à 235 nm mon- 

trent des différences caractéristiques, comme par exemple : 

. à Kav = O, le pic A' ("myosine-V " )  est beaucoup D 
plus important que le pic 1' ("myosine-V " ) .  

G 

. à Kav = 0,86, les pics F' ("myosine-V " )  et 
D 

6' ("myosine-VGn) ne sont pas dans le même rapport que les 

pics voisins (E' et 5' ) élues à Kav = 1. 

8 )  ELecXhuphuh2be buh gel de p u l y a c ~ y l a m ~ d e  en 

pnZaenc~ de S V S  : 

Comme précedemment, les fractions obtenues après 

élution des hydrolysats de la colonne de Sépharose 4B, 

ont été étudiées en électrophorèse surgel de polyacryla- 

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

Certes, la présence de sels (urée 4 M) ne permet 

pas une excellente migration électrophorétique. 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 : 

. à Kav = 0,5, les pics C' pour l'hydrolysat de 



FIGURE 11-11 ---- E l e c t t o p h o 4 2 n e  b u t  g e l  en g tadien- t  de  
po lqacxq lamide  1 5 à 3 0 %  1 en p t é n e n c e  de SDS à pH b , 4  

A' , B' , C '  , D '  , E' e t  F ' t e p t é b e n t e n t  l e s  

6tac-t ionb i n  o l é  en pan chkomatog taph ie  de g e l  

fji.i?tha-tion n u t  c o l o n n e  de Sépharose 4 B en 

p4én ence  d ' a g e n t  d i n b o c i a n t  ( urée 4 M ) de  l a  

6xacXion  ao lubLe  de l ' h q d x o l q n a t  o b t e n u  a p t è n  a c t i o n  

l i m i t c e  de l a  c h y m o t t q p n i n e  n u t  La "myonine-V ". D 
1 2 , 2 3 '  , 4 '  , 5 '  e t  6 '  t e p t é h e n t e n t  l e n  

htac-t ionb i n o l é e n  dann .Pen mémeb c o n d i t k o n n  de  

l a  6 tac - t i on  s o l u b l e  de l a  "mqonine-VG'l  . 
T e b t  l e  t é m o i n  de m i g t a t i o n  q u i  eh-t un e x t h a i t  

6tu-t  de  p h é p a t a t i o n  d lacXomgobine  de  mubcle u t é t i n  

de T t u i e  . NoXonn que c e  -témoin petmeX de déOinCt 

l e  poidn m o l é c u l a i t e  den nombteux pol  ypep t iden  

ubtenan à p a t k i t  den m y 0 b k n ~ 6  cahdkaquen . 
r i n d i q u e  l e b  pep t ideb  q u i  6on-t d i ~ ~ d t e n t d  dan6 

l e n  6hacZkonn de  meme Kav ( Abacence ou p4dbencc 

en q u a n z i t é b  d i 6  d é h e n t e h .  



l a  "nyosine-VD" e t  3 ' pour l ' h y d r o l y s a t  de  l a  "myo- 

sine-VG" montrent que les  bandes po lypep t id iques  pré-  

s e n t e s  ne s o n t  pas dans  l e s  mêmes r a p p o r t s  d ' i n t e n s i -  

t é .  

. à Kav = 0 , 6 6 ,  les composi t ions  en  bandes po- 

l ypep t id iques  des p i c s  D '  ("myosine-V " )  e t  4 '  ("rnyo- D 
sine-VG") s o n t  d i f f é r e n t e s .  I l  y  a  absence d 'une  bande 

polypept idique de 30.000 d a l t o n s  envi ron  pour l e  p i c  D'. 

1 ' h y d n v l y ~  e  pak l a  chymotkypb ine ,  e f f e c t u é e  

s u r  h u i t  p r é p a r a t i o n s  d i f f é r e n t e s  de myosines ven t r i cu -  

l a i r e s  ( p r é p a r a t i o n  nous ayant  d é j à  permis l e s  é tudes  

de  mesure d ' a c t i v i t é  ATPasique e t  des  f i l a m e n t s  synthé- 

t i q u e s ) ,  noub a  j 3 ~ t m i . b  de  nozek  dan6 t o u b  l ~ b  cab deb 

diddEhenceb e n t n e  1e.h " m y o b i n ~ - V  " e t  "myobine-V " D G a  

2 " )  A C T I O N  D E  LA  PEPSINE 

11 é t a i t  i n t e r e s s a n t  de  comparer l a  s u s c e p t j b i l i t é  

d 'hydro lyse  des  cha înes  lourdes  desiayosines  v e n t r i c u l a i r e s  

p a r  des enzymes de  s p é c i f i c i t é  p l u s  l a r g e .  Dans c e  b u t  

les p répa ra t i ons  de myosines v e n t r i c u l a i r e s  o n t  é t é  soumi- 

ses à l ' a c t i o n  de l a  peps ine  (AT IX-H).Seule , l a  f r ac -  

t i o n  s o l u b l e  des hyd ro lysa t s  q u i  p r é c i p i t e  p a r  r e l a rgage  

au s u l f a t e  d'ammonium e n t r e  0-67 % d e  s a t u r a t i o n  a  é t é  

é tud iée .  

a )  Chnomatogkaphie de g e l  6 i l t f i a Z i o n  b u t  c o l o n -  

ne  de SEphanobc 4 8 : 

Les p a r t i e s  s o l u b l e s  des  hyd ro lysa t s  des  "myo- 

sine-vD" e t  "myosine-V " o n t  é t é  chromatographiées pa r  
G 

g e l  f i l t r a t i o n  s u r  colonne de Sépharose 4 B dans l e s  con- 

d i t i o n s  d é c r i t e s  (AT X-Hl . 



Les p r o f i l s  d ' e l u t i o n  ob tenus ,  r e p r é s e n t é s  

F igu re  11-12 montrent l e s  d i f f é r e n c e s  obtenues  dans 

les v a l e u r s  de  Kav des  f rac t ionnements  des  h y d r o l y s a t s  : 

. l a  "myosine-VD" q u i  comporte c inq  p i c s  

(A à E )  dont  l e s  v a l e u r s  de  Kav s o n t  0 ,03;  0 ,33 ;  0 ,58 ;  

0 ,87 e t  1 , O .  

. d e  l a  "myosine-VG" q u i  comporte c inq  p i c s  

(1, 2 ,  3 ,  3* e t  4 )  don t  l e s  v a l e u r s  de  Kav s o n t  0 ,03 ;  

0 ,33 ;  0 ,47 ;  0 ,58 e t  0 ,87 .  

S i  l ' o n  compare pour un même Kav, l e s  v a l e u r s  

de s  d e n s i t é s  ob t iques  l u e s  à 235 nm, nous notons  éga le -  

ment d e s  d i f f é r e n c e s  comme p a r  exemple : 

. à Kav = 0,03 ,  l e  p i c  A es t  p lu s  impor tan t  que 

l e  p i c  1. 

. à Kav = 0 ,58 ,  l e  p i c  3 est  p l u s  impor tan t  que 

l e  p i c  C .  

8 ) 1 ' @LecXhuphuhèa e  au& g e l  de paLyachyLamide 

en  pheaence  de SDS : 

Les f r a c t i o n s  ob tenues  a p r è s  chromatographie s u r  

colonne de  Sépharose 4 B o n t  é t é  é t u d i é e s  pa r  é lec t ropho-  

r è s e  s u r  g e l  de polyacrylamide en  présence de S D S  à 

pH 8 , 4 .  Seu le s ,  l e s  f r a c t i o n s  D e t  4 a v a i e n t  é t é  ob tenues  

e n  q u a n t i t é  s u f f i s a n t e  pour l e u r  é tude  comparative s u r  g e l .  

L'électrophorégramrne montre pour l a  f r a c t i o n  4 l a  pré-  

sence  d ' u n e  bande de 30.000 d a l t o n s  envi ron  q u i  n ' e s t  pas  

observée  pour l a  f r a c t i o n  D .  
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FIGURE 1 1 - 1 2  Paodi l .  d l Z L u X i o n  d g  La ch4omatog4aphie  de geL 

~ i t t 4 a t i ü n  buh  c o l o n n e  dc  S é p h a n o ~ s e  4 8 den Ahac t ions  

~ o l u b L e h  den h y d k u l y b a t n  obte.nun npaèd a c t i o n  4irniXéc- 

de t a  p c p h i n e  den myoninen v e n t h i c u l a i k e n  de  Pokc.  

La chhomatughaphie  enX ~ d a e c t u E e  en  tampon K C l  0 , 5  M ; 

E D T A  1 mM ; NaN3 3mM ; T 4 i h - i f C l  7 5  m M  de p H  7 , 5  s u 4  

coLonne ( I O 0  x 3 , s  cm 1 à un d é b i t  dc  7 9 , 2  mL e t  l e - a  

htlac t i ~ b t b  h e c u c i ~ k ? i e . ~ ~  b oltx de 3 ,  b m l .  Le d k a c t i o n n e m e n t  

E - S X  héaLin6  à 3 ' ~  e x  Rob cou.tbc4 d 1 6 1 u X i o n  n o n t  éZab8 ieb  

put  ,~pe .c , taophotomEth ie  à 235 M m .  

( a )  L ' hydhoLyba t  dc l a  " m y o n i n e -  V " 27 
( b )  L1hqdhüLljnat  de La " m y o b i ~ c - V  " G 



3')  CONCLUSION 

Lei h é b u l ~ a ~ b  que noub UVOnb obtenub buh  l e b  

"myob ine -  V  " e t  "mgobine-  VG" hydho lyb  éeb pah l a  chymothyp-  D 
b i n e  O U  pah l a  pepbine  pendant  deb tempb t h è b  c o u h t b ,  

on2 pehmin de  mon;thex que l e b  p a h t i e b  b o l u b l e b  des hydho- 

l y b a t a  b o n t  d i662hen teb  : 

. d a m  l e  nombhe de p o l y p e p t i d e s  do4méb 

. danb La C O  n c e n t h a t i o n  h e l a t i v  e  deb d i 6  6éhentb  

poRypeptidea phéb e n t h .  

Noub avonb pu en  o u t h e  montheh que l a  q u a n t i t 2  

de H M M - S I  o b t e n u e  à p a h t i h  de Ra " m y o b i n ~ - V  " e t a i t  bupé -  G  
h i e u 4 e  d ' u n  dac teuh  2 pah h a p p ~ h t  à c e l l e  o b t e n u e  p O U h  l a  

"mgobine-  V p l ' .  

IV - ETUDE DES HYDROLYSATS PAR DES ,AGENTS CHIMIQUES 

Pour confirmer les différences obtenues au ni- 

veau des chafnes lourdes des myosines ventriculaires, 

deux types d'agents chimiques spécifiques ont été utili- 

sés : le bromure de cyanogène (BrCN) et l'acide 2-nitro 

5-thiocyanatobenzoïque (NTCBA). Les résidus de méthionine 

et de cystéine sont des acides aminés dit "rares", souvent 

bien répartis le long de l'axe polypeptidique des protéines. 6 

La coupure chimique par des agents très spécifiques au 

niveau des résidus de méthionine ou de cystéine devrait 

donc permettre d'obtenir, à partir des chaînes lourdes 

des myosines ventriculaires, des polypeptides de taille 

moléculaire facilement identifiable par électrophorèse sur 

gel de polyacrylamide. 



1 " )  A C T T O N  DU B R O M U R E  D E  C Y A N O G E N E  

C e t  a g e n t  chimique coupe s p é c i f i q u e m e n t  l a  l i a i -  

son  p e p t i d i q u e  du c ô t é  C- te rmina l  d e s  r é s i d u s  d e  méthio-  

n i n e  (AT VII I -A) .  Dans nos e x p é r i e n c e s ,  il a é t é  u t i l i s é  

dans  l e s  mêmes c o n d i t i o n s  ( c o n c e n t r a t i o n  d e  p r o t é i n e ,  

q u a n t i t é  d e  B r C N ,  t e m p é r a t u r e  e t  temps d ' h y d r o l y s e )  e t  

p a r a l l è l e m e n t  s u r  l a  "myosine-VD" e t  s u r  l a  "myosine-V " 
G 

d o n t  l e s  r é s i d u s  d e  c y s t é i n e s  o n t  é t é  p r é a l a b l e m e n t  r é d u i t s  

e t  a l k y l é s  p a r  l ' i o d o a c é t a m i d e  (AT VII-A-b). Les  hydro ly -  

s a t s  o b t e n u s  s o n t  c a r a c t é r i s é s  p a r  deux t e c h n i q u e s  d i f f é -  

r e n t e s .  

a )  Par ch romatograph ie  de  g e l  f i l t r a t i o n  s u r  

colonne d e  Sephadex G 50 e n  tampon p r o p i o n a t e  de  sodium 

1 M ,  T r i s  H C 1  50 mM de  p H  9 , 5  (AT X-G) : 

L e s  p r o f i l s  d ' é l u t i o n  o b t e n u s  à p a r t i r  d e s  hydroly-  

s a t s  p a r  l e  B r C N  d e s  "myosine-V " e t  "myosine-VG" s o n t  l é -  D 
gèrement d i f f é r e n t s  ( F i g u r e  11-13) : 

- s e p t  p i c s  ( A  e t  G )  s o n t  o b t e n u s  pour  l e  f r a c -  

t ionnement  de l ' h y d r o l y s a t  d e  l a  "myosine-V " D -  

. h u i t  p i c s  (1 à 8 )  s o n t  o b t e n u s  pour  l e  f r a c t i o n -  

nement d e  l ' h y d r o l y s a t  d e  l a  "myosine-VGn. 

S i  l e s  p i c  A ,  B I  C ,  D I  E  e t  F du f r a c t i o n n e m e n t  d e  

l ' h y d r o l y s a t  de l a  "myosine-V " s o n t  comparables ,  pour l e u r  D 
temps d e  r é t e n t i o n  e t  l e u r  d e n s i t é  o p t i q u e ,  à l e u r s  homolo- 

gues 1, 2 ,  3, 4 ,  5 e t  6 du f r a c t i o n n e m e n t  d e  l ' h y d r o l y s a t  

d e  l a  "myosine-VG", il n ' e n  est  p a s  de m ê m e  pour  l e s  a u t r e s  

p i c s .  En e f f e t ,  l e s  p i c s  7 e t  8 d e  l a  "myosine-vG" n ' o n t  

pas  d 'homologues d a n s  l e  f r a c t i o n n e m e n t  d e  l ' h y d r o l y s a t  d e  

l a  "myosine-VD.". 



FIGURE I I - 1 3 : P n o d i l  d ' é l u t i o n  pan c h n o m a t o g n a p h i e  d e  g e l  

j i i L t n a t i o n  n u 4  c o l o n n e  d e  n é p h a d e x  G 5 0  d e  l ' h y -  

d n o l y n a t  pan l e  84CN d e  l a  m y o n i n e  v e n t n i c u l a i -  

4 e  d e  Poac.  

A 
D O 235 nm - 

( a )  "myoni.ne-V " D 
( 6 )  " m ~ 0 b i n Q - V  " 

G  
Tampon d '  é l u t i o n  : T a i n  I H C R  5 0  mM pH 9 , 5  ; pho- 

p i a n a t e  d e  s o d i u m  7 hi TiUS 
C o L o n n ~  ( 1 2 5  x 2 , s  cm) ; d é b i t  2 5 , 2  m l l h  ; LILLE 

d n a c z i v ~  z 5  m l .  
O 

w 

P n o j i i l  d ' é l u t i o n  pan a p e c t 4 o p h a X o m é t n i e  à 2 3 5  h m .  

D E 

. rn 

40 
a 

50 60 70 80 9 O + t ( m i n )  

7 8 



b) Par électrophorèse en double dimension 

Cette technique a été choisie pour deux rai- 

sons : elle permet une étude comparative des électropho- 

régrammesdes deux hydrolysats migrant en parallèle dans 

les deux dimensions ; elle permet une étude de l'hydro- 

lysat total. Pour les deux hydrolysats par le BrCN, 

deux types d'électrophorèse en double dimension ont été 

utilisés. 

g e l  de poRguchylamide e n  phébence de SUS ( A T  I V - A )  
- 8 '  

r ,  C. ,F 

Les électrophorégrammes des hydrolysats totaux 

par le BrCN des "myosine-V " et "myosine-V " (Figure 11-14) 
D G 

montrent des différences malgré le faible pouvoir de sé- 

paration,des peptides,par isoélectrofocalisation dû à la 

présence de sels et à l'alkylation préalable des myosines. 

Ces différences sont dues soit à la présence de peptides 

supplémentaires (flèches les indiquant sur la Figure) soit 

à des concentrations relatives différentes entre les deux 

électrophorégrammespour des peptides ayant les mêmes mo- 

bilités électrophorétiques. 

6 )  ER&c;tnophohène buh g e l  de po lyachy lamide  en  

phén Q M C Q  d '  uhZe b M I  ElecXhophohèb e  nuh g e l  de  polLjUChylCL- 

m i d ~  en p h ~ b e n c e  de SUS à pH b , 4  

Comme dans le cas précédent, les électrophoré- 

grammes (Figure 11-15) révèlent des différences : il 

existe beaucoup plus de peptides de plus haut poids molé- 

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

indiqués par des flèches sur l'électrophorégramme). Pour 

les peptides de même mobilité électrophorétique les rap- 

ports de concentration sont différents. 



& 

1" dimension t 
)r 'C. 

-91- 

- + 1" dimension 

FIGURE 1 1 - 1 4  Elec thophohène  en d o u b l e  d imennion  

den h y d h o l y b a t n  obtenucl aphèn acX ion  du B h C N  den 

myvninen u e n t h i c u l a i h e n  phea lab lemen t  a l h y l é e  pah 

l l i o d o a c & t a m i d e .  

1 "  dimension 7 b o Q L e c t h o 6 o c a l i b a X i o n  b u t  g e l  

de polyac try lamide  à 6 % en t u b e  d e l o n  l e  

p h o t o c o l e  de O '  F A R E L L  1 9 7 5  . 
2" dimension Elec thophohZne  nu& g e l  de  po lyachy lamide  

en p laque  ( 1 5 %  1 en phenence d e  SUS à pH b ,  4 

( m i g h a t i o n  de  l ' a n o d e  Uehd l a  c a t h o d e  ) . 
i n d i q u e n t  l e n  p o l y p e p t i d e n  d i662hen tn  

( a )  HydhoLy~aX de l a  "mgobine-V " u 
(b) Hydholybat  de l a  "myonine-V " 

G 



- + - 
1' dimension 1 dimension 

+ 

FIGURE 11-15 - .-- ELec t topho tèn  e  en  doubLe d imend ion  
deb h y d t o k y b a t b  obtenub ap42b a c t i o n  du B h C N  

deb m yobineb v ~ n f h i ~ u ~ a i t ~ ~ b  p/ téalabLement  aLk yLée 

pu& L ' i o d o a c é t a m i d e .  

i 0  dimension ELect topho&èbe  bu& g e l  de poLyactyLamide 

( 2 0 %  ) en t u b e  en p t é b e n c e  d ' u t é e  b M à pH b ,4  

( m i g t a t i o n  de  L 'anode  ve&b La c a t h o d e  J 

2'  dimension ELect&ophonèbe bu& g e l  de poQyactyLamide 

( 1 5 %  ) en pLaque en p t ébence  d e  SOS à pH b ,  4 .  

( m i g t a t i o n  de  L 'anode  v e t b  La c a t h o d e  J 

i n d i q u e n t  Leb p o l y p e p t i d e s  d i 2 j d é t e n t b .  

( a )  i f y d n o l y b a t  de La "myobine-V " D 
(b) HydtoLybat  de La "myobine-V " G 



2 ' )  ACTTON DE L ' A C I D E  2 -NITRO S-THZUCYANATOBEN- 

Z O i  QUES (NTCBA)  : 

L e  NTCBA hydro lyse  p r é f é r e n t i e l l e m e n t  les l i a i -  

sons  pep t id iques  du c ô t é  N-terminal d e s  r é s i d u s  de cys- 

t é i n e  (AT V I I I - B ) .  C e t  agen t  chimique a été u t i l i s é  s u r  l a  

"myosine-V " e t  l a  "myosine-VG" dont  l e s  r é s i d u s  de cys- 
D 

t é i n e  a v a i e n t  é t é  préalablement  r é d u i t s  en  m i l i e u  d i s s o c i a n t  

(AT VII-B-a) . 

Pour un m e i l l e u r  rendement de l ' h y d r o l y s e  des  

myosines, une réduct i0 .p-des  r é s i d u s  d e  c y s t é i n e  est 
7 . :  

n e c e s s a i r e .  Nous avon3 aon& dans un premier  temps d é t e r -  

miné pour l e s  myosines v e n t r i c u l a i r e s  l e s  m e i l l e u r e s  con- 

d i t i o n s  de r éduc t ion .  Après d i v e r s e s  combinaisons (Ta- 

b l e a u = - 9 ) ,  l ' h y d r o l y s e  complète,que nous s u i v o n s  pa r  l a  

q u a n t i t é  de cha înes  l ou rdes  p ré sen t e s  dans  l ' h y d r o l y s a t ,  

a é t é  obtenue en  u t i l i s a n t  s o i t  l e  P-mercaptoéthanol  (à  

une concen t r a t i on  de 2 nmoles pa r  gramme de myosine) en 

présence  de SDS 10 % (P/V) comme agent  d i s s o c i a n t ,  s o i t  

l e  D,  L - d i t h i o t h r e i t o l  (1 nmole p a r  gramme de myosine) 

en présence d ' u r é e  8 M (F igure  11-16) . 

Dans t o u t  n o t r e  t r a v a i l  compara t i f ,  nous avons 

e f f e c t u é  l e s  hycJrolyses d e s  "myosine-V " e t  "myosine-V " D G 
préalablement  r é d u i t e s  p a r  l e  DTT (1 nmole/g de myosine) 

en présence d ' u r é e  8 M .  Les hydro lysa t s  de s  "myosine-VD" 

e t  "myosine-V " s o n t  ana lysé s  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  s u r  g e l  
G 

de polyacrylamide : 

a ) Ele.cXhopho4èb Q monodi.me.n~i.onncLLe Q n  pheb  e n -  

cc de. S O S  à pH b , 3  

L'électrophorégrarnrne (F igure  1 1 - 1 7 )  e n t r e  les 

hydro lysa t s  des  "myosine-V " e t  "myosine-V " montre, b i en  
D G 



T a b l e a u  11-9 D i 6  dEkenteb combinaib on4 dc  d i b a  a c i a t i o n  
e t  de k é d u c t i o n  de La myobine en  ~ o L u t i o n  dann Le 

J 

Le tampon KCL 0,s M ; E D T A  3mM ; 7 t h  -HCL 0 ,  7 M 

d e  pH b,2 poufi e 6 6 e c t u e n  L ' h y d n o t y n e  pan Le NTCBA 

- -- 

AGENT REDUCTEUR 
en n a n o m o l e  par g r a m m e  

de m y o s i n e  

f i - m e r ~ a ~ t o é t h a n o l  

( ME 

f i - m e r ~ a ~ t o é t h a n o l  

( ME 1 

D L - D i t h i o t h r é i t o l  

( DTT 1 

D L - D i t h i o t h r é i t o l  

( DTT 1 

AGENT D I S S O C I A N T  

SDS 

en  % ( p/v ) 

UREE 
en m o l e  par l i t r e  



FIGURE 11-16 - Elec thophohébe  buh  g e l  g t rad ien t  de 

po lyachy lamide  ( 5 - 3 0 %  1 en  phédence  de SDS à pH b , 4  

de  l l h q d ~ o l y b a t  o b t e n u  aphèb a c t i o n  du N . T . C . B . A .  

de  l a  'mqob ine -  V P 1  paéalablemenX h é d u i t e  pu& : 

( a )  l e  8 - m e h c a p t o é t h a n o  ( 2 nMI g de  myodine I 

en  phébence d l u h é e  b M . 
( b )  l e  6 -mehcap toé thano l  ( 2 nMlg de myobine 1 
en  phébence de  SDS 7 0 %  . 

(c)  l e  P L - D i t h i o t h h é i t o l  ( 1 nMlg de  mqodine 1 
e n  phébence d ' u h é e  8 M . 

Notonb que  danb l e b  c .ondi t ionb (61 e t  ( c l  , Les channeb 

l o u t d e d  d e  l a  "mqobine-V " b o n t  t o t a l e m e n t  hydholybéeh  . D 



F I G U R E  11-17 Elec thophoh2be  Auh g e l  g h a d i e n t  d~ po lyachy lamide  
( 5 - 3 0 %  ) en  plaque en phébence de  SUS à pH b , 4  

den h y d h o l y b a t b  obtenub aphèb a c t i o n  du N .  T .  C . B . A .  

den m yobineb v e n t n i c u l a i h e b  phéa lab lemen t  hZduiXe6 

pah Le D L - D i t h i o t h h é i t o l  ( I nM/g d e  myobine ) 

en phEbence d 1 u h 2 e  b M . 
( a )  f f y d h o l y b a t  de l a  "myobine-V D " 

(b) HydholybaX de l a  llmyobine-V G " 

Les flèches i n d i q u e n t  Leb p o l y p e p t i d e b  d i 6  6éhentb 

( r ) b o i t  en phopont ion  (- ) b o i t  pair l a  phEb ence  

e n t h e  Leb h y d h o l y b a t n  deb deux myobineb v e n t h i c u l a i n e a .  



qu'il y ait de nombreux peptides ~ossédant les mêmes 

mobilités électrophorétiques, qu'il existe de nombreuses 

différences : 

. beaucoup plus de peptides de haut poids 
moléculaire pour la "myosine-V " D 

1 

. des peptides de mobilités électrophorétiques 
identiques n'ont pas l'intensité de coloration dans le 

même rapport. 

B )  ELecthophohèbe en  doubLe d imena ion  : geL de 

poLyachyLamide e n  phéncnce d f u h Z e  b MIgeL de poLyachyLa- 

mide en  phébence de  SUS 

Pour une meilleur résolution des bandes protéi- 

ques, ces hydrolysats ont été séparésen parallèle par 

électrophorèse en double dimension (AT IV-B). Les électro- 

phorégramrnes (Figure 11-18) révèlent les différences déja 

observées sur le gel de polyacrylamide aprèy~lectrophorèse 

monodimensionnelle en présence de SDS : 

. des polypeptides de plus haut poids moléculaire 
pour la "myosine-V " (indiqués par les flèches) D 

. des concentrations relatives différentes entre 
les différents polypeptides des deux hydrolysats. 

3 ' )  CONCLUSION 

L I  é t u d e   de^ hydfioLyclatb den "myob ine -  VU" e t  

"myobinc-V " aphèb a c t i o n  du bhomuhe de cyanogène noub G 
a pehmib de  mon.theh deb di;h8;h8éhenceb. Ce6 dia;h8&hencea 

b o n t  teLLeb que M O U 6  UVOnb plu6 de  peptideid de plub h a u t  

poidb m o l é c u l a i h e  pouh La " m y o b i n ~ - V ~ "  e t  que Leb p e p t i d e n  

de  mcme m o b i l i t é  Qlec t t rophohéRique  ne b o n t  pan phében;tb 



+ l0 dimension - *.".. - - 1' dimension + 

FIGURE 11-18 ELecthophohèn e  en doub le  d imenn ion  den 

hydho lyna tn  ob tenun  aphèn a c t i o n  du N .  T .  C . B . A .  

den m yoninen v e n t 4 i c u l a i t r e n  pnéa lab lemen t  h é d u i t  en 

pah l e  D L - P i t h i o Z h h E i t o l  ( 1 nM/g de myanine ) 

CM P 4 ~ h o ~ ~ ~ ~  d'  ~ t é f 2  8 M . 
- 1" dimension Elec thophok2be  n u h  g e l  de 

po lyachy lamide  ( 2 0 %  1 en Zube en phénence d ' u t é e  8 M 

à pH 8 , 4  

- 2 "  dimension Elec thophokène  bu4  g e l  de 

pa lyachy lamide  ( 7 5 %  1 en p laque  en phébence de SOS 

à pH 8 , 4  . 
( a )  Hydtrolynat d e  l a  "myonine-V " D 
(b) Hydholynat  d e  l a  "myonine-V " G 

r i n d i q u e n t  l e b  p o l y p e p t i d e 6  d iadé tenZb  ( b o i t  pah l a  phébence 

6 o i 2  en phopoht ion  

+ - - i n d i q u e  Ce bcnn de l a  m i g h a t i o n  de l ' a n o d e  vehn l a  ca thode  

T : e n t  l e  Témoin myonine i n d i q u a n t  ken poidn m o l é c u l a i h e n  



dana l e a  mZmea happokta de  c o n c e n t h a t i o n  . 

Dea t ~ é a u l t a t a  analogues o n t  é t é  ob tenun e n  u t i -  

l i n a n t  l e  NTCBA comme a u t t ~ e  a g e n t  d ' h y d x o l y a e .  

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

DIS SOC IANT 

La technique d'électrophorèse en milieu non dis- 

sociant (AT III-c) permet la migration électrophorétique 

de la myosine à l'état natif (sans dissociation préalable 

chaînes lourdes - chaînes légères). Elle exige l'utilisa- 
tion de gels de polyacrylamide de faible réticulation, une 

température des tampons*'Ee migration voisine de 0' C et ,,+ - . -- L - .. vcL 4 -+ K.<< 
1 ' utilisation de tampdn' de force ionique élevée (le 
pyrophosphate de sodium à 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 -1usc1es lents et rapides 
de Poulet pouvaient être séparées respectivement en deux 

et trois formes éle~trop~~orétiques (Hoh et al., 1977) . 

Nous avons appliqué cette technique à 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 dépôts plus importants. 



. nous ne faisons migrer que les préparations de 
myosines purifiées (vérifiant les critères déjà enoncésl 

celles ci étant préalablement centrifugées,au lieu 

de déposer des extraits bruts de myosine, 

Les profils densitométriques des électrophoré- 

grammes de la Mmyosine-VD" et de la "myosine-V " 
G 

(Figure II- 19) révèlent que si les myosines ventriculaires 
1 2 3 possèdent trois composants (VD ; VD ; VD pour la "myo- 

1 2 3 sine-V " et VG ; VG ; VG pour la "myosine-VGW), les mo- 
D 

bilités électrophorétiques et la proportion relative de 

ces composants diffèrent entre la "myosine-VD" et la 

"myosine-V " (Tableau 11-10). Par exemple si les bandes 
G 

V' et V' ont sensiblement la même mobilité électrophoréti- D G 2 que, elles sont dans un rapport v1 / V = 1,25. De même, 
2 D G 

les bandes V et v3 qui ont la même mobilité électropho- D G 2 3 
rétique sont dans un rapport VD / VG = 3,55. 

Les bandes protéiques de plus faible mobilité 

électrophorétique ne peuvent pas être attribuées à des 

agrégats de myosine. En effet, les myosines déposées sont 

"fraîchement" préparées et sont de plus centrifugées pendant 

deux heures à 106.000 g. Les bandes protéiques de plus 

grande mobilité électrophorétique ne peuvent être pour 

leur part attribuées à des contaminants car les myosines 

déposées identiques du point de vue pureté vérifient les 

critères précédemment décrits. 

E N  C O N C L U S I O N  

Len myobineb v e n t h i c u l a i h e n  I "myonine-  VD" e t  

" m y o n i n e - V G V )  de Pohc a d u l t e  m i g h e n t  en  éLecthopho&C!be 

aux  g e l  de poLyachylamide en m i l i e u  non d i n n o c i a n t  noub 

La 6ohme de t x o i n  banden p h o t Q i q u e b  d o n t  Len mobi l i téc l  



cl 
I I 

1 . -  - I 
i )  

mobilité 

1 I éléc trophoré tique 

u I I I 1  I I I I I 

mol% i té 
éléctrophorétique 

F I G U R E  1 1 - 1 9  E n 4 e g i 4 t 4 e m e n t  d e n 5 i t o m é t h i q u e  den é l e c t 4 o n h o -  

4égtrammed den myoninen u c n t i r i c u l a i t r e n  " n a t i v e n  " 
o b t e n u b  a p t è 4  é l e c t 4 o p h o k è d e  b u 4  g e l  de  poPqac4y lamidc  

( 3: bu& p laque  en t a m p o n  g l y c é 4 o R  1 0 %  ( p l u )  ; 

P T T  5mM ; p y k o p h o b p h a t e  d e  n o d i u m  20 mM d e  pH b , b  

( a )  P i r 2 p a t a t i o n  d e  Pa " m y o n i n e - V  " G 
( b )  P ~ é p a i r a t i o n  de  l a  " m g o h i n e -  V " D 

1 2 3 
V G  ; V G  e-t V G  4on-t Pen componantn d e  Pa "myonine-V  " durit G 
Pe-a mobiP.Lté5 é l e c t 4 o p h o 4 é t i q i ~ e n  d o n t  4edpec-tiuemcn-t  d e  

2 , 3 5  ; 3 , 1  e t  6 cm 
1 2 

V g  ; V D  e t  v 3  h o n t  Pea componanfn d e  l a  "myonine-V  " don-t D D 
t e 4   mobilité.^ é L e c t 4 o p h u 4 é  t i q u e 4  5 o n t  r r e d p e c t i u e m e n t  de.  

3 , 7  ; 6  c - t b , l  c m .  



TABLEAU 11-10 Pouficentage deb d iddé f i en ib  cornp~b anid de 

rnyobinc d o n t  l e b  m o b i l i t é b  é l e c t f i o p h o f i é t i q u e ~  h o n t  

mebufieeb au  maximum deb pLcn . 
Ce poukcentage  e n i  dé t e f im iné  put  i n t e f i g t a t i o n  

automaXique .  

MYOSINE 

II MYOS I N E - V ~ "  

II 
MYOS I NE-VG" 

% DU COMPOSANT DE MYOSINE 
DE MOB ILITÉ ÉLECTROPHORÉTIQUE 

2,35cm 

O 

1 
V =42 
G 

3,lcm 

1 
V =65,9 
D 

6cm 

2 
VD=18,8 

V =52,7 VG=5,3 

8, lcm 

3 
V D =15,3 

2 3 
G 

O I 



e t  d o n t  Len concenXtrutionb mebutréeb pu4 i n t é -  

g ta; t ion  ( S )  den picn peuven t  é t t e  4énurnQeb put  

V I  - ESSAIS DE SEPARATION DES ISOENZYMES DE MYOSINE 

CARDIAQUE 

En f o n c t i o n  d e s  r é s u l t a t s  p r écéden t s ,  l a  myo- 

s i n e  v e n t r i c u l a i r e  e s t  composée de  p l u s i e u r s  v a r i a n t s .  

I l  é t a i t  i n t e r e s s a n t  de  pouvoir s é p a r e r  c e s  d i f f é r e n t s  

v a r i a n t s ,  de  l e s  o b t e n i r  dans un grand é t a t  de p u r e t é ,  

de  les ana lyse r  e t  de l e s  comparer e n t r e  eux.  

La chromatographie l i q u i d e  pa r  g e l  f i l t r a t i o n ,  

l a  chromatographie l i q u i d e  d ' a f f i n i t é  e t  l ' é l e c t r o p h o -  

r è s e  p r é p a r a t i v e  o n t  é t é  envisagées  en vue de  l e u r  

s é p a r a t i o n .  

1 ) L A  C H  R O M A T O G R A P H Z  E  11 Q U I D E  D E  G E L  F I  L T R A T I  ON 

S U R  C O L O N N E  D E  S E P H A R O S E  2 B : 

A p a r t i r  de s  p r é p a r a t i o n s  de "myosine-V " e t  D 
de "nyosine-VG", de s  chromatographies de  g e l  f i l t r a t i o n  

s u r  colonne d e  Sépharose 2 B o n t  é t é  e f f e c t u é e s  (AT X - 1 )  . 
L e s  p r o f i l s  d ' é l u t i o n  obtenus (F igu re  11-20] ne s o n t  pas  

i d e n t i q u e s  mais compte t enu  de l a  f a i b l e  s é p a r a t i o n  des  p i c s ,  

l e s  f r a c t i o n s  c o l l e c t é e s  ne s o n t  pas  homogènes. Le con- 



F I G U R E  11-20 Pkod iR  d ' E L u t i o n  de  Lat chnomalcgg tapk ie  ' d c  g e l  

d i L t k a t i o n  b u &  c.oLonne d e  S é p h a t o n e  2 B ( 100 x 2 , 5  cm)  

e n  tampon  KCL 0,5 M ;DTT 2,SmlS ; T k i n  -HCL 1 5  mM de  ,pH 7,s 

d ~6 mr~ohine.5 ~ ~ n ~ l L i ~ ~ & . ~ i t ( & b .  LQb ~ t ~ a c t i o n h ,  ~ L Q C U ~ ~ L ~ R Q ~  

  ont d e  3 , b  m l  @ , n u i t o n  e t  l e  d é b i t  e n t  d c  1 9 , 2  mL . 
(a)  La ptrépanaLion de. "mqohine-V  " D 
( b )  La p k é p a k a t i o n  d e  " m y o s i n e -  V " G 

Len cuutibeb d ' é l u t i o n  nonX é t a b L i e n  pak b p e c t k o p h u t o m é t k i e  Li 2 3 5  nm. 



trôle de ces fractions a été fait par électrophorèse 

sur gel de polyacrylamide en présence de SDS à pH 8,4. 

Les électrophorégrammes révèlent que les fractions 

sont toutes similaires. Elles contiennent des bandes 

protéiques correspondant aux chaînes lourdes et aux 

chaînes légères de la myosine ventriculaire. 

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 ectivée en utilisant le 

calcium comme chelateur (AT XI) . Les profils d'élution 
(Figure 11-21) révèlent qu'une forte partie de myosine 

n'est pas retenue. Pour éluer la faible quantité de myo- 

sine retenue sur la colonne, il faut employer de 1'EDTA 

50 rnM. 

Après passage de l'EDTA, la "myosine-VG" est éluée 

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

un épaulement (2) dans la partie descendante, tandis que 

la "myosine-VD" est éluée 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 montrerque le pic 2 de la "myosine-V " 
G 

et le pic C de la "myosine-J ,, sont élués à des temps de D 
rétention similaires. De même pour le pic 1 de la "myo- 

sine-VG" et le pic'B de la "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 électrophorèse sur gel de 



t i o n s  

t i o n s  

P t o d i l  d l G l u t i o n  de  l a  c h t o m a t o g t a p h i e  b u t  

c o l o n n e  d ' é p o x y - S é p h a t o b e  3 8 a c t i v é e  put  l e  c a l c i u m  

de4 myobineb v e n t t i c u l a i t e b  de c o e u t  de P o t c .  

La ch tomatogtaplz ie  e n t  e d d e c t u é e  en tampon KCL O , &  M 

T t i b - i f C l  de pH 8 ,  O  b u t  c o l o n n e  ( $ 0  x 0 , 9  cm ) à 

un d é b i t  de 2 5 , 2  m l l h  e t  l e 6  d t d ~ $ & ~ n b  n e c u e i l l i e n  

b o n i  de  2 m l .  Le 6 t a c t i o n n e m e n t  & n t  tC!a l ibe  

avec  un g t a d i ~ n t  de pH d é c t o i b b a n t  ( de pH b ,  O  à 

pH 6 , 5 1  5 4 ' C .  Les d t a c t i o n b  t e t e n u e b  b o n t  GluGeb 

put  l e  tampon de  pH 6 , 5  c o n t e n a n t  5 0  m M  d1EDT4 ( 

[a) La p t é p a t a t i o n  de l a  "mqosine-V " D 
(b) La p t épa taX ion  de l a  "myonine-V l 1  

1 ) 
G 

Les cou&beb d l é l u f i o n  4 o n t  Z t a b l i e b  pu& bpecttophoXométtie à 



de polyacrylamide a  pu ê t r e  e f f e c t u a e t  a r é v é l é  

. que les d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  é t a i e n t  compo- 

s é e s  de  cha înes  l ou rdes  e t  des  deux cha înes  l é g è r e s  

. que l e s  m o b i l i t é s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  des  

bandes p r o t é i q u e s  homologues des  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  

é t a i e n t  i d e n t i q u e s .  

3 ' )  L'ELECTROPHORESE PREPARATIVE SUR G E L  D E  PO- 

LYACRYLAMIDE : 

Comme nous l ' a v o n s  montré précedemment, p a r  l a  

technique d ' é l e c t r o p h o r è s e  s u r  g e l  de  polyacrylamide en 

mi l ieu  non d i s s o c i a n t ,  nous pouvons s é p a r e r  en une s e u l e  

é t a p e  l e s  d i f f é r e n t s  composants des  myosines v e n t r i c u l a i -  

r e s .  Cependant les q u a n t i t é s  i s o l é e s  p a r  é l ec t rophorèse  

p r é p a r a t i v e  s o n t  f a i b l e s .  Pour o b t e n i r  une q u a n t i t é  s u f -  

f i s a n t e  de  chaque composant e t  pour des  é tudes  u l t é r i e u r e s  

nous avons m u l t i p l i é  l e s  dépô t s .  Actuel lement ,  a p r è s  f i x a -  

t i o n ,  c o l o r a t i o n  e t  s é p a r a t i o n  d e s  composants p ro t é iques ,  

nous t e n t o n s  de m e t t r e  au p o i n t  un p ro toco le  d ' é l u t i o n d e s  

p r o t é i n e s .  

4 " )  CONCLUSION 

L e 6  d i d d Q k e n t e b  t e c h n i q u e c ,  e m p l o y é e h  nouh onk 

petrm4.b de  monR4eh deb d i 6  d é k e n c e b  e n L k e  1e.b " m q o h i n e -  VD" 
e t  " m y o n i n e -  V " . S i  Ren . techniquecl ch t romakogtraph ique  p e t -  G 
me.tRen,t d e  népatrek ceb  myobinea v e n t k i c c ~ l a i k e h  e n  pRu- 

6i.eutrb A k u c t i o n a  e t  de, 1.e.b i b u l e k  , cea dtract ionb h o n t  

néanmuinb héZZkog2neb eL d o i v e n t  Ettre, &epuki&iQen.  



petrrnin u n e  bonne a Zpatratian dea d i a  ( E t e n t a  campoaanta 

ptrotEiquea dea myaainea v e n t n i c u l a i t r e a ,  mais cea compa- 

banth n '  o n t  pub &té i a o R & n  quan t i ta t i vemenR:  junqu 'à  

p h Z a  e n t .  

C - ETUDE DES MYOS INES EXTRAITES DES OREIL- 

L E T T E S  E T  DES VENTRICULES D E  COEUR D E  PORC 

1 - ETUDE DES ACTIVITES ATP-ASIQUES 

Deux types  de mesures d ' a c t i v i t é  ATPasique 

on t  é t é  e f f e c t u é s  : 

. L ' a c t i v i t é  dépendante du calcium,ne f a i s a n t  

i n t e r v e n i r  que peu de paramètres,  permet une é tude  

comparative s imple ,avec une bonne r e p r o d u c t i v i t é .  

. L ' a c t i v i t é  ATPasique des  myosines a c t i v é e s  

par  l ' a c t i n e ,  p lu s  proche d e s  cond i t i ons  physiologiques ,  

f a i t  i n t e r v e n i r  un paramètre  supplémentaire  : l a  

concen t r a t i on  en F-ac t ine .  Ce paramètre v a r i a n t  avec l e  

temps e s t  mal m a î t r i s é .  En e f f e t ,  l a  r é a c t i o n  

F-act ine  S G-actine e s t  une r é a c t i o n  d '  é q u i l i b r e .  Dans 

ces  c o n d i t i o n s ,  l e s  a c t i v i t é s  ATPasiques ne s o n t  repro-  

d u c t i b l e s  que pour une même s é r i e  (même c o n c e n t r a t i o n  

d ' a c t i n e  p a r  exemple) . 

1 " )  L ' A C T I  V I T E  A T P - A S  I Q U E  D E P E N D A N T E  D U  C A L C I U M  

Les mesures o n t  é t é  f a i t e s  dans les c o n d i t i o n s  

d é c r i t e s  (AT VI-A-b) à pH 8,O. Pour t r o i s  p r é p a r a t i o n s ,  

nous avons t ou jou r s  obtenu d e s  v a l e u r s  de  l ' a c t i v i t é  

ca2+ -ATPasique légèrement s u p é r i e u r e  pour l a  p r é p a r a t i o n  



de myosine e x t r a i t e  de l ' o r e i l l e t t e  d r o i t e  Nmyosine-OD" 

pa r  r a p p o r t  à c e l l e  de  l ' o r e i l l e t t e  gauche "myosine-OG" 

(Tableau 11-11). S i  l e s  d i f f é r e n c e s  s o n t  peu s i g n i f i c a -  

t i v e s  quand on compare les v a l e u r s  d e  mesure de l ' a c t i v i -  

t é  ATPasique d e s  myosinesdesoreillettesentre e l l e s ,  il n ' e n  

e s t  pas  de même l o r s q u ' o n  compare les v a l e u r s  des  myo- 

s i n e s  des  o r e i l l e t t e s  à c e l l e s  des  v e n t r i a u l e s  : l a  v a l e u n  

den CLcXivitéb c a 2 +  -ATPabipue den rnyoninea exXnaiXeb d e o  
o tre i l leXSeb e b t  p lus  de ;taoin doid bupétrieuhe 6 c e l l e n  den 

m q ~ b i n e ~  exXnaiXea d a  venXnicu leb  ( Tab leau  17- 1 1 1 . 

Les r é s u l t a t s  résumés dans l e  Tableau 11-11 révè- 

l e n t  que ,  dans l e  c a s  d e s  myosines v e n t r i c u l a i r e s ,  l a  ca- 

p a c i t é  à hydro lyse r  1"ATP des  myosines a u r i c u l a i r e s  n ' e s t  

pas une fonc t ion  l i n é a i r e  du temps. 

2")  1' ACTZVlTE ATP-ASTQUE A C T I V E €  P A R  L I A C T I N E  

Nous avons é t u d i é  les a c t i v i t é s  ATPasiques des  

myosines v e n t r i c u l a i r e s  e t  de s  myosines a u r i c u l a i r e s  

d r o i t e  e t  gauche a c t i v é e s  p a r  d f f f é r e n t e s  a c t i n e s  à plu-  

s i e u r s  c o n c e n t r a t i o n s  ( a ~ t i n e  e x t r a i t e  du muscle sque l e t -  

t i q u e  de Porc ; a c t i n e  e x t r a i t e  des  v e n t r i c u l e s  de  coeur  

de Porc e t  c e l l e  e x t r a i t e  des  o r e i l l e t t e s  de  coeur  de  

P o r c ) .  Les v a l e u r s  obtenues  pour les d i f f é r e n t e s  myosines 

son t  r e p r é s e n t é e s  dans l e  Tableau 11-12. E l l e s  permet ten t  

d ' obse rve r  que que lque  s o i t  l a  c o n c e n t r a t i o n  e t  l ' a c t i n e  

u t i l i s é e  c e s  r é s u l t a t s  s o n t  homogènes. Comme dans l e  c a s  

des  myosines v e n t r i c u l a i r e s  (décritesprécedemment) l e s  

v a l e u r s  de s  a c t i v i t é s  ATPasiques des  "myosine-oD" e t  

"myosine-O " en présence  d ' a c t i n e ,  s o n t  i n v e r s é e s  p a r  
G 

r appor t  à c e l l e s  ob tenues  en  présence de calc ium 

(Tableau 11-11) . 



TABLEAU II - 1 1 A c t i u i t é b  ATPabiqueb bpéc id iqued  dépendanten  

du c a l c i u m  deb mgobineb a u t i c u l a i t e b  e t  v e n t t i c u l a i t e n  

de c o e u t  de Potc 

L' h y d t o l g b  e  de l l A T P  cbX ' - eddec tuée  pendant  den 

tempn d i  6 d é t e n t b  pout  l e n  d i a  d é t e n t e n  p t é p a t a t i o n n  

danb l e b  conditions e x p é h i m e n t a l e b  de P O P E  e t  a l .  1 9 g O  

Le donage de l l A T P  hgd to lqbé  enX t é a l i b é  put  menute 

c o l o t i m é t t i q u e  du phonphote i n o t g a n l q u e  l i b é t é  ( P i  ) 

b e l o n  Ra méthode de FlSKE e t  SUBBAROW 1 9 2 5  . 

Prépa ra t ion  A 

(hydrolyse 11 min) 
. --- 

Prépa ra t ion  B 

(hydrolyse 1 0  min) 

P répa ra t ion  C 

(hydrolyse 7  min) 

nombre de nanomoles de ' P i  x min - 1 -1 
x mg 

"myosine-V G " 

4 0  

48  

1 O 1 

"myosine-OD" 

3 5 4  

3 5 7  

----- -- --- - 
4 2 7  

"myosine-O " 
G 

N . D  

3 3 1  

- -- - -- -- 

"myosine-V " 
D 

6 7  

7 7  

360  1 2 7  
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Préparation A 

nanomoles de Pi x 

Prdparation B 

PrGparation C Ventriculaire Auriculaire 

TABLEAU XX-12 A c X i v i t é a  ATPaaiqueb b p é c i 6 i q u e a  deb myobines 
a c t i v é e d  p U k  l ' a c t i n e .  L ' h y d s o l y a e  de  L'ATP e a t  e 6 d e c t u é e  b e l o n  
l e &  condi$iond e x p é k i m e n t a l e d  de P O P E  e t  a l .  1 9 b 0 .  Le d o ~ a g e  
d e  C ' A T P  hydko lybé  e 4 t  k t a t i a é  pas meaulre c o l o s i m é t a i q u e  du 

pkospko&e i n o h g a n i q u e  1ibérc.é ( P i )  a  e l o n  FdSKE e t  SUBBAROW 1 9 2 5  

fa) ~ c t i v a t i o n  palr l l a c . t i n e  v e n t s i c u l a i t r e  de  Polrc. 
Zb) a c t i v a t i o n  pas l ' a c . t i n e  de  muacte squelettique de  Portc 
( c )  a c t i v a . t i o ~  pas l ' a c . t i n e  v e n t s i c u l a i t e  e t  a u t r i c u l a i s e  d e  Poac 

L ' a c t i v a t i o n  pah l ' a c X i n e  (a) et (b) e a t  e66ecXuée parc. d i66ésente .b  
c o n c e n t à a t i o n b  d ' a c t i n e .  
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FIGURE 1 1 - 2 2  C o u h b e  d e  l ' a c t i v i t &  ATP-abique bpCc ib iqu t  
d e  l a  " m y o b i n e - O g "  a c X i u i ! e  pan L 1  u c t i n c  c a r d i y u r  
d a n 4  l a  k e p h é d e n t a t i o n  4 e Q o n  L INEWEAVER o t  8UR# 1934 .  

L ' h y d k o l y b e  d e  PIATP e h t  e6dec.tuée p e a d u t  t ?  ryr 

d a n b  l e 4  c o n d i t i o n d  d e  P O P E  e t  a l .  1980 ~ i r o d i J j l t ~  
( e n  p k é b e n c e  d e  K C C  3 0  m ~ )  



La comparaison des activités ATPasiques des 

myosines auriculaires et ventriculaires montrent qu'en 

présence d'actine, il y a diminution des différences 

observées en présence de calcium. Les activités ATPasiques 

obtenues pour l'actine cardiaque à différentes con- 

centrations, rassemblées dans une représentation selon 

Lineweaver et Burk (Figure 11-22) ne permettent pas de 

tirer de conclusion quant au "v " et au "Kmn mais montrent 
m 

que la courbe obtenue est biphasique. 

II-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 à l'hydrolyse par le NTCBA des chaînes 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 réduits par 

le DTT en présence d'urée 8 M ont été soumises à l'action 

du NTCBA. 

Les hydrolysats obtenus ont été étudiés par 

électrophorèse sur gel de polyacrylamide en présence de 

SDS à pH 8,4. L'électrophorégramme des hydrolysats de 

myosine de ventricule droit et d'oreillette gauche 

(Figure 11-23) 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 flèches sur la Figure 11-23). 



FIGURE 11-23 Elec tnophohèbe  b u t  g e l  de po lyacny lamide  
( g h a d i e n t  de 5 - 3 0 %  ) e n  plaque en pkébence de  

SDS à pH b , 4  deb h y d n o l y b a t b  ob tenus  aphèb a c t i o n  

du N . T . C . B . A .  den myobineb ptléalabtemen2 h é d u i t e h  

pah l e  D L - P i t h i o t h h é i t o l  ( 7 nMlg de  myobine ) 

en phébence d ' u h é e  b M . 
( a )  HydhoLybat de l a  "myobine-V " D 
( b )  Hydholybat  de l a  "mgobine-OG" 

i n d i q u e n t  lecl po lgpep t ideb  d i d 6 é h e n t b  ( c lo i t  pah l a  

pnébence, b o i t  dan4 Leb phopohtionb 1 e n t h e  l e b  h y d n o l y n a t b  

den deux myonineb .  



III - CONCLUSION 

Leb xébuLSatb obtenub en;the Leb myobineb e x -  

X . ta i t eb  deb o h e i l L e t t e b  e;t deb ven;ttricuLeb de  coeutr 

de  Poxc xévèRen t  : 

. que Len ac; t iv iXéa  ATPabiqueb dépendanten  du 

c a l c i u m  bon2 di6détren;teb e t  peuven t  e t n e  4ébuméeb pcttr : 

. qu'  en  ptrE.4 ence  d ' a c t i n e  G Q b  d iddéhenceb  bonS 

i n v e x b é e b  poux Leb myobineb vent t r icuLaixeb  a i n b i  que 

puun. L Q ~  myoctinen a u x i c u l a i t r e b .  Cea t r é n u l t a t n  b e  4ébu-  

menX a i n b i  : 

. que l e s  hydxoLybatb pah Le NTCBA d~ La 

"mgobine-OG1' e t  de l a  "myobine-OD" n o n t  d i d d é x e n t a .  

S ' i l  e x i d t e  deb pep t idea  q u i  o n t  La meme m o b i l i t é  

Q L e - c t t r o p h o h Q t i q u ~ ,  noub notonb La p t réb~nce  de p e p f i d e ~  

de plun h a u t  poidn moLEculaine poux La 'rnyobine-ODt' .  

C e t t e  é t u d e  cornpufiutive e n t x e  Le6 chu ineh  Loux-  

ded den myubineb ex.t traiteb deb v ~ n . t 4 i c u ~ e b  (dtr0i-t e;t 

gauchc )  e;t deb o h e i l L e t t e b  ( d x o i t e  e t  gauche )  iboLEeb 

d ' u n  mgme coeux de Puhc aduLRe 0n.t pehmib de monihex 



. Len m yoninen  v e n t h i c u l a i h e n  e n t n e  eLLea 

. Leb myobineb a ~ h i c u l a i h e b  e n t n e  elLecl 

. Reb mgobineb ventrricuLaihen e t  auh icuLa inen  

enXhc? e lRe6 .  

7 1  ebX Ù b o u ~ i g n e ~  q u e  Leb d i d d é n e n t e b  expé -  

h ienceb  on2  ZRZ e-ddccXuéeb buh  den phépahationb de 

mgobina ayanX un deghé  de ).suneté élc?vé e t  que cc?LReb c i  on$ 

é t é  hapidcment  , j a i t c b .  

1 - LES MYOSINES VENTRICULAIRES 

1") L '  E T U D E  DES ACT1 V I T E S  ATP-ASZQUES 

ERLE a pehmin de montheh que Len a c , t i v i t é b  

d é p ~ n d a n t e b  du potabbium é t a i e n t  b imiLa ine6  pou& 

La "myonine-  V D "  eX La "myobine-  VG" . L ' a c t i v i t é  ATPabiq ue 

de  Ra "myonine-VD" enX plub a c t i v é e  pah Le caLcium que 

l a  "myobine-  VG" Xandib yu' en  phéb encc? d ' a c t i n e  L' a c t i v i -  

t é  ATPabique d e  l a  "mgunine-VG" e o t  La pLub a c t i v é e .  

2 O )  LES F i  LAMENTS SYNTHETTQUES 

Len dilamenXn a y n t h é t i q u e n  h e c o n n t i t u é n  ' bon$ 

b i p o l a i t e s  pou4 La "myos ine -  VD" comme poun La "myonine-  V G 1 ' .  

L'QXude de l a  l o n g u e u h  de ceb d i lamen tb  monthe beaucoup 

plun de ~ iLamc?n tb  pLun couhtn puut Ra "myobine-VD1'  pu4 

happoht à ceux  obcsetrvé~ pouh La "mgobine-V " .  
G 

3')  L'ETUDE DES HYDROLYSATS P A R  LES ENZYMES 

CetXe é t u d e  a pehmib dc? montfien que Len pah t i en  



n o l u b l e a  den hyd4olynaXs bonk d i d d é ~ t e n t e b  danb l e  nom- 

b4e. de p o l y p e p t i d e n  4johmen E X  danc, l a  c o n c e ~ ; t h a X i o n  4 e -  

PaXive  deb  p o l q p e p t i d e n  p4Enentb. Noub pOUVUnb nnoteir 

a u b b i  l a  pkébence du dkagment HMM-S en concenX4aXion 
1 

n upQ&ieu&e  pouh l a  "myob ine -  VGf' . 

4 O )  L' E T U D E  DES H Y D R O  LYSATS P A R  ACTION D'AGENTS 

C H  lM1QUES 

CeXXe é t u d e  a  petrmib de montfie4 dea d i d d é t e n c e a  

danb l ed  hqdnolynaXb é X u d i é b .  Ndun U V O M h  obbekvé  pLub 

de polypeptides de plus haut poids moléculaire pour la 

"myosine-VD" et des concentratiorsrelatives différentes 

dana l e n  palypep;t iden p4QbenXb que  ce  b o i t  apkèa ucX ion  

du BnCN au du N T C B A .  

5" )  L ' E T U D E  P A R  E L E C T R O P H O R E S E  SUR G E L  D E  

P O L Y A C R Y  L A M I D E  EN Ml L I  E U  N O N  DISSOC1 ANT 

Leb "mgo~ine . -V  " e.2 "myobine-V " d e  bépaftenX D G 
pu4 é l e c t 4 o p h o 4 è n e  buh  g e l  de p o l y a c t y l a m i d e  e n  m i l i e u  

non d ibn  o  c i a n t  en  donnan t  z 4 0 i b  bundeb piroXQiy uen . De-ux 

de4 c o m p a a a n t ~  p4otZiquea o n t  den mob i l iXén  é l e c t t o -  

pho4éSiqueb b i m i l a i 4 e b .  

6 " )  LES ESSAIS D E  S E P A R A T I O N  DES ISOENZYMES 

D E  MYOSlNE 

Lea diddé4enXen t e c h n i y u e b  empla yéeb ( g e l  h i l -  

t i ra t i ,on ,  au4 co lonne  de  S Q p h a t o s e  2 B ,  chiromatoghuphie 

d '  a d d i n i t Q  butr co lanne  d '  époxy-Séphan_abe, 4 8 ,  Q l e c t t o -  

p h o i r Q ~ e  au4 g e l  de po lgac4y lamide  en  m i l i e u  non d i & -  

n o c i a n t )  n a u ~  o n t  petmin de monXire4 d e 4  d i ~ d Q 4 e n c e . b  e n t n e  

l e a  "myobine-V " eS "myob in t -V  " main l e b  p tocédéb  ne 
D ,  G '  

bonX pan an4 e z  b é l e c t i d b  pouh i b 0 l e 4  quantitativement 

ceb i b o ~ n z y m e b  dana un EXat de pu4etZ bu6d ihunX .  



II - LES MYOSINES AURICULAIRES 

Le4 ézudeb  de^ a c t i v i t é b  ATPabiqueb den myobineh 

e+xAhaiteb den a n e i l l e t t e n  o n t  mon-the que  La "myonine-ClD" 

e s t  pCun a c t i v é e  parr l e  c a l c i u m  que &a "mgobine-ClG''. 

Pan conirre e n  pnébence d ' a c t i n e ,  & " a c t i v i t é  ATPanique 

de La "myobine-OC" e n t  plus i m p o h t a n t e  que  c e l l e  de l a  

"myonine-O*". 

III - LES MYOSINES VENTRICULAIRES ET AURICULAIRES 

i O )  L' E T U P E  DES A C T 2  V I T E S  ATP-ASZQUES monthe 

que l e b  myoninen a u n i c u l a i n e b  n n o t  p&ub a c t i v é e n  p p a  l e  

caLcium e t  pan l ' a c t i n e  que Len rnyobineb ven t r r i cu la inen  . 
La d i d 6 é h ~ n C ~  abnerrvée en  phénence de c a l c i u m  e b t  t a n -  

gement d i m i n u é e  e n  p h E a  ence d '  a c t i n e .  

2 O )  LES ff Y D R O L Y S A T S  P A R  L E  NTCBA de &a " G o b i n e - O G "  

e t  de l a  "myobine-V " h o n t  d i a 6 é h e n t b .  S ' i L  e x i a t e  deb u 
p o l y p e p t i d e b  de paidn molé c u l a i t e  n i m i l a i h e ,  noub notonb 

l a  pnéb e n c e  de p a l y p e p t i d e n  de plun h a u t  poidn molécuLai -  

rre neuLement pou& l a  "myobine-CIG1'. 
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CHAPITRE III 

DIFFERENCES 

DANS LES COMPOSmONS 
EN êI1AINES LEGERES 

DE DkttEN I tS MYOSkES 



C e  chap i t r e  a f a i t  l ' o b j e t  des p u b l i c a t i o n s  suivantes : 

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

C o m p a r a t i v e  u l t r a s t r u c t u r a l  and biochemical s t u d i e s  of 
a d u l t ,  f e t a l  and t u m o r a l  m y o s i n s  of R a t  a n d  R a b b i t  s k e l e -  
t a1  m u s c l e .  

V7th  Eutopean Condenence on Muncle and CeLL MoXiLiXy, 
S a c l a y  ( F r a n c e ) ,  S e p t e m b e r  2 9 - 3 0 ,  1 9 7 7 ,  - 6 ,  p.  6 .  

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

Myosin of N i 3 S 2  rhabdomyosarcoma : a n e w  onco-fetal i s o -  
e n z y m e .  

V7th  T n t e t n a t i o n a l  Rebe.ahch Gtoupb 6 0 4  Catc ino-embhyonic  
Pho te inb  Meeting ( I . R . C . P .  ) , Marburg ( R F A ) ,  S e p t e m b e r  
1 7 - 2 1 ,  1 9 7 8 .  

- H . F . HILDEBRAND, J .P.  KERCKAERT , G . BISERTE 
X .  GRANDIER-VAZEILLE a n d  D. TETAERT 

Myosin of N i  S induced  r h a b d o m y o s a r c o m a s  : a n e w  onco- 3 2 f e t a l  i s o e n z y m e .  

Catc ino  - e m b t y o n i c  P t o t e i n b  ( F . W .  L e h m a n n ,  ed. ) , ~ l s e v i e r /  
N o r t h - H o l l a n d  B i o c h e m i c a l  P r e s s ,  2 ,  1 9 7 9 ,  pp. 7 1 7 - 7 2 2 .  - 

- H.F.  HILDEBRAND, 1. KRIVOSIC,  X.  GRANDIER-VAZEILLE, 
D. TETAERT and G. BISERTE 

P e r i n e a l  r h a b d o m y o s a r c o m a  of a n e w - b o r n  c h i l d  : p a t h o l o -  
g i c a l  and b i o c h e m i c a l  s t u d i e s  w i t h  e m p h a s i s  o n  contrac- 
t i l e  p ro te ins  . 

- X .  GRANDIER-VAZEILLE, D. TETAERT, B .  HEMON a n d  G. BISERTE 

P h y l o g e n e t i c  s t u d i e s  of cardiac myosins from a m p h i b i a  t o  
m a m r n a l  i a n .  

Campaha,tiue B i o c h e m i i t t y  and P h y ~ i o l o c j y ,  Paht A .  
E n  p répa ra t ion .  



C e t t e  p a r t i e  du t r a v a i l  e s t  consacrée  à l a  compa- 

r a i son  des  sous -un i t é s  de p l u s  f a i b l e  po ids  molécu la i re  de 

myosines : Ceb chat ne^ lQg èheb . L ' é l e c t r o p h o r è s e  s u r  g e l  

de polyacrylamide est  l a  t echnique  q u i  permet le mieux de 

comparer l a  composit ion en cha înes  l é g è r e s  des  d i f f é r e n t e s  

myosines : 

. L ' u t i l i s a t i o n  à un même pH (tampon Tris-glyco-  

c o l l e  de pH 8 , 4 )  de deux agents  d i s s o c i a n t s  ( u r é e  8 M e t  

SDS 1 % )  permet l a  s é p a r a t i o n  des  sous -un i t é s  de l a  myosine 

s o i t  s e l o n  l e u r  po ids  molécu la i re  ( e n  présence de SDS) , 
s o i t  s e l o n  l e u r  po ids  molécu la i re  e t  s e l o n  l e u r  charge ( e n  

présence d '  u r ée  8  M) . 

. L ' u t i l i s a t i o n  du m ê m e  a g e n t  d i s s o c i a n t  (SDS 1 % )  

dans des  c o n d i t i o n s  de tampon de pH d i f f é r e n t  (tampon T r i s -  

g lycoco l l e  de pH 8,4 e t  tampon Tr i s - ac ide  bor ique de pH 7 , O )  

p e u t  pe rme t t r e  une me i l l eu re  s é p a r a t i o n  des  sous-uni tés  de 

l a  myosine de po ids  mo lécu l a i r e  v o i s i n .  

Pour t o u s  l e s  muscles e t  q u e l l e  que s o i t  l ' e s p è c e ,  

l e s  électrophorégrammes des  p r é p a r a t i o n s  de myosine ( é l e c -  

t r ophorè se s  e f f e c t u é e s  en présence  de SDS) r é v è l e n t  l a  

présence : 

. d 'une  bande for tement  c o l o r é e  au b l e u  de Coomas- 

s i e  R q u i  correspond aux chcünes Cuukdeb de l a  myosine 

(HC - 200 000 d a l t o n s )  ; 

. de bandes p r o t é i q u e s  moins for tement  c o l o r é e s ,  

de  m o b i l i t é  impor tan te  e t  de po ids  mo lécu l a i r e  compris 

e n t r e  30 000 e t  15  000, dont  le nombre e t  l a  m o b i l i t é  va- 

r i e n t  s u i v a n t  le muscle e t  l ' espèce .  E l l e s  correspondent  

aux chaZneb Cégèhen . 



. d ' a u t r e s  bandes p r o t é i q u e s  q u i  s o n t  p a r f o i s  

fa ib lement  d é t e c t a b l e s  . I l  s ' a g i t  de contaminants  myo- 

£ i b r i l l a i r e s ,  dont  l e  po ids  molécu la i re  e s t  résumé dans 

l e  Tableau 111-1, e t  de  n u c l é o t i d e s .  

L e s  é l e c t r o p h o r è s e s  en  présence d ' u r é e  8 M à 

p H  8,4 permet ten t  de m e t t r e  e n  évidence l e s  cha ines  l é -  

g è r e s  ; les cha înes  l ou rdes  de l a  myosine ne p é n è t r e n t  

pas  dans l e  g e l  e t  l ' a c t i n e  e t  l a  tropomyosine o n t  une 

f a i b l e  m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e .  C e t t e  é l e c t r o p h o r è s e  

e s t  u t i l i s é e  pr inc ipa lement  pour  me t t r e  e n  évidence 

l ' e x i s t e n c e  de forme phosphorylée  de cha îne  l é g è r e  de l a  

myos i ne . 
Dans ce t r a v a i l ,  nous avons comparé les chafnes  

l é g è r e s  des  myosines de d i f f é r e n t s  muscles de  p l u s i e u r s  

espèces ,  e n  u t i l i s a n t  chaque f o i s  que p o s s i b l e  les t r o i s  

systèmes d ' é l e c t r o p h o r è s e .  

B - ETUDE DE LA MYOS I N E  DE RÉFÉRENCE : 
LA MYOSINE DE MUSCLE SQUELETTIQUE 

La myosine l a  mieux connue, c a r  l a  p l u s  f a c i l e  à 

i s o l e r  avec de bons rendements d 'un  muscle homogène, es t  

c e l l e  e x t r a i t e  du muscle b l a n c  s q u e l e t t i q u e  de Lapin.  

C e t t e  myosine nous a d é j à  s e r v i  de r é f é r ence  pour les 

é tudes  des  tumeurs muscula i res  chimio-indui tes p a r  l e  

sous-su l fure  de n i c k e l  (Hi ldebrand e x  a l . ,  1 9 7 9 )  e t  des  

rhabdomyosarcomes spontanés  chez l ' e n f a n t  (Hi ldebrand e t  
a l . ,  1 9 8 0 ) .  Nous avons comparé les composi t ions  en  cha înes  

l é g è r e s  des  myosines s q u e l e t t i q u e s  normales a d u l t e s  pour 

d i £  f é r e n t e s  espèces  a i n s i  que l a  composit ion e n  cha înes  l é -  

gè re s  du muscle s q u e l e t t i q u e  à t r o i s  s t a d e s  de différencia-. 



TABL E A U  11 1 - 7 . 1 d e n t i d i c a k i o n  den pnotZinen mqo d i b n i l l a i n e n  

du muncle s q u e l e t t i q u e  du Lapin pan é l e c t n o -  

phonène  un g e l  de polyacnqlamide  en phédence 

de SDS (Ghean eh e t  a l .  , 1 9  7 3 ; Ponzio e t  

Pcanhon, 1 9 7 7 1  . 

P r o t é i n e s  

- - 

P o i d s  

M o l é c u l a i r e s  

Chafnes l o u r d e s  de l a  myosine 

M - p r o t é i n e  
ci 

C-proté ine  

a-ac t i n i n e  

B-ac t i n i n e  

Ac t ine  

Troponine T 

Tropomyosine 

Chaîne l é g è r e  - 1 
Troponine-1 

Troponine-C 

Chaîne l é g è r e  -2 

Chaîne l é g è r e - 3  



1 - ETUDE DE LA MYOSINE DE MUSCLE SQUELETTIQUE NORMAL 

ADULTE DE DIFFERENTES ESPECES 

NOUS avons é t u d i é  les myosines de muscle sque- 

l e t t i q u e  de s e p t  espèces  a l l a n t  des  Ba t r ac i ens  aux M a m m i -  

f è r e s  s u p é r i e u r s  en p a s s a n t  p a r  l e s  Oiseaux e t  les Rongeurs. 

1 " )  L'ELECTROPHORESE EN PRESENCE D E  S D S  A pH b , 4  

a) Chez L e  Lapin  

La myosine de muscle b l anc  s q u e l e t t i q u e  de Lapin 

possède t r o i s  cha înes  l é g è r e s  dont  les m o b i l i t é s  é l e c t r o -  

pho ré t i ques  correspondent  à des  po ids  mo lécu l a i r e s  d ' e n v i -  

,Y+C * ron 25 000, 18 000 e t  16 000 no t ée s  respec t ivement  L ; ~ ,  L ; ~  
. d  , . 

e t  ~ç~ (F igu re  I I I - l e  ) . 

La myosine de  muscle s q u e l e t t i q u e  de Grenou i l l e  

possède t r o i s  charnes  l é g è r e s  q u i  o n t  des  po ids  moléculai -  

res i d e n t i q u e s  à ceux de l a  myosine de muscle s q u e l e t t i q u e  

de Lapin ( 2 5  0 0 0 ,  18 000 e t  16 000) (F igure  I I I - l b )  . 

'y) Chez L e  PouLeA: 

La myosine de muscle s q u e l e t t i q u e  de P o u l e t  pos- 

sède t r o i s  chaînes  l é g è r e s  (F igu re  I I I - l d ) .  La cha îne  l é g è r e  

de p l u s  f a i b l e  po ids  molécu la i re  e t  c e l l e  de p l u s  h a u t  poids  

molécu la i re  son t  respec t ivement  i den t iques  aux cha înes  légè-  

r e s  L $ ~  e t  L ; ~  de l a  myosine de muscle s q u e l e t t i q u e  de Lapin.  

La t r o i s i è m e  chaîne l é g è r e  a une mob i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  

légèrement supé r i eu re  à c e l l e  de l a  chaTne l é g è r e  ~7~ de l a  

myosine s q u e l e t t i q u e  de Lapin. 
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Figu re  111-1 : E.l?ecthophohèbe buh g e l  g a a d i e n t  de polyachy-  

l a m i d e  ( 5 - 3 0 % ) , e n  p laque ,  en  pnEbence de SDS 

à pH b , 4 .  

(a)  ' m y o ~ i n e - O c "  de coeun d e  Ponc a d u l t e  

(b) " m y o ~ i n e - i J  " de coeuh de  Pohc a d u l t e  G 
( C I  "mgobine-SI' de Pohc a d u l t e  jeune  

(d) l lmyoaine-S" de Rat a d u l t e  

( e )  "myobine-S"  de P o u l e t  a d u l t e  

( f )  "myob inc -Sv  de Lapin a d u l t e  

( 4 )  "mgobine-S"  de Punc a d u l t e  agE 

(h) "myohine-S"  d '  Homme a d u l t e  

( i l  "myaaine-S"  dc  G n e n o u i l l e  a d u l t e  



6 )  Chez { e  Raz 

Dans les m e m e s  c o n d i t i o n s  d ' é l e c t r o p h o r è s e ,  l a  

myosine de muscle s q u e l e t t i q u e  de Rat possbde ggalement 

t r o i s  chafnes  l é g è r e s  ( F i g u r e  III-lc ) . L a  seule d i f f g r e n c e  

obtenue avec l a  myosine de muscle s q u e l e t t i q u e  de  LapAn reside 

dans l a  m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  de l a  chafne  18gè r s  de  

g l u s  hau t  po ids  mo lécu l a i r e  q u i  est  légilrement s u p 6 r i e u r e  
s à ' L ; ~  de min ". mus l a  notans L~~ . US autres -s 1-s 

ait in poids miéculaire ianiti* a celui de " LY* et L ; ~  de l a .  

Ces résultats niantrent que le muscle squelettique ck R i ï t  est du rtaiscle 

muge ( mscle lent  ) avec des d2.e5ies légèms die pi& nmkmaim 
caractéristiques. 

6) Chez Le P o k c  

La myosine de muscle s q u e l e t t i q u e  de Po rc  possède 

t r o i s  cha ines  16gères  (F igu re  I I I - l a ) .  La cha lne  l é g è r e  de 

p lu s  f a i b l e  po ids  mo lécu l a i r e  est  iden t ique  à L : ~  de Lapin.  

Les deux a u t r e s  chafnes  l é g è r e s  o n t  de s  m o b i l i t é s  é l e c t r o -  

phoré t iques  i n f é r i e u r e s  à celle de p l u s  h a u t  p o i d s  molécu- 
S 

l a i r e  de l a  myosine de muscle s q u e l e t t i q u e  de Lapin  (L25)  . 
La composit ion en cha ines  l é g è r e s  de cet te  myosine de  muscle 

s q u e l e t t i q u e  de Porc e s t  remarquable.  E l l e  possède t r o i s  

chafnes  l é g è r e s  dont  les m o b i l i t é s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  ne 

correspondent  n i  à l a  myosine de muscle b l a n c  s q u e l e t t i q u e ,  

n i  a c e l l e  de muscle rouge de Lapin e t  de Rat.  

5 )  Chez L'Homme 

La myosine de muscle s q u e l e t t i q u e  humain possède 

t r o i s  chafnes  l é g è r e s  ( F i g u r e  III- 1g) . L e s  cha ines  l é g è r e s  

de p l u s  hau t  poids  mo lécu l a i r e  e t  de p l u s  f a i b l e  po ids  molé- 

c u l a i r e  o n t  de s  m o b i l i t é s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  respec t ivement  

i den t iques  aux c h a b e s  l é g è r e s  ~s~ e t  L T ~  de l a  myosine de 

muscle s q u e l e t t i q u e  de Lapin.  La chafne l é g è r e  de  po ids  molé- 

c u l a i r e  i n t e r m é d i a i r e  a une mob i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  sup6- 

r i e u r e  il l a  cha ine  l é g s r e  L:~ de l a  myosine de  muscle sque- 

l e t t i q u e  de Rat e t  i n f é r i e u r e  à l a  chafne l é g è r e  ~f~ de l a  

myosine de muscle s q u e l e t t i q u e  de Lapin.  



2") L ' E L E C T R O P H O R E S E  EN P R E S E N C E  D E  S D S  A pH 7 , 0  

a) C h e z  l e  Lapin 

La myosine de muscle  s q u e l e t t i q u e  b l a n c  de  L a p i n  

possède  t r o i s  c h a î n e s  l é g è r e s  L' 2 5 ,  ~s~ e t  LT6 ( F i g u r e  I I I - 2 c )  . 
8 )  C h e z  l e  P o u l e z  

La myosine de muscle  s q u e l e t t i q u e  de  P o u l e t  pos-  

sède  t r o i s  c h a î n e s  l é g è r e s  d o n t  les m o b i l i t é s  é l e c t r o p h o -  

r é t i q u e s  s o n t  s i m i l a i r e s  r e s p e c t i v e m e n t  à celles d e  LS 25 ' 
Ls8 e t  Ls6 de l a  myosine d e  muscle s q u e l e t t i q u e  de  Lapin  

( F i g u r e  I I I - 2 d ) .  

y )  C h e z  l e  R a k  

La myosine de muscle  s q u e l e t t i q u e  d e  Rat  p o s s è d e  

t r o i s  c h a î n e s  l é g è r e s  d o n t  les  m o b i l i t é s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  

s o n t  éga lement  s i m i l a i r e s  à c e l l e s  d e s  c h a î n e s  l é g è r e s  de 

l a  myosine de muscle  s q u e l e t t i q u e  d e  Lapin ( F i g u r e  I I I - 2 g ) .  

6 )  C h e z  l e  P o k c  

La myosine de muscle  s q u e l e t t i q u e  de P o r c  possède  

t r o i s  c h a î n e s  l é g è r e s  ( F i g u r e  I I I - 2 b ) .  S i  l a  m o b i l i t é  é l e c -  

t r o p h o r é t i q u e  de  l a  c h a î n e  l é g è r e  de  p l u s  f a i b l e  p o i d s  molé- 

c u l a i r e  e s t  i d e n t i q u e  à cel le  de L S ~  de l a  myosine de  muscle 

s q u e l e t t i q u e  de  Lap in ,  l a  c h a î n e  l é g è r e  q u i  e n  S D S  à pH 8,4  

a  une m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  l égé rement  s u p é r i e u r e  à L s 
2 5 

de l a  myosine d e  muscle s q u e l e t t i q u e  de Lap in ,  e n  SDS à pH 7 , O  
s e l l e  a un comportement é l e c t r o p h o r é t i q u e  i d e n t i q u e  à L25. La 

c h a î n e  l é g è r e  de  p l u s  h a u t  p o i d s  m o l é c u l a i r e  a  une m o b i l i t é  

é l e c t r o p h o r é t i q u e  l égé rement  i n f é r i e u r e  à L s 
25 ' 

E) C h e z  l ' H o m m e  

La myosine de musc le  s q u e l e t t i q u e  humain p r é s e n t e  

deux bandes  p r o t é i q u e s  c o r r e s p o n d a n t  aux c h a î n e s  l é g è r e s .  

Les m o b i l i t é s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  s o n t  i d e n t i q u e s  r e s p e c t i v e -  

ment à celles d e s  c h a î n e s  l é g è r e s  ~z~ e t  L ; ~  de l a  myosine 

de muscle  s q u e l e t t i q u e  de  Lap in  ( F i g u r e  III-2a) . 



FIGURE 111-2 : E ~ e c t n o p h o n é b e  bun g e l  g n a d ~ e n x  d 'achg lamide  
( 5 - 3 0 % )  , e n  p laque,en  pnébence de  SOS à pH ? , O  

( a )  "mgobine-S" de mun c l e  b q u e l e x t i q u e  flumain 

a d u l t e  

( b )  l lmyonine-S" de mubcle a q u e l e x t i q u e  d e  Ponc 

adu l t e .  

( C )  "myobine-Sr'  de mub c l e  b q u e b e t t i q u e  de  Lapin 

a d u l t e  

( d  J "myobcne-S" de muhcle b q ~ e t e ~ t i q ~ C L  d e  Poule t  

a d u l t e  

( e )  e;t ( 6 1  "mguncne-S" de mubcle b q u e l e t t ~ q u e  de  

~ n e n o u ~ l l e  

( g ]  "myobine-Sv  de mubcte b q u e t e t t i q u e  de Rat 
adugf  C? 



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

a 1 Chez l e  Lapin 

La myosine de muscle s q u e l e t t i q u e  de Lapin possède 

q u a t r e  cha înes  l é g è r e s  que nous no tons  L' S s 
25 ' L18 ' L 1 8 - ~  e t  

LY6. L e  muscle é t u d i é  p o u r r a i t  ê t r e  hé té rogène ,  vu l a  présence 

d ' une  bande p r o t é i q u e ,  no t ée  L '  , de m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i -  
S S 

16 s que i n t e r m é d i a i r e  à L25 e t  L18 ( nous l a  no tons  LZq ) ( Figure  

III- 3c) . 

8 1 Chez % G t r e n o d e  
--Y?. J'Tt-\< 1 

La myosine de muscle s q u e l e t t i q u e  de Grenou i l l e  

possède q u a t r e  cha înes  l é g è r e s .  L e s  m o b i l i t é s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  

de t r o i s  cha înes  l é g è r e s  correspondent  à c e l l e s  de L' S 

s 25 ' L18 ' 
L 1 8 - ~  de l a  myosine de muscle s q u e l e t t i q u e  de Lapin t a n d i s  que 

S l a  quatr ième correspond à L '  ( Figure  I I I - 3 h  ) .  
16 

y )  Chez l e  PouleA 

/ 

La myosine de muscle s q u l e t t i q u e  de Pou le t  possède 

q u a t r e  cha înes  l é g è r e s  dont  l e s  m o b i l i t é s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  
S S S correspondent  à celles de LZ5 , L18 , L18-p e t  L ' ~  16 ( Figure  I I I - 3 f )  

6 )  Chez l e  Raz 

La myosine de muscle s q u e l e t t i q u e  de Rat possède 

q u a t r e  cha înes  l é g è r e s  (F igu re  I I I - 3 e ) .  La chaîne l é g è r e  de 

p l u s  h a u t  po ids  mo lécu l a i r e  e t  c e l l e  de p l u s  f a i b l e  po ids  

molécu la i re  cor respondent  respect ivement  à L~ e t  ~y~ de l a  2 5  
myosine de muscle s q u e l e t t i q u e  de Lapin. La chaine l é g è r e  

phosphorylée de l a  myosine de muscle s q u e l e t t i q u e  de Rat a  

une mob i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  cor respondant  à l a  chaîne 



F I G U R E  111-3 : Elect tophonèa e  b u t  g e l  de p a l  y a c ~ y l a m i d e  

( 2 0  % ) ,  e n  pRaque, en  phZ6ence d ' u h é e  ti M à 

pH 8 , 4 .  

( a )  "myo i ine -S"  de  mui c l e  a q u e l e t t i q u e  Humain 

a d u l z  e  

( b )  "myoaine-S" de muacle a q u e l e t t i q u e  houge 

de Lapin a d u l t e  

( C )  "myo.~Lne-S" de  mui c l e  b q u e l e t t i q u e  b lanc  

de Lapin a d u l t e  

( d )  e t  ( 6 )  "myoi ine -S"  de muncle de Pou le t  

a d u l z e  

( e )  "rnyoiine-S" de muacle a q u e l e t t i q u e  de Rat 

a d u l t e  

( g )  e t  ( h i  "myoaine-S" de muacle s q u e l e t t i q u e  

de GxenouilRe a d u l t e  

( i )  " m y o ~ i n e - S "  de muacle a q u e l e t t i q u e  de Pohc 

a d u l t e  



l é g è r e  non phosphorylée LÇ8 de l a  myosine de muscle s q u e l e t -  
- 

t i q u e  de Lapin t a n d i s  que l a  forme non phospharylée  du Rat (L:~) 

à une m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  légèrement i n f é r i e u r e .  
S s 

à L18 e t  s u p é r i e u r e  à L25. 

_ Y  ' -. 
E )  Chez Le Pohc - - ,  - - .  

La myosine de muscle s q u e l e t t i q u e  de Porc  possède 

q u a t r e  cha înes  l é g è r e s  ( F i g u r e  I I I - 3 i  ) . T r o i s  chafnes  légè-  

res o n t  de s  m o b i l i t é s  é l e c t r o p h o r é  t i q u e s  cor respondant  res- 

pect ivement  à c e l l e s  de LS 25,  ~y~ e t  ~ y ~ - ~ .  La q u a t r i è w  
!t tap; !, 

charne l é g è r e  a une m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  t r è s  i n f e -  

r i e u r e  à L~ 25 ' 

O) Chez L'Homme 

La myosine de muscle s q u e l e t t i q u e  humain possède 

q u a t r e  cha înes  l é g è r e s  (F igu re  III- 3a) . Les m o b i l i t é s  é l e c -  

t r ophoré t i ques  de ce s  charnes  cor respondent  à c e l l e s  de l a  

myosine de muscle s q u e l e t t i q u e  de Rat précédemment d é c r i t e .  

4 ' )  CONCLUSION 

L ' é t u d e  den mgoninen d e  munceeb b q u e L e k t i q u e n  a  é t é  

e d d e c t u é e  pou4 b i x  enpZce6 ( den Ba taac ienb  aux MammidZheb 

bupé4ieu4b e n  pabbant pu4 Leb Oibeaux  e t  Len Rongeurrb) . 
Pa4 é l e c t n o p h o k è a e  bu4 g e l  de polyac4yLamide  ( e n  phédence 

de SUS à pH b, 4 1 ,  l e n  myobineb de muncLe s q u e l e t t i q u e  pas-  

a è d e n t  t f i o i a  chacnen légètren d o n t  l e 4  m o b i l i t é s  QLect tropho- 

t ré t iquen  diddèrrent  d ' u n e  ebpèce  à L'aut t re  comme noun L'avonb 

A chématib é ( TabLeau 7 12 - 2 a )  . 



TABLEAU 111-2 : Schema n i ! cap iXu la t ib  den mo b l l i t e n  e l e c t h o  - 
phuhe t iquen  den chaznen  Légèhen de  l a  mqohine 

de  muncLe n q u e l e t t i q u e  de : GhenouiLLe ( A ) ,  

P o u l e t  ( B I ,  Lapin ( C l ,  Rat ( D l ,  Pohc ( € 1 ,  
fiumme ( F ) .  E l ec thophohQne  duh  g e l  de polq-  

acny lamide  en  p laque  : 

( a )  g e l  ghad ienz  ( 5 -  30 % )  en  phenence de  SDS à 

ph' b , 4 .  

( b )  g e l  g h a d i e n t  ( 5 - 3 0  % )  en  phenence de  SDS à 

PH 3,0  
( c )  g e l  à 20 % en  phénence d ' u h e e  b M à pH b,4 

s S S S 
L l b '  L b -  P ,  L , a ~ p h é n  e n t e n t  l e s  m i g h a t l o n b  

&RecthophohZt iquen  den chaznen l e g è h e n  de  l a  myo- 
b i n e  de hEdQhence ( C )  . 



. Après électrophorèse e n  présence de SDS à pH 7,0,  

&en chaLnen l é g è t e n  ne  n o n t  pan t o u t e n  né.pa/téen, malgtré. un 

tempn de migha,tion i m p o n t a n t  ( l a  c h a i n e  l e g è h e  L:, m i g h a n t  

dann l a  patr t ie  du g e l  co.rrnenpondant 6 3 0  % d ' a c t y l a m i d e ) .  

Pa4 e x e m p l e ,  noun conn ta tonn  Len BaAtn n u i v a n t n  : 

- Deux chazne-b Légèhen d a n t  obnehvéen pouh La 

myonine de  rnuncle n q u e l e t f i q u e  humain.  

- Len chaAnen l é g è t e n  de 2 5  000 da t tonn  ( L a p i n ,  

PouLet e t  H o m m ~ ) ,  d e  24 0 0 0  d a l t o n n  ( R a t )  e t  de 2 7  000 due-  

t onn  ( P o n c )  o n t  La meme mob iR i tQ  ElectnophotCiLLque. 

- La méme connta ta , tLun e n t  d a i t e  pou& Len chacnen 

légètren de poidb moLéculaitre indé.xieuir.  à 1 8  0 0 0  daLZonn 

I PouLet)  ou ceLee de poidn m o l é c u l a i n e  de plua de 1 8  000 d a l -  

tond (Homme) q u i  o n t  den mob iL i t én  é L e c t h o p h o t é f . L q u u  i d e n -  

Aiguen à L: a ( L a p i n ,  R a t ,  Ponc e t  Homme 1 .  

Ce6 4 C b u l t a t n  n o n t  nchémat ibéb  dann Le TabLl~cu 2 2 2 - 2 b ) .  

. En présence d 'urée  8  M à pH 8 , 4 ,  t o u t e n  &en 

myon inen  dc mun c l e  a g u e L e t t i q u e  é t u d i é e n  o n t  quattre' . m chaLnen 

LégQnen d o n t  une e b t  l a  dohme p h ~ n p h ~ h y L é e .  Aphèb c e t X e  

ElecLnophonQne,  on p e u t  n o t e 4  que  : 

- Lea cha2nen légciren de  poidn molQcuCaitreb d i b -  

dénentn o n t  l a  meme change ( p a n  exemple  L i 5  de Lapin ,  L i 4  
de Rat e t  l.i7 de Pott ) . 

- Len chaTnea l l g Q x c n  a y a n t  Le mEme p o i d n  moXQ- 
6 c u l a i n e  n ' o n t  pan l a  même change ( p a n  e x e m p l e ,  L 1 6  de Lap in ,  

L t 6  de R a t ,  i:6 de P o u l e t  eZ it6 de G n e n o u i l L e )  . 



- La myonine de munc le  n q u e l e t t i q u e  de Lapin  

a embLe un cab p a h t i c u l i e n .  En eh & e t ,  b i e n  qu  ' homog è n e  apnèn 

QLecthophoh2be~ en  phénsnce de SDS ù pH b ,4  e t  ayan f  l a  C a m -  

4 
p o n i t i o n  e n  chainen  l é g è h e b  du muncle n a p i d e  ( L Z 5 ,  L : ~  e t  

9 , e l l e  phéaente  aph2n éLec thophohène  e n  phéa e n c e  d ' u t é e  
' 1  6  
b M 13 pH b , 4  quaxhe bandeb pho té iqueb  doh temen t  co loh2eb  e t  

deux banden photé iquea  bupp lémen ta ihen  de 6 a i b l e  i n R e n b i t é .  

T h o i a  den banden pnvXéiquen doh temen t  colonéed ( L & ,  1: a e t  " e t  l a  bande 6 a i b l e m e n t  c o l o h é e  de p l u s  g t a n d e  m o b i l i -  ' 1  8 - P  
t é  élecXnophoné*ique ( ) cohheapondent  aux cha inen  l e g è h e n  

de La myonine  de muncle n a p i d e .  L'auXne bande p n o t é i q u e  6ok- 

Xement c o t o h é e  L: ( de mo b i l i t é  é l e c t x o p h o n é f i q u e  comphin e  
b enxhe L l b - p  e t  it6) e t  l a  bande p n o t é i q u e  da ib l emenx  c o l o n é e  

( de m o b i l i t é  ZLec tnophoné t ique  comphid e  e n t n e  L : ~  e x  L; 
cohhebpondenX aux chaAnen lZgèheb  de muncle l e n t .  Ceb h é n u l -  

XaXn bembxenx monX4ek que  l a  myvn ine  de mubcle  b q u e l e X t i q u e  

de Lapin n ' a  pan éXé i n v l é e  d ' u n  muncle h é t é h o g 2 n e .  

- La myonine de muncle  nqueLeXt ique  de Pohc e b t  

t a  b e u l e  à pobn2deh une  chaZne l é g è n e  de m o b i l i t é  é l e c f h o -  

phonét iq  u e  i n d é h i e u n e  à c e l l e  cohhenpondanR Ù L i 5 .  
Toua ces h é n u l t a t b  b o n f  nchémaf ibéb  danb l e  

Tableau  1 1 1 - 2 c .  

C ' e b t  n u n t o u t  l f é X u d e  de l a  compoaiXion e n  c h d n e n  

l é g è n e b  den myoninea de  muncleb n q u e l e t t i q u e a  de d i 6 6 é h e n f e n  

enpècen ,  aphèn é L ~ c t h o p h o ~ ~ b e  e n  phénence de SUS à pH 5 , 4  q u i  

penmet de montheh L' e x i b t e n c e  d ' i noenzymen  de myonine  de mubcte 

bqueLeXRique d o n t  l e b  d id6éhencen  ne  n i t u e n t  au n i v e a u  de 



l e u a  chaZneb légèkecl ( T a b l e a u  177-2a)  . A p a k t i h  den Mam- 

midèaeh a u p é ~ ~ i e u t r n ,  i e  y a  d i n p a t r i t i o n  de l a  chd tne  Légèke 

d '  envitron 7 6 .000 da l tonn  e t  c e t X e  t n o i n i è m e  chatne  l é g  h4e 

a  un poidd molécueaine  q u i  p e u t  vahietr de 30  000 pouh l a  

mqonine de mud c l e  n q u e l e t t i q u e  de Putrc à 2 0 .  000 pou& l a  

mgosine de  mun c l e  n q u e l e t t i q u e  humain. 

I l  ne demble  pan y  avoitr de 4eLaaXon e n t n e  l a  

c o m p o ~ i X i o n  en chaZneb légètred de l a  myodine de muncle 

n q u e l e t t i q u e  e t  l ' é v o l u t i o n  den enpccen . TouXetjoia , une 

nemafique i n t é i r e n b a n t e  ebR q u ' e n  ptrenant l a  myodine de m U b -  

c t c  s q u e l e t t i q u e  d e  Lapin comme myonine de tré{énence,  2ou- 

ted  l e s  myobineb de mun c l en  nquele tLLquen é t u d i é e n ,  naud 

c e l l e  du Pohc, p o n s è d e n t  t h o i n  chatnes  légèteid don2 deux 

o n t  de& mobili.técz é l e c t t r o p h o 4 e t i q u e  q u i  cotrtrenpondent à 

c e l l e n  de l a  myonine d e  hedekenee  i~d,,, L : ~ ,  L d t 6 1 .  

II - ETUDE DES MYOSINES SQUELETTIQUES A DIFFERENTS STADES 

DE DIFFERENCIATION 

La composition en chaînes légères de l a  myosine 

squelet t ique chez l e  Lapin, l e  Rat e t  l'Homme a é t é  étudiée 

à l ' é t a t  f oe t a l ,  adul te  e t  tumoral. 

1")  ELECTROPHORESE E N  PRESENCE D E  SOS A pH 8 , 4  

a )  Chez l e  Lapin 

S i  l a  myosine de muscle squelet t ique de Lapin adul- 
S S s 

t e  normal possède t r o i s  chaînes légères ( L 2 5 ,  L18 e t  L 1 6 ) ,  

l e s  myosines isolées  de muscles foetaux e t  tumoraux n e  



s 
possèden t  que deux c h a î n e s  l é g è r e s  L25 e t  LT8. Les myosines 

tumora les  e t  f o e t a l e s  o n t  un d é f i c i t  e n  c h a î n e  l é g é r e  de  p l u ç  

f a i b l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  c o r r e s p o n d a n t  à LS ( F i g u r e  I I I - 4 b c ) ,  16 

B 1 Chez le Rat 

La myosine de  muscle s q u e l e t t i q u e  normal de  Rat 

a d u l t e  possède t r o i s  c h a î n e s  l é g e r e s  ( L' 24 1 'y8 et L y 6  1 
( F i g u r e  III- 4 d ) .  La myosine f o e t a l e  possède  t r o i s  c h a î n e s  

l é g è r e s  dont  les p o i d s  m o l é c u l a i r e s  c o r r e s p o n d e n t - a u x  deux 
S s 

c h a î n e s  l é g è r e s  L24 e t  L18 de l a  myosine de  muscle rouge 

de Rat e t  à l a  c h a î n e  l é g è r e  L Z ~  d e  l a  rnyosine de muscle b l a n c  

de Lapin. La c h a î n e  l é g è r e  de p l u s  f a i b l e  p o i d s  molécula i re  LS 
16 

est  a b s e n t e  ( F i g u r e  III- 4e ) .  La myosine tumora le  possède  deux 

,&anes  l é g è r e s  d o n t  les  m o b i l i t é s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  c0rre.s- 
:t;;:$ , s 

pondent aux c h a î n e s  l é g è r e s  L~~ e t  Lf8 . La c h a i n e  l é g e r e  d e  

p l u s  f a i b l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  es t  a b s e n t e  ( F i g u r e  III- 4f ) . 

y 1 Chez l'Homme 

La myosine de  muscle s q u e l e t t i q u e  normal a d u l t e  

humain possède t r o i s  c h a î n e s  l é g è r e s  d o n t  deux o n t  d e s  m o b i l i t é s  
S s 

é l e c t r o p h o r é t i q u e s  i d e n t i q u e s  à L25 e t  L18 l a  troisième 

cha îne  l é g è r e  a y a n t  une m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  légérernent  
S 

i n f é r i e u r e  à L18 . 
La myosine de  muscle s q u e l e t t i q u e  f o e t a l  humain 

possède deux c h a i n e s  l é g è r e s  d o n t  l e s  p o i d s  m o l é c u l a i r e s  

correspondent  à ceux d e s  c h a î n e s  l é g è r e s  LS 
S 

2 5 e t  L18 . La 

myosine de muscle s q u e l e t t i q u e  tumora l  possède  également 

deux c h a î n e s  l é g è r e s  d o n t  les p o i d s  m o l é c u l a i r e s  co r responden t  

à .z5 e t  L:* d e  l a  myosine de muscle s q u e l e t t i q u e  a d u l t e  

( F i g u r e  III-44h) 
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FIGURE 111-4 ELectkophakèn e  nu& gel! g k a d i e n t  d e  

polgackglamide(5-30%l,en pLaque,en pké-  

d Q M C Q  de SOS à pH b ,  4 .  

( a )  "myon ine -Su  d e  mun cLe a q u c l e t t i q u e  

noamal de Lapin a d u l t c  

(b) mgoaine turnof iale  de  Lapin 

( c )  mgoaine 6oeZaLe de Lapin 

(d)  "mgonine-S" de  mub cLe n q u e l e t t i q u e  

nokmal de Ra t  a d u l t e  

(e) mgonine Sue taLe  de Rat  

(f) m g ~ d i n e  XumokaLe de Rat  

( g )  myonine t u m o k a l e  Humaine 

( h )  myonine 6 0  e t a l e  ff umaine 



2 " )  L'ELECTROPHORESE E N  P R E S E N C E  P'UREE 8 M A pH b , 4  

a) Ch$z t e  Lapin 
--- 

Comme nous 1 * dvons' d e c r i t  précédemment l a  myosine 

de muscle n o m l  de Lapin a d u l t e  possède q u a t r e  cha ines  lé- 

gères .  l a  cha ine  l é g e r e  L ? ~  e x i s t a n t  s o u s  deux formes d i f f 8 -  

r e n t e s  : l a  forme phosphorylée  (L;8-p) e t  l a  forme non phos- 

phofylée ( L : ~ )  . L a  myosine de muscle s q u e l e t t i q u e  f o e t a l  

possède deux oha2nes l é g è r e s  d o n t  le$ faOBilit6s é l ec t ropho-  

r é t i q u e s  cor respondent  à l a  c h a i n e  l é g è r e  L;~ e t  à l a  cha ine  

l ége re  L:~. La rnyosine tumorale possède Bussi deux chainea 

l é g è r e s  don t  les m o b i l i t é s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  s o n t  i d e n t i q u e s  /'">. 
à c e l l e s  ~3&t%%i.yosine f o e t a l e .  Cornlm pour  l a  myosine f o e t a l e  

nous n 'observons p a s  de  chasne l é g è r e  (F igu re  111-5 ) . 

8 )  Chez l e  Rat 

La myosine de muscle s q u e l e t t i q u e  normal de Rat 

a d u l t e  possède q u a t r e  cha înes  l é g è r e s  ( LS 25 ' ':8 ' et ':fj ) 

corne prgcedemment d é c r i t ,  L e s  myosines f o e t a l e  e t  tumorale  ne  
S 

possèdent que deux cha ines  l é g e r e s  LZ5 e t  L : ~  . Comme pour l e  

Lapin, les myosines tumorale e t  f o e t a l e  ne  possèdent  pa s  de 

forme phosphorylée de  l a  cha ine  l é g è r e  d e  p l u s  f a i b l e  m o b i l i t é  

é l ec t rophoré t i que .  Nous observons que les d i f f e r e n c e s  de 

migrat ion,  d é c e l é e s  s u r  l 'é lect rophor6gramme ( de l ' é l e c t r o p h ô -  

r e s e  e f f e c t u é e  en présence  de 6DÇ ) , de  l a  cha lne  l e g è r e  L : ~  

de l a  myosine f o e t a l e  e t  LZ5 de  l a  myosine tumorale  n ' e x i s t e n t  

pas ap rè s  é l e c t r o p h o r è s e  s u r  g e l  de polyacrylamide en p ré sence  

d ' u r ée  8 M ( Figu re  1 1 1 - 6  1 .  

La compahainon de La camponiLion en chuinen LEg2hen 

den rnyobinen n q u e t e t t i q u e n  de Lapin à diddéhentn n-tude~ de 
d i66éhenc ia t ion  ( à  L' @Zut  a d u l t e ,  d o e f a l  e t  Zumohal) nou6 
petme2 de montheh que Les mgosineh .tumoade e t  doexate  d~ 



FIGURE 111-5 : EL&c;tkophoaQbe hutr g e l  de  po lyachy lamide  

( 2 4 % )  en p laque  en ptréhence d '  u t é e  bMà pii b , 4  

( a )  myahine  de muhctc h q u e l e X X i q u ~  noirmal 

de Lapin 

( b )  mqohine de muncle doeXal de  Lapin 

( C I  myohine  de muhcLe Xumohal d e  Lapin 



F I G U R E  111-6 : E l e c t ~ o p h o h è b e  bu& g e l  de polyactrylamide 

( 7 0 % )  en t u b e  en  phébence d ' u h è e  bM à pH b , 4  

(a) mgobine d e  m U b C 1 ~  b q u e l e t t i q u e  notrmal de Rai  

( b )  mgodine d e  muncle 6oeiaX de  Rai  

( c )  mgobine d e  mubcle i u m ~ h a l  de Rai  



mub cLe a y ue l e tXXque  de Lapin poha è d e n z  deux  chuineh  l é g  Qheb 

q u i  cotrtreapondeni aux chaînen  LGgPnea L$5  e t  L t g  de La 

mgobine de mub cLe nqueLe; t t ique  a d u l t e  no amal de Lapin .  

De pLu6, pu4 Glect trophohèbe en phébence d 'utrée 8 M à pH b , 4 ,  

on a pu monttretr qu'  aucune den cha înes  l é g è h e ~  den myoainea 

tumo4aLe e t  dueRaLe ne pobb èdenX de dohme phobphonyLGe. 

La campahaibon de La compob i t ion  e n  chaZnen Régi?- 

ken dea mqobineb de muacle  s q u e l e t t i q u e  de Ra t  (muacLea 

a d u l t e  notrmaL,doeRaL e t  tumotraLJ noub a p e t m i 6  de monthen 

que  l a  mgobine RumotruXe b i e n  q u l i b b u e  de muhcLe hoUge L e n t  

pobbède Leb meme6 c a t r a c i é h i a t i q u e  que  La myonine de mubcle 

tumohak? i n b u e  de mubcLe trapide.  Q u a n t  à La myobine d o e t a l e ,  

La ptréb e n c e  d '  une c h a l n e  Lég Qtre de m u b i l i z é  C!lecttrophohéti-  

que  i d e n t i q u e  ù L& de muncle n q u e L e t t i q u e  de Lapin e t  d ' u n e  

bande ptrot5ique de mobiRiRé GLecttrophohGLLque campafiabLe à 

L $ ~  6aibLcmen.t t r ep4éaen tée ,  e s t  aann dou te  J4& au d a i t  que 

La m y o n i n ~  d o e t a l e  a Gté icloLée d ' u n  munc.&e--:-déjà %trop d i a -  

~ é n e n c i G  e t  hGtétrogPne. Comme danb Le cab du mubcte f-umohaL 

ou a u e t a l  de Lap in ,  Le6 m y o ~ i n e ~  tumaha le  e t  d o e t a l e  de Ra t  

nc  posbcden t  aucune chazne  LégQtre phonphotrylée.  

La compatrainon d e  La campob i t ion  e n  chuinen LZgè- 

trea dca myobineb de mubcleb b q u ~ f ! e . t R i q u ~ b  humainb ( m u b c l e  Ù 

L ' G t a t  a d u l t e  no t rmd ,  6 o e t a L  e t  Xumonal) noub a peamia de 

montheh que  l e b  myoclinecl XumotraLe e t  6oe.taLe poclaèdent deux 

chaZnecl légètren donR Leb  mobilité^ élect trophoné;t iquea cotr- 

hebponden t  aux c h u i n e . ~  Légètrea L t S  e t  L j g  de La mgobine de 

mun cLe que le tX ique .  a d u l t e  notrmal . 

La compa/rainon dea m y o ~ i n e n  tumotraLea decl muncLea 

b q u ~ L e t t i q u e c ~  de ce.a t t o i a  enpQcen ( L a p i n ,  R a t  e t  Homme) 

monXtre que  Leb myoaineb pobbi?dent deux c h d n e b  kégètreb 

q u e L l e  que n u i t  l l e h p Q c e .  Len m o b i l i t é n  GLecRtrophotrétiquea 

den ch&nen k'igè4eb cotrtrenpondanten n o n t  i d e n t i q u e b  . 



La cornparrainon den myoninen 6oeXaLea de muacten 

b q  ucleXXiquen deb Xhoin eapecea monZrrirent qu'  eLLen pobn èdenX 

deux chaZneb Légèrreb. Dann t e  cab de VIUbcLeb Xhèb peu d i a -  

.&é f i enc i éa ,  Len d i a  6 Ehencen exinXenit  dann Les mo b i l i ; t é a  &Lec -  

;tnophoxé;tiquen den chaZnen l é g è h e n  de pLun hauit poidn moté-  

cuLaine nuivanX que  L ' o n  éRudie  un muncLe doeital lenX O U  

h a p i d e .  

Cen éXuden noun onX pehmin de me;tXhe en é v i d e n c e  

un nouve l  i a o e n z y m e  de myobine de muncle nqueLe;tLLque q u i  

enX La myobine Xumoha~e  eX q u i  enX diddéheni t  aubn i  b i e n  de 

La myodine doeXaLe q u e  de l a  myonine de mub cLe nqueLe;tXique 

aduLXc noarnat. 
e., 

c ,$'> 
F , ' L  1 

C e t t e  é t u d e  a é t é  e f f e c t u é e  s u r  l a  myosine de 

v e n t r i c u l e s  d r o i t  e t  gauche, d ' o r e i l l e t t e s  d r o i t e  e t  gauche 

de coeur de Porc ,  de  muscle squelet t ique: :  e t  de muscle l isse 

(u t é rus  de  T ru i e )  à 1 ' é t a t  a d u l t e .  L e s  myosines de  muscle 

s q u e l e t t i q u e  e t  de muscle ca rd iaque  3 l ' é t a t  f o e t a l  o n t  

également é t é  é t u d i é e s .  

1 - LES MYOSINES DE MUSCLES ADULTES 

1') L'ELECTROPHORESE E N  PRESENCE D E  SDS A pH b , 4  

LI électrophorégramme (F igu re  III- 7 ) r é v è l e  que l a  

"myosine-VD" e t  l a  "myosine-VG" possèdent  deux cha înes  l é g è r e s  

:: Diaphragme 



CHAINES WRDES 

.- 

- " d l  - -  

FIGURE 111-7 : Electnophotrène bufi g e l  gtradient de  - 
polyactrylamide(5-30%),w plaque,en  

ptrénence de SDS àpH 6 , 4 .  

(a) " m y o n i M e - V G " + " m q o ~ i n e - O G 1 l  de  coeutr de 

P O R C  adutXe 

( b )  "mgobine-OG" de coeuh de Pohc a d u l t e  

(c) llmyonine-V " I f  I I  J I  I l  I l  G 
( d )  "mgobine-O " " 11 11 11 t I  D 
(e) "mgobine-V " " I I  I I  11 11 D 



Les m o b i l i t é s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  des cha ines  l é g è r e s  de 

p l u s  hau t  po ids  mo lécu l a i r e  s o n t  i den t iques .  Il e n  es t  de 

meme quand on compare e n t r ' e l l e s  l e s  cha înes  l é g è r e s  de 

p l u s  f a i b l e  po ids  mo lécu l a i r e .  E l l e s  cor respondent  à envi-  

ron 27 000 e t  18 000 d a l t o n s  (LZ7 e t  ~ 7 ~ ) .  

B )  Myonine auh icu&aine  

Le même électrophorégramme r é v è l e  que l a  "myosi- 

ne-OD"et l a  "myosine-O " possèdent  a u s s i  deux c h a î n e s  légè-  
G 

r e s  dont  l e s  m o b i l i t é s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  des  cha înes  légè-  

r e s  de p l u s  hau t  po ids  mo lécu l a i r e  La '  s o n t  i d e n t i q u e s .  La 

même c o n s t a t a t i o n  e s t  f a i t e  quand on compare e n t r ' e l l e s  les 

cha înes  l é g è r e s  de p lu s  f a i b l e  poids  mo lécu l a i r e  L ~ ~ .  

S i  l ' o n  compare dans  l e s  mémes c o n d i t i o n s  d ' é l e c -  

t rophorèse  l e s  myosines a u r i c u l a i r e s  e t  v e n t r i c u l a i r e s  e n t r  ' 
e l l e s ,  nous observons que les m o b i l i t é s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  

v  v  
des deux cha înes  l é g è r e s  L 2 7  e t  L18 de l a  myosine ven t r i cu -  

l a i r e  s o n t  supé r i eu re s  à c e l l e s  de l e u r s  homologues aur icu-  

l a i r e s  L ~ '  e t  L ~ * .  

La myosine de muscle s q u e l e t t i q u e  de Po rc  possède 
S s t r o i s  cha înes  l é g è r e s  d o n t  deux L 2 7  e t  L18 (F igu re  III-7F) 

ont  respect ivement  des  m o b i l i t é s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  s i m i -  

l a i r e s  à LV e t  LY8. La t r o i s i è m e  cha îne  l é g è r e  L' a  une 
2 7  3 0 

m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  i n f é r i e u r e  a c e l l e  de l a  chaîne 

l é g è r e  de p l u s  h a u t  po ids  mo lécu l a i r e  de l a  myosine aur icu-  

l a i r e  L a ' .  

Quant à l a  myosine u t é r i n e ,  e l l e  possède deux 

cha înes  l é g è r e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  d 'un  muscle l i s s e  (Le e t  2 0 



t ' 1 . La chaîne l é g è r e  de p lu s  h a u t  po ids  mo lécu l a i r e  L 17 2 O 
a  une mob i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  comprise e n t r e   et et 
'78 t a n d i s  que l a  cha îne  l é g è r e  de p l u s  f a i b l e  poids  molé- 

c u l a i r e  a  une m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  s u p é r i e u r e  à L~ 18 
(F igu re  III- 7g) . 

2") L'ELECTROPHORESE EN P R E S E N C E  D E  S D S  A p H  ?,O 

L'électrophorégrarnrne (F igu re  III- 8  ) montre que 

dans ce système tampon les myosines v e n t r i c u l a i r e s  s o n t  

i d e n t i q u e s  e n t r ' e l l e s .  I l  e n  e s t  de même pour  les myosines 

a u r i c u l a i r e s .  P a r  c o n t r e ,  l a  comparaison des  myosines ven- 

t r i c u l a i r e s  e t  a u r i c u l a i r e s  e n t r ' e l l e s  , r é v è l e  p a r  r a p p o r t  

au système tampon à p H  8 ,4  que l e s  d i f f é r e n c e s  dans l e s  

m o b i l i t é s  des cha înes  l é g è r e s  on t  changé : l a  d i f f é r e n c e  de 

migra t ion  e n t r e  LV e t  La '  e s t  diminuée t a n d i s  que c e l l e  27 
e n t r e  LV e t  L a 2  es t  augmentée. Ces d i f f é r e n c e s  s o n t  n e t -  18 
tement v i s i b l e s  l o r s  de l a  migra t ion  s imu l t anée  de l a  myo- 

s i n e  v e n t r i c u l a i r e  e t  de l a  myosine a u r i c u l a i r e ,  déposées 

dans un même p u i t s  de l a  plaque d ' é l e c t r o p h o r è s e  

(Figure III- 8  . 

3 " )  L'ELECTROPHORESE E N  P R E S E N C E  D'UREE ti M A pH b , 4  

Aucune d i f f é r e n c e  ne p e u t  ê t r e  mise en  évidence 

e n t r e  l a  "myosine-V " e t  l a  "myosine-V ". L'électrophorégram- 
D G 

m e  (F igu re  111-9 ) montre q u ' e l l e s  possèdent  t r o i s  cha înes  

l é g è r e s ,  l a  chaîne l é g è r e  ~y~ migrant  sous  deux formes : une 
v forme phosphorylée L1 8-p v  e t  1 ' a u t r e  non L18. 



F I G U R E  111-8 : Elec t4ophohèbe  buh  gc?l  g4adienX de  

poLyachylamide ( 5 - 3 0  % 1 , en p laque ,  en 

phiZbence de  SDS Ù pH 8 , 0 .  

( a )  "mgobine-  V " + " m g ~ b i n e - O ~ ~ ~  de  coeuh D 
de P O R C  a d u l t e  

( b )  "mgobine-V 'l +"my0bin&-O " de  coeuh G D 
de Pokc  a d u l t e  

(c) "mgobine-V ' 'dé coeuk d e  Pohc a d u l t e  D 
( d )  "mgobine-O " " pl I l  1t 11 D 
(e) "mgobine-V " " 11 I I  I l  11 G 
(f) "myosine-O " " II II 

II II 

G 



Figure 111- 9 : ElecthophotrQbe bu4 g e l  de polyacirylamide [ 2 0 % ) ,  

en p laque ,gn  ptrébcnce d 'utrée b M à pH g , 4 .  

(a) " r n y o ~ i n ~ - O ~ ~ ~  de C o e U h  d e  Poirc a d u l t e  

(b) "mgobine-V " + "myobine-QI1 de c o e u t  d e  G 
Potrc adulXe 

(c) llmqobine-V " de  cveutr d e  P O N C  adutXe G 
(d) "myva ine  l i a a e "  d1uxZ4un de  Ttruie 

(el " m y ü b i n ~ - V  " d e  coeutr de  Pohc a d u l t e  D 
( £ 1  "rnyobine-O " de  cocu4 de  Poirc a d u l t e  Q 
(g) "myobine-S"  de mubcXe bque leZZ lque  de 

Potrc a d u l t e  



Dans les m e m e s  c o n d i t i o n s  d ' é l e c t r o p h o r è s e ,  

aucune d i f f é r e n c e  ne p e u t  ê t r e  m i s e  en évidence e n t r e  l a  

"myosine-O " e t  l a  "myosine-OG". E l l e s  ne pos sèden t  que D 
deux chaînes  l é g è r e s .  Pour  l e s  myosines a u r i c u l a i r e s ,  il 

n ' e s t  pas observé  de forme phosphorylée de l a  cha îne  de 

p l u s  f a i b l e  po ids  mo lécu l a i r e  L ~ "  F igure  III- 9 ) . 
La comparaison des  myosines v e n t r i c u l a i r e s  e t  

a u r i c u l a i r e s  e n t r ' e l l e s  montre : 

- que  l e s  c h a î n e s  l é g è r e s  de  p l u s  h a u t  po ids  
v  molécu la i re  L Z 7  e t  Lal o n t  une m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  

s i m i  l a i  r e  ; 

- que l a  cha ine  l é g è r e  de p l u s  f a i b l e  po ids  mo- 

l é c u l a i r e  de l a  myosine a u r i c u l a i r e  L~~ a une m o b i l i t 6  

é l e c t r o p h o r é t i q u e  i n f é r i e u r e  à LY8 (F igure  III- 9b ) . 

La myosine de  muscle s q u e l e t t i q u e  possède q u a t r e  

cha înes  l é g è r e s  L : ~ ,  e t  L:8-p d o n t  t r o i s  o n t  une 

m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  s i m i l a i r e  aux chafnes  l é g è r e s  de 
v  v  v l a  myosine v e n t r i c u l a i r e  L L18 e t  L18-p. La quatr ième 27 ' ~3~ a une mobilité é l e c t r o p h o r é t i q u e  t r è s  i n f é r i e u r e  à l a  

v  cha îne  l é g è r e  L2,. Nous notons l a  présence d ' une  cha îne  l é -  
s g è r e  phosphorylée L18-p (F igure  I I I -9g )  . 

La myosine u t é r i n e  possède t r o i s  chafnes  l é g è r e s  
1 (L20 ,  &17 e t  &17-p) . La chaine l é g è r e  de p l u s  h a u t  po ids  



molécu la i r e  L ; ~  a  une m o b i l i t é  é l ec t rophork t ique  i n t e r m é d i a i r e  
- - 

e n t r e  celles des  cha înes  l é g è r e s  L~ e t  L:~. L e s  chafnes  l é -  
e 2 7  

17 
' o n t  des  m o b i l i t é s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  supé- g è r e s  L  e t  Ll,-p 

r i e u r e s  à celle de  L~ ( F i g u r e  I I I - 9 h )  . 18-P 

II - LA MYOSINE DE MUSCLE FOETAL 

Comme il e s t  d i f f i c i l e  de conna î t r e  a v e c  c e r t i t u d e  

l ' â g e  du f o e t u s  de  Porc ,  nous avons a r b i t r a i r e m e n t  c h o i s i  d e s  

foe tu s  de  11 cm q u i  cor respondent  à envi ron  3 mois de g e s t a -  

t i o n  de l a  Tru ie .  A ins i ,  l e  muscle é t u d i é  n ' e s t  p a s  t r o p  d i f -  

f é r e n c i é  e t  p e u t  ê t re  c o n s i d é r é  comme du muscle f o e t a l .  

1 " )  L ' E L E C T R O P H O R E S E  E N  P R E S E N C E  D E  SVS A pH t ? ,4  

L c s  m y o a i n e - s  V Q M $ ~ ~ C U ~ U ~ K Q ~  ~ o ~ ; t u L ~ s .  - Les myosines 

e x t r a i t e s  des v e n t r i c u l e s  d r o i t  e t  gauche de coeu r  de Porc 

f o e t a l  possèdent  t r o i s  cha înes  l é g è r e s  (F igure  III- 10). L e s  

m o b i l i t é s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  des cha înes  l é g è r e s  de  p lu s  h a u t  

po ids  mo lécu l a i r e  de l a  myosine v e n t r i c u l a i r e  d r o i t e  e t  gau- 

che de coeu r  f o e t a l  s o n t  i d e n t i q u e s  e t  correspondent  à l a  

cha îne  l é g è r e  de p l u s  hau t  p o i d s  molécu la i re  de  l a  myosine 

a u r i c u l a i r e  de coeur  a d u l t e  L~ ' . 
Les cha înes  l é g è r e s  de p l u s  f a i b l e  p o i d s  molécu- 

l a i r e  s o n t  i d e n t i q u e s  e n t r '  e l les  e t  cor respondent  à l a  cha î -  

ne  l é g è r e  de p l u s  f a i b l e  p o i d s  molécu la i re  de l a  myosine 

v e n t r i c u l a i r e  de coeur  a d u l t e  L ;~ .  

Les m o b i l i t é s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  des cha înes  l é g è -  

r e s  de p o i d s  molécu la i re  i n t e r m é d i a i r e  s o n t  i d e n t i q u e s  e n t r  ' 
e l l e s  e t  correspondent  à c e l l e  de  l a  charne  l é g è r e  de l a  

v  myosine v e n t r i c u l a i r e  de coeur  a d u l t e  L27 . 



F I G U R E  I I I -  10 : Elect truphu4ène b u 4  g e l  gtadienA: de 

poLyac&ylamide ( 5 -  3 0  % 1 , en p l a q u e ,  en 

p&&nence de  SDS à p f f  8 , 4 .  

( a )  "mqobine-V " de coeuk de Po4c a d u l z e  G 
(b) "myonine-OG" 11 I I  I I  I l  

( c )  ' l m q O b ~ ~ ~ - V  " " I l  
11 11 

D do e t a L  

(d) " m q o b ~ n e - V G "  " I I  1 )  11  11  

( e )  "myobine-OG" " I I  I I  I I  I I  

(f) " W I Y O ~ ~ M Q - O  " " I I  I l  I I  I I  

D 
( g )  " m y o b i ~ ~ - S "  de mub cLe b q u e 1 e A : t i . q ~ ~  

( h )  "mqunine-SI1 de mub c l e  b que1e ; t t i que  

de Pohc a d u l t e  



Les myoaines auhLculaLnea doeXa les .  - Les myosines 

e x t r a i t e s  d e s  o r e i l l e t t e s  d r o i t e  e t  gauche de coeur  de Porc  

f o e t a l  possèdent  deux chafnes l é g è r e s  (F igure  I I I - l Q )  . Les 

m o b i l i t é s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  des  cha înes  de p l u s  hau t  p o i d s  

molécu la i re  s o n t  i d e n t i q u e s  e n t r  'e l les e t  correspondent  à 

l a  cha îne  l é g è r e  de p l u s  h a u t  po ids  molécu la i re  de l a  myosine 

a u r i c u l a i r e  de coeur  de Porc  a d u l t e  L ~ ' .  

Les m o b i l i t é s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  des  chafnes  l égè -  

res de p l u s  f a i b l e  poids  mo lécu l a i r e  s o n t  i d e n t i q u e s  e n t r '  

e l l e s  e t  cor respondent  à l a  cha îne  l é g è r e  de p l u s  f a i b l e  

poids  mo lécu l a i r e  de  l a  myosine a u r i c u l a i r e  de coeur de  Porc  

a d u l t e  L ~ *  . 
La campatrainon enCk1Qeea decl myosinu awticuR&a CX 

v ~ n t L c u R a h ~  de coevr de Pohc doQRde montre que s i  les myosines 8& 4 -*-.. 
$ ,':, 

v e n t r i c u l a i r e s  possèdent  t r o i s  chafnes  l é g è r e s ,  les myosines 

a u r i c u l a i r e s  n ' en  possèdent  que deux. La comparaison du compor- 

tement é l e c t r o p h o r é t i q u e  montre que s e u l e s  l e s  chafnes  l é g è r e s  

de p l u s  h a u t  po ids  mo lécu l a i r e  o n t  une m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  

i den t ique  correspondant  à L ~ > .  

La myosine de muscle s q u e l e t t i q u e  f o e t a l  possède 

qua t r e  cha înes  l é g è r e s  ( Figure  I I I - l Q g ) ,  t r o i s  cor respondent  
S s S 

aux chafnes  l é g è r e s  L30 , Ls7 e t  LIS de  l a  myosine de muscle 

s q u e l e t t i q u e  a d u l t e ,  l a  cha îne  l é g è r e  supplémentaire  a un poids  

molécu la i re  i n t e r m é d i a i r e  e n t r e  ceux des  deux chafnes  l é g è r e s  
S S 

L30 e t  L27 de l a  myosine de muscle s q u e l e t t i q u e  de Porc a d u l t e .  

I l  e s t  à . n o t e r  que s i  l a  myosine de muscle s q u l e t t i q u e  de Porc 

a d u l t e  ne correspond n i  à de l a  myosine de muscle b l a n c  d e  Lapin 

n i  à de l a  myosine de l a  myosine de muscle rouge de Rat ,  l a  

myosine de muscle s q u e l e t t i q u e  f o e t a l  es t  d i f f é r e n t e  de l a  

myosine de  muscle s q u e l e t t i q u e  f o e t a l  de  Lapin,  de  Rat e t  d'Homme. 



2")  L'ELECTROPHORESF E N  PRESENCE D ' U R E E  b M A pH b , 4  

Le munde catrdiayue 

Leb 2lec.ttrophohQgtrammeb deb mgoninen venXtr icu la ineb  

d n o i z e  e.t gauche  de. coeun de Potrc 6oe;taL sont i d e n t i q u e s  e t  

montrent deux bandes p r o t é i q u e s  (F igure  III- 11 ) . La bande 

p r o t é m e  d e  f a i b l e  m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  correspond ' .\.- k+ 
à l a i a h a i b e  l é g è r e  L a l  ou L;, de  l a  myosine de coeur  de 

Porc  a d u l t e .  L ' a u t r e  bande p r o t é i q u e  correspond à l a  chafne 
v l égè re  L18 de  l a  myosine de coeu r  de Porc  a d u l t e .  Malgré l a  

l a rgeu r  de  l a  bande, il ne p e u t  ê t r e  m i s  en évidence : 

- n i  de cha îne  l é g è r e  correspondant  à La2 de l a  

myosine a u r i c u l a i r e  de coeur  a d u l t e  ; 

v - n i  de forme phosphorylée correspondant  à L18-p 

L'électnophohéghamme deb mgobine6 autriculaitreb 

d t o i A e  e.t gauche de coeutr de Ponc 6oe.Xd r é v è l e  l ' e x i s t e n c e  

de deux chafnes  l é g è r e s .  La chafne l é g è r e  de p l u s  h a u t  po ids  

mo lécu l a i r e  correspond à l a  cha îne  l é g è r e  La' v ou L Z 7  de l a  

myosine de coeur de Porc  a d u l t e  t a n d i s  que l a  cha îne  l é g è r e  

de p lus  f a i b l e  poids  mo lécu l a i r e  correspond à l a  cha îne  l égè -  

re cha de l a  myosine de coeur  de  Porc a d u l t e .  Malgré l a  f a i b l e  

i n t e n s i t é  d e s  bandes p r o t é i q u e s  comme dans l e  c a s  des  myosines 

a u r i c u l a i r e s  de coeur  a d u l t e ,  il n ' e s t  pas  m i s  e n  évidence de 

forme phosphorylée de c e t t e  cha îne  l é g è r e  de p l u s  f a i b l e  po ids  

mo lécu l a i r e .  

L'électrophorégramme de l a  myosine de muscle 

s q u e l e t t i q u e  de Porc f o e t a l  montre t r o i s  bandes p r o t é i q u e s  
s S S cor respondant  aux chafnes  l é g è r e s  L30, L27 e t  L18 de l a  myo- 

s i n e  de muscle s q u e l e t t i q u e  de Porc  a d u l t e .  Nous notons  s u r -  

t o u t  l ' a b s e n c e  de l a  forme phosphorylée  correspondant  à L' 
18-P 

(F igure  III-lm. 



FIGURE 111-11 : Elect t rophotèse  s u a  g e l  d ' a c t ~ g l a m i d e  ( 2 0  % ) ,  

en p laque ,  en pkenence d ' u k é e  8 M à pH 8 , 4 .  

( a )  "mgonine-Op" de  coeUk de Pohc a d u l t e  

( b )  "mgusine-0  " de  CoeUh de Pokc 6oe taL  u 
( c )  "mgonine-Vp" d e  coeuh de Pohc a d u l t e  

( d )  "mgonine-VD" de  CoeUh de Pokc d o e t a l  

( Q )  e t  ( 5 )  "mgunine-S" de muscle  n q u e l e t t i q u e  

de P W ~ C  a d u l t e  

( 6 )  "mgosine-Sv  d e  musc le  squelettique de Pokc 

6 a e t a l  



élec;tttophot~ène en pnaence de SOS, d a  mgosinen exttL&u de deux 

cü66énen& m u c l u  de Ponc aduRte EX d o & &  n o u  a p& de 

catacA:étrAnm nepA: hoenzymen de myonine de Ponc dont l e n  did~énencen 

ne nituevct au niveau de Lem compuniXon en c K n a  Légènen, comme 

l e  mo&e l e  schéma n é c a p i t u R ~ ~  ( Tab&eau 111-3 ) 

D' aphcn ce XabLeau, chacune den myobineb éA:udiéen 

p u n n  Qde  une  componiXion e.n cha inen  l é g  Qheb b p Q c i 6 i q  u e  . Pan 

e x e m p l e ,  l a  myonine 6oeRale  catrdiaque n '  en A: pub l a  nomme den 

conaXiXuanXn den myoninen a u h i c u l a i h e n  e x  v  enXLLculc~Lnea de 

coeun d e  Pohc adulXe .  

A p h Q n  et&cXhophohgn e- e n  phenence d '  uhEe, noub avonn 

m i n  e n  é v i d e n c e  l l e x i a X e n c e  de 6o4me phobphonylée den chainen  

l é g e , ~ e n  de plun 4aXble poidn m o l E c u l a i n e  puun l a  pLupanX den 

mgonineh de mubcle- a d u l t e ,  baud pouh l a  m y ~ b i n e  a u n i c u l a i n e .  

Noun avonn obnehvé égale.menX que  l e n  chaineb  l é g è n e b  de poidn 
V 

m o l é c u l a i h e n  v o i n i n n ,  pah exemple  L a '  eX L Z I ,  on* une  migna- 

f i o n  i d e n X i q u e  nun g e l  de po lyacny lamide  en  phénence d ' u n é e  b M .  

Len canacXéLis , t ic iu~b ean e n X i e l l e b  den myoainen Soc- 

Xalea nonX l ' a b n e n c e  de hanme phonphonylée  de l a  c h a z n e  l é g è n e  

de plun da ib l e .  poids moLécu la ine  CA: que l e b  myobineb exA:naiA:en 

den o h e i l l e t X e b  de tue-uh 6oeXal  6 embLenX ZXhe d i ~ ~ é n e n c i é e a  

plun hapide,menX que Ren myobineb exXnaiLeb den venA:&icuLeb de 

coeuh 6 o e X a l .  

D - ETUDE DES MYOSI NES CARDIAQUES DES AMPHIBIENS, 

DES O I S E A U X  E T  D E S  MAMMIFERES 

Comme nous l 'avons d é c r i t  dans l e  chapi t re  des 

généra l i t és ,  l e  coeur s ' e s t  transformé au cours de 1 ' évolution 

des espèces. I l  e s t  passé de deux chambres chez l a  Lamproie, 



TABLEAU 111-3 : 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 L E S  FORMES PHOSPHORYLEES DE LA CHAINE LEGERE SEPAREES PAR 
1 8 - P  

ELECTROPHORESE SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE ( 20% ) EN PRESENCE D'UREE 8 M 

EN TAMPON TRIS-GLYCOCOLLE DE pH 8 , 4  



à t r o i s  chambres chez les Ba t r ac i ens  e t  à q u a t r e  chambres à 

p a r t i r  des R e p t i l e s  avec une p a r t i e  d r o i t e  e t  une p a r t i e  

gauche bien i n d i v i d u a l i s é e .  

I l  nous a  donc paru i n t é r e s s a n t  de comparer les 

cha înes  l é g è r e s  des  myosines e x t r a i t e s  de s  d i f f é r e n t e s  pa r -  

t i e s  du coeur pour  d i f f é r e n t e s  e spèces  de l ' a r b r e  phylogéné- 

t i q u e ,  en p a r t i c u l i e r  de  B a t r a c i e n s ,  d 'Oiseaux,  d'Ongulés 

e t  de l'Homme. Du f a i t  de  l a  d i f f i c u l t é  d 'approvis ionnement ,  

nous n 'avons p a s  pu é t u d i e r  e n s u i t e  l a  composit ion en  cha ines  
.y. -- - -  . 3égères de l a  Lamproie q u i  possède un coeur  formé d ' u n  s e u l  

, j '  , 

v & n t r i c u l e  e t  d 'une  s e u l e  o r e i l l e t t e .  

1") L ' E L E C T R O P H O R E S E  E N  P R E S E N C E  D E  S D S  A pH b , 4  

L e s  cha înes  l é g è r e s  de  l a  myosine cardiaque de P o r c  

( a u r i c u l a i r e  e t  v e n t r i c u l a i r e )  que nous avons d é c r i t e s  p récé-  

demment, nous s e r v e n t  de témoins pour  l a  comparaison des  mobi- 

l i t é s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  (F igure  III- 12) . 

La myosine e x t r a i t e  du v e n t r i c u l e  de coeur  de 

Grenoui l le  possède deux charnes l é g è r e s  (F igure  III- 12) . La 

mob i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  de l a  cha îne  l é g è r e  de p l u s  h a u t  
v  poids  mo lécu l a i r e  e s t  comprise e n t r e  L Z 7  e t  L ~ ~ .  La m o b i l i t é  

é l e c t r o p h o r é t i q u e  de l a  chaîne l é g è r e  de p l u s  f a i b l e  po ids  

moléculai re  e s t  largement s u p é r i e u r e  à c e l l e  de L~ 18. La myo- 

s i n e  e x t r a i t e  des  o r e i l l e t t e s  possèdent  l a  même composit ion 

en cha înes  l é g è r e s  que c e l l e  e x t r a i t e  du v e n t r i c u l e .  



j (( I m n a - '  O O P  
a b c  d e  f ~ b g h -  

FIGURE 111-12 : E l e c t ~ o p h o ~ Z a ~  au f i  g e l  g h a d i e n z  d e  

p o l y a c h y l a m i d ~  ( 5 -  3 0  % )  , en p l a q u e ,  en 

p4éaence de  S D S  5 pH 8 , 4 .  

( a )  "myoaine-V " d e  coeuh  de  Pohc a d u l z e  G 
( b )  "myobine-V " I I  I I  I l  I l  D 
(c) "myad ine -  VG1' d e  c o ~ u h  d l f f  umain a d u l t e  

( d )  "rnyoaine-V l 1  " I I  I r  I I  D 
( e )  l lmyoaine-O l1 " I I  I I  I I  G 
(f) "myoaine-O " " I I  I l  I I  D 
( g )  "myoaine-O l 1  d e  coeuh  d e  Pohc a d u L t e  G 
( h )  "myobine-O l 1  " I l  I I  I I  I l  D 
( j )  "rnyooine-V l l+l lmyoaine-OG" de  c o e u h  de D 

P o u l e t  a d u l t e  

(k) l lmyoaine-V l 1  d e  cocu& de  Pou le t  a d u l t e  P 
( 1 )  "myobine-O l 1  " I l  I l  I l  I l  D 
( m )  " m y o a i ~ e - O  l 1  " I l  I l  I l  I l  G 
( n )  "myoaine-V " " I l  I I  I I  I I  G 
( O )  " m y o a ~ n e - V I 1  d e  coeuh  de  C h e n o u i l l e  

( p )  "myoaine-V l 1  d e  coeuh  d e  Pohc a d u l t e  
+ G 

"myoaine-V"  d e  coeuh  d e  G h e n o u i L l e  
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L e s  myosines e x t r a i t e s  des v e n t r i c u l e s  d r o i t  e t  

gauche e t  des o r e i l l e t t e s  d r o i t e  e t  gauche de coeur de Pou le t  
, 
, 8 

possèdent deux charnes légères  (Figure III- 121 . L e s  mobi l i t é s  

é lec t rophoré t iques  des chafnes légères  de p lus  f a i b l e  poids  

moléculaire s o n t  ident iques  pour l e s  q u a t r e  myosines e t  çor- 

respondent à LV Pour l e s  chaines l é g e r e s  de p l u s  haut  
18' 

poids moléculaire,  des quat re  myosines cardiaques de Pou le t ,  

l e s  mobil i tés  é l ec t rophoré t iques  sont  ident iques  e t  légère-  

mernt supér ieures  à c e l l e  de L~ 27 ' - -- 

6 )  Le  CseUh humain 
( r  

 es myosines e x t r a i t e s  des v e n t r i c u l e s  d r o i t  e t  

gauche e t  des o r e i l l e t t e s  d r o i t e  e t  gauche du coeur d'un 

Homme de 50 ans possèdent a u s s i  deux chafnes légères  

(Figure 111-12)  . 

Pauh l e a  myaainea v e n ; t h i c u t a i n e b ,  l e s  mobi l i tés  

é lec t rophoré t iques  des chaînes l égè res  de plus  hau t  poids 

moléculaire s o n t  ident iques .  Il en e s t  de  même pour l e s  char-  

nes  légères  de p lus  f a i b l e  poids moléculaire .  

L e s  chaines légères  de plus  f a i b l e  poids moléculai- 

r e  o n t  une mobi l i t é  é lec t rophoré t ique  iden t ique  à LV de coeur 18 
de Porc,  t and i s  que les chafnes légères  de plus  hau t  poids mo- 

l é c u l a i r e  on t  une mobi l i t é  é lec t rophoré t ique  supér ieure  à L~ 2 7 
de coeur de Porc e t  i n f é r i e u r e  à La2 de coeur de Porc. C e s  

observations s o n t  confirmées p a r  l a  migration simultanée de  l a  

myosine de ventn icule  gauche de coeur de Porc e t  de coeur 

humain déposées dans un méme p u i t s  de l a  plaque d 'é lectropho- 

r è s e  (Figure III- 13) . 

Pauh lu myaainea a u n i c u l a i n e a  d h a i t e  e t  gauche, 

l e s  mobil i tés  é lec t rophoré t iques  des chafnes légères  de m é m e  

poids  moléculaire s o n t  ident iques .  



F i g u r e  111-13 : E l ~ c . X h a p h o t r 2 / s ~  bu4 g e l  g t r a d L e n X  d e  p a l y c ~ c 4 y L u -  

m i d e  ( 5 - 3 0 % )  , e n  p l a q u e ,  en p 4 E b e n c e  d e  S3S Li  

pH b , 4 .  

( a )  " m q u b i n ~ - V  " d e  c . v u u h  H u m a i n  a d u L X e  
+ G 

" m q o a i n e . - V  " de. ccieun d e  Putrc  a d u P k e  G 
(b) " m g c i n i n e - O G "  de. c u e u t  i iumaiM a d u l t e  

f " m y c i n i n s . . - ~  " d e  c o c u 4  d e  P u t i c  a d u t C e  G 
T k é m u i n  d e  p u i d a  m o l é c u l a ~ 4 e  c o t h e b p u n d a n k  

à 9 7 . 0 0 0 ;  6 1 . 0 0 0 ;  4 3 . 0 0 0 ;  3 0 . 0 0 0 ;  2 0 . 0 0 0 ;  

e t  1 4 . 4 0 0  d a l t c i n , a  



L e s  c h a h e s  l é g è r e s  de  f a i b l e  po ids  mo lécu la i r e  

on t  une m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  i d e n t i q u e  L~~ de coeur  
de Porc. . . <, < .  , .  I . . - - 

< 8 '  - , L':.-7. " 2 , .  . . .  , .. . , . ' -  
- ' - .{'* - - '. 7 .  C1. ; ? , .. . . 

.* - . !:, ::. 4;  . , \ . i  , ,.., . .. 

L e s  cha ines  l é g è r e s  de p l u s  h a u t  p o i d s  molécu la i re  

o n t  une m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  légèrement s u p e r i e u r e  à 

L~~ de coeur d e  Porc e t  legèrement  i n f é r i e u r e  3 ~2~ de coeur  

de Porc.  Ces o b s e r v a t i o n s  s o n t  conf i rmées  p a r  l a  migra t ion  

s imul tanée des  rnyosines e x t r a i t e s  du v e n t r i c u l e  gauche de 

coeur de  Porc e t  c e l l e  de l ' o r e i l l e t t e  gauche de  coeur  humain 

déposées dans un &me p u i t s  de l a  plaque d ' 6 l ec t rophorèse  

(F igure  III- 13) . 

2 " )  LIELECTROPHORESE E N  PRESENCE D E  SVS A pH 7,O 

a )  Le coeu t  de P O R C  

L e s  myosines a u r i c u l a i r e s  e t  v e n t r i c u l a i r e s  de 

Porc r é v è l e n t  des d i f f é r e n c e s  dans  l e s  m o b i l i t é s  é lec t ropho-  

r é t i q u e s  de l e u r s  cha ines  l é g è r e s ,  comme nous 1' avons d é c r i t  

précédemment (F igure  III- 14) . 

8 )  Le coeuh de P o u l e t  

L e s  myosines a u r i c u l a i r e s  e t  v e n t r i c u l a i r e s  de 

coeur de  P o u l e t  p r é s e n t e n t  des cha înes  l é g è r e s  don t  les mobi- 

l i t é s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  des  bandes p ro t é iques  de méme po ids  

moléculai re  s o n t  i den t iques  (F igu re  1 1 1 - 1 4 ) .  

3 " )  C O N C L U S Z O N  

L l éxude de l a  c o m p o ~ i t i o n  en  chaznen l é g  è h e s ,  aphèb 

éLectnophotèbe en phésence de SVS à pH 6 , 4 ,  mun;the que touZea 

Len myosirten de4 ohe iLRe t t en  e t  de venthbcuLeh de coeuh ~ L U L  

t o u t e h  Les e ~ p è c e s  é t u d i é e s  pohs2den.t deux chaznen l ég2 t~e -4 .  



FIGtJRE I I I -  1 4  : Electxophohi?cl P. cl U R  geL gRadien2 de 

p o l y a c ~ y l a m i d e ( 5 - 3 0 % )  ,en  p l a q u e ,  en 

p ~ é n e n c e  de  SDS 5 pH 7,O . 
(a)  " m y o ~ i n e - V  l1 d e  coeux  de P O R C  aduL2e D 
( b )  " m y o s i n e - Q D f l  I f  11 1 I I I  

( c )  '1myo6ine- l /G11 l 1  11 I l  I l  I l  

( d )  " m y o ~ i n e - O  l 1  l 1  11 I I  11 I l  

G 
( e )  " m g o ~ i n e - V  " l 1  11 G " Poule2  a d u l i e  

(f) "myocline-O G 11 II 11 1 I I f  I I  

( g )  l lmyo. i l in~-V I f  11 11 11 11 D 
(h) "mgocline-O l 1  l' l l  11 11 I r  D 



Le c-oeuh de ï3u;tnacien.a ea;t conaXi;tué d ' u n  aeuL 

vcnXnicuLe  e;t de deux  a a e i l l e X X e a  : Lea myoainea e x t ~ a i ; t e a  

des  o,heiRleXXea eX du venXnicuPe  onX une compoai; t ion en  

cha lnea  1é.gQnea ide .n ; t ique ,  a v e c  e n  patr;ticuLiett poufi Ra 

chazne  l é g 2 h e  de plua gaande mub i l i ; t é  éRec thophohé; t ique  un 

poida rnaRécu1a ih~  i n ~ é h i e u h  à 1 8 .  0 0 0 .  

Chez Led O i d ~ a u x ,  Le C O Q U ~ L  e d t  canaXiXué de d e u x  
ven;thicuLea e;t de  deux  vhei.t?ReX;tea d o n t  t e s  myaainea cohhed -  

pondanXea o n t  une  mZme compabiXian  e n  chaZnes  LGgèhea. La chaZne 

l e g e t ~  de plua gkande m o b i l i t é  é l e c X ~ a p h o ~ é X i y u e  a un pvida 

m o l e c u l a i h e  d e  7 8 . 0 0 0  . 

Che.2 1e.a Mummid2heb aupénieinhh , l e  caeutr en2  

QgalemcnX conaXi;tuQ de d e u x  venXhicuLea e;t de deux one i lLe ; t -  

Xea.  La campoaiXion e n  C ~ C L Z M Q ~  l $ ~ j è h ~ 6  de6 rnyoainea a u h i c u l a i -  

hea CA: v ~ n X n i c u a i b  aonX d i~dé iLenXea  : 

- L U  compa/~a,.ia o i t  dea rnyvainea V Q ~ R ~ ~ C U R U ~ ~ Q ~  de 

c.aeun de  Punc e.X de  coe,uh humain mon;tte que  b i e n  qu leRLea  

paaaSdenX l u  c h a i n e  REgGxe d e  1 b 0 0 0  daRXona, L e u t  compoai-  

Xian e n  chainecl l égShea  e,aX d i d d é h e n i e .  

- La même. cumpahaiaon poux Lea myobinea U U ~ ~ C U & L ~ -  

nea m ~ n , t h ~  que b i e n  que paaaédanR: Ra m Z m e  chazne  Régëhe de 

plua d a i b l e  p o i d a  m a l é . c u l a i h e ,  e l L e  didd2hen;t  pah Reuh c h a l n e  

1ege f ie  de  pLun haux p o i d a  m o l e c u l a i t e .  

A pa&;l.ih de l ' a p p a t i ; t i o n  de6 Mammid2hea au couha 

d e  & ' é v o l u ; t i o n  d ~ a  e spè -cea ,  an conn;ta;te une  d i d 6 é h e n c i a ; t i o n  

au n i v e a u  d ~ a  c h c n e a  l é g 2 x e a  enXhe Rea myoainea aun i cuLa inea  

e x  v ~ V t , t h i ~ u l a i h ~ 4  I T a b l e a u  i l  1 - 4 ) . 
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TABLEAU 111-4 : a é m a  de l a  Comp06it ion en chainea légt2heh 

de L t o h e i L l e ; t t e  e t  du v e n t h i c u l e  de coeuh 

au couha de l l é u o L u t i o n  dea eapQcea .  C a m p o b i -  

Xian é t a b l i e  à pah;tih dea élec;thaphohQa-ea aufi g e l  

d 'achy lamide  en  p t~éaence  de SDS à pH 8 , 4 .  

O : déa iyne  l a  myoaine auhicuLaihe  

V : déaigne  l a  mgunine ven; th icu la iae  

Lea d i 4  6énencea e n t h e  &en d i 6  6éhentea chacnea 

légèhea s o n t  à l ' é c h e l l e  e t  campahatiue pah 

happoht  Ù la'inyaai.ne-V" ex; taai te  du coeuh de 

Pohc ( 2 1 . 0 0 0  e t  78 .000  d a l t o n a ) .  

Cea ~ c h é m a n  aonX établis à p a t t i t  den dinZancea 

de migha t ion  é lec thophohét ic jue  menukéen di4ec;temen;t 

aux  l e  g e l  de palyacaylamide .  
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CHAPITRE IV 

€nDE 

DE LA STRUCTURE PRIMAIRE 
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DE PLUS HAUT POIDS MOLECULAIRE 

DE LA MYOSNE 

DUVENI~UWFGAKHE 

DECOEURDEPORC 



C e  c h a p i t r e  a  f a i t  l ' o b j e t  d e s  p u b l i c a t i o n s  

s u i v a n t e s  : 

- X. GRANDIER-VAZEILLE e t  D. TETAERT, 
Iso lement  d e s  c h a î n e s  l é g è r e s  de  l a  myosine c a r d i a q u e  de  
Porc  e t  é t u d e  d e s  p o l y p e p t i d e s  obtenus  a p r è s  a c t i o n  du 
bromure de  cyanogène. 

B i o c h i m i e ,  7 9 7 8 ,  - 6 0 ,  4 0 9 - 4 7 5 .  

- X. GRANDIER-VAZEILLE, D. TETAERT, B. HEMON, K.K.  HAN and 
G. BISERTE, 

P a r t i a l  amino a c i d  sequence of p i g  h e a r t  l e f t  v e n t r i c u l a r  
myosin l i g h t  cha in  L27. 

P h o k i d e h  0 6  b i o L o g i c a L  B L u i d a  X X V l  l l t h  CoLCay  uium e d i t e d  
b y  f f .  P ~ ~ k e h b ,  7 9 8 0 ,  - 2 8 ,  7 5 - 7 8 .  

- X. GRANDIER-VAZEILLE, D. TETAERT , B. HEMON and G .  BISERTE 

Eva lua t ion  o f  commercial RP-HPLC columns f o r  t h e  s e p a r a t i o n  
of p e p t i d e s  £rom p o r c i n e  c a r d i a c  myosin l i g h t  cha in  L27. 

P i r o X i d e s  0 6  b i o L o y i c a b  ( L u i d 6  XXXkh C o L L o q u i u m ,  e d i k e d  
b y  H .  PEETERS, 7 9 8 2 ,  -.O ( h o u 6  p h e b b e ) .  

AVANT-PROPOS 

L ' é t u d e  d e  l a  s t r u c t u r e  p r i m a i r e  d e s  c h a f n e s  

l é g è r e s  de myosine a  f a i t  l ' o b j e t  de  quelques  t r avaux .  Lors  d e  

nos  premières  é t u d e s  de  l a  s t r u c t u r e  de l a  cha îne  l é g è r e  L27 

de  l a  "myosine-VG" de  c o e u r  de  Porc ,  s e u l e s  les s t r u c t u r e s  

p r i m a i r e s  d e s  c h a î n e s  l é g è r e s  L25 e t  L16 de  l a  myosine ce 

muscle s q u e l e t t i q u e  de  Lapin (Frank e t  Weeds, 1974) e t  l a  

s t r u c t u r e  p a r t i e l l e  d e  L27 de  l a  myosine de coeur de  Boeuf 

(Weeds, 1975) é t a i e n t  connues. 



Depuis neuf structures primaires ont été 

déterminées : 

. chafne légère L18 de la myosine de muscle 
squelettique- de Lapin (Matsuda et al., 1977) , 

. chaîne legère L27 de la myosine cardiaque de 
Poulet (Maita e t  al., 1980), 

. charne légère L25 de la myosine de muscle 
squelettique de Poulet (Matsuda et al. , 1981) , 

. charne légère L16 de la myosine de muscle 
squelettique de Poulet (Maita et al., 1981) , 

. chaine légère L18 de la myosine de muscle 
squelettique de Poulet (Matsuda et aZ., 1977) , 

. charne légère L20 de la myosine lisse de gesier 
de Poulet (Matsuda et al., 1981), 

. charne légsre L18 et L18-p de la myosine de 
ventricule de coeur de Poulet et chaine legere L17 de 

la myosine de muscle lisse de gésier de Poulet (Matsuda 

et al., 1981). 

La comparaison des séquences en acides aminés 

montre que toutes les chaines légères ont leur acide aminé en 

position N-terminale bloqué. Elles ne contiennent pas de résidu 

de tryptophane et le taux en tyrosine et en histidine est peu 

élevé. 
\ 

Il a été montré également qu'il y a une homologie 

certaine entre les séqusnces en acides aminés des chaînes 

légères, (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 suggèrent qu'il y 

ait eu duplication de gène 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 proteine, qui lie le 

calcium, est formée par duplication de gène et possède deux sites 

de fixation. Chacun des sites est situé dans une boucle, celle-ci 

étant insérée entre deux régions hélicofdales. La parvalbumine 



F I G U R E  I V - 1  - -, ( a )  StnucXurre XtridimenaionneLLe éXabLie  
pah d iddhacXion  aux hayonn X de La ParvalSumine 

de Carpe ( Notana Lea knXeiha~Xk0nb de Xype Van deh 

WaaLa enXhe Lea diddEhenXea hELicea a ) 

( K R E T S I N G E R  e t  N O C K O L D S  1 9 7 3  

( b )  .SthuaXu&e Xtridimend ionneLLe  de La chazne  

Légèhe L Z 5  de La myoaine de muncle npueLeX t ique  

de Lapin déduiXe  pah homologie  ( W E E D S  e t  Mc L A C H L A N  

1 9 7 4  1 .  

Lea aymboLea A eX B conkeapondenX aux hél icecl  a - 
q u i  ~ X a b i l i a e n k  La bXhucXuhe eX Len 6ymboL"b S 

' !  ! 
cotrtreapondenX aux "bi,tea de d i xaX ion  du caLcium ". ' . ' ' 



deux r é g i o n s  hé l i coTda les  supplémenta i res  e t  a i n s i  l e s  

s i x  h é l i c e s  s ' a r r a n g e n t  pour former une s t r u c t u r e  t r è s  hydrophobe 

q u i  s t a b i l i s e  l a  s t r u c t u r e  t r i d i m e n s i o n n e l l e  (F igure  I V - 1 ) .  

L ' e x i s t e n c e  de cette s t r u c t u r e  hydrophobe dépend 

de c e r t a i n s  a c i d e s  aminés a p o l a i r e s  s i t u é s  dans d e s  p o s i t i o n s  

t r è s  s p é c i f i q u e s .  I ls  pe rmet ten t  d e s  i n t e r a c t i o n s  de type  Van 

d e r  Waals e n t r e  chaque région h é l i c o ï d a l e .  

La comparaison d e s  séquences en a c i d e s  aminés 

des  c a l c i p r o t é i n e s ,  parvalbumine e t  TN-C, montre l ' e x i s t e n c e  

de séquences homologues se s i t u a n t  au  n iveau d e s  sites d e  

f i x a t i o n  du ca lc ium e t  dans les r é g i o n s  h é l i c o ï d a l e s .  La TN-C, 

qu i  possède q u a t r e  s i t e s  de f i x a t i o n  du calcium, a  une s t r u c t u r e  

s i m i l a i r e  à c e l l e  de  l a  s t r u c t u r e  hydrophobe p a r t i c u l i è r e  d e  l a  

parvalbumine (Weeds e t  Mc Lachlan, 1974) (Figure  I V  -1) . 

L'é tude  d e  l a  séquence en  a c i d e s  aminés de  l a  

chaîne l é g è r e  L25 de  l a  myosine de muscle b lanc  de  Lapin a  

permis de montrer  une homologie de  séquence c e r t a i n e  e n t r e  

l a  TN-CI l a  parvalbumine e t  l a  cha îne  l é g è r e ,  mais a u s s i  d e s  

p e t i t e s  d i f f é r e n c e s ,  comme p a r  exemple l e  nombre de  r é s i d u s  

ac ides  au n iveau d e s  " s i t e s  de  f i x a t i o n  du calcium1; q u i  s e r a i e n t  

s u f f i s a n t e s  pour que les c h a î n e s  l é g è r e s  ne f i x e n t  pas l e  calcium 

(Weeds, 1975).  

I l  e s t  donc i n t é r e s s a n t  d ' é t u d i e r  l a  s t r u c t u r e  

pr imaire  de l a  cha îne  l é g è r e  d e  p l u s  h a u t  poids  molécu la i re  de 

l a  I'myosine-VG" d e  coeur  de Porc  e t  d e  l a  comparer à c e l l e s  d e s  

myosines d ' a u t r e s  e spèces ,  ou d ' a u t r e s  muscles,  a i n s i  q u ' a  l a  

TN-C e t  à l a  parvalbumine, a f i n  de s a v o i r  s ' i l  e x i s t e  une r e l a t i o n  

e n t r e  l ' é v o l u t i o n  d e s  espèces  e t  les  p e t i t e s  d i f f é r e n c e s  au  

niveau des  séquences du " s i t e  d e  f i x a t i o n  du calcium". D e  p l u s ,  

un a u t r e  i n t é r ê t  d e  c e t t e  é t u d e  est  de  c o n n a î t r e  l e  r ô l e  d e  l a  

d u p l i c a t i o n  d e  gène de c e s  d i f f é r e n t e s  p r o t é i n e s  (parvalbumine, 

TN-C e t  cha îne  l é g è r e ) .  



Cette étude de structure primaire semble néanmoins 

difficile du fait de l'hétérogénéite de structure de cette 

chaîne légère de plus haut poids moléculaire (Ueda et Yazaki, 

1981). 

Bien que les mobilités électrophorétiques des 

chaînes légères de même poids moléculaire, pour la "myosine V " D 
et la myosine VGM, soient identiques (Chapitre III), les diffé- 

rences observées au niveau des chaînes lourdes de ces myosines 

(Chapitre 1), nous ont amené à séparer les deux ventricules pour 

l'étude de la structure covalente des chaînes légères de la 

myosine cardiaque de Porc. 

Nous nous sommes attachés, dans ce travail, à 

l'étude de la chaîne légère de plus haut poids moléculaire 

de la myosine extraite du ventricule gauche de coeur de 

Porc. (Pour la définition de la chaîne légère LZ7, voir le 

Chapitre 1) 

CHAINES LÉGÈRES DE MYOSINE DE VENTRICULE GAUCHE 

DE COEUR DE PORC, 

1 - POINTS ISOELECTRIQUES DES SOUS-UNITES DES MYOSINES 

V%NTRICULAIRES . 
La détermination des points isoélectriques des sous- 

unités d'extraits bruts d'actomyosine des ventricules de coeur de 

Porc a été effectuée par électrophorèse en double dimension 

(isoélectrofocalisation/électrophorèse sur gel de polyacrylamide 

en présence de SDS) selon la méthode de Boulanger et al,, (1979) 

(AT-IV-A) . Les valeurs des points isoélectriques pour les trois 

sous-unités (chaînes lourdes et les deux chaînes légères L27 

et L18) de la "myosine-v " sont identiques à celles de la D 
"myosine-V ". Ces valeurs ainsi que celle de l'actine cardiaque 

G 



1, CHAINES- 
LOURDES 

ACT I îE 

FIGURE IV-2 D é t e h m i n a t ~ o n  deb po in t s  n b o e l e c ~ h ~ q u e n  deb 

b o u b - u n ~ t é b  d ' ac tomyob ine  cahdiaque pah eLec tho-  

phoaèb e  en doub le  d i m e n b ~ o n  

Première dimension i b  oé&ZCtho jiocalib atioM dan6 l e b  

condi t ion6  d é c k i t e b  pu4 BOUL4NGER e t  a l  7 9 7 9  

Deuxième dimension é l ec thophohèbe  buh  g e l  de p o l y -  

achylamide ( 20% ) en p laque ,  en tampon Tnib-Glyco-  

c o l l e  de pH 8 , 4  en phfibence de SDS. Leb mahqueukb 

de poida motécuLaihe b o n t  des photé ineb  de L'adRno- 
vihub de t y p e  1 Z corrhebpondant à deb b0ub-ubIitéb 

d ' e n v i h o n  120.000 ; 62.500 ; 4b.000 e t  1b.500 d a l t o n b .  



s o n t  données dans l a  F igure  IV-2- 

II - PREPARATION DE LA CHAINE LEGERE "L27" 

Pour i s o l e r  l a  cha îne  l é g è r e  une prépara-  

t i o n  b r u t e  (AT-1-Ab)de myosine cardiaque  de v e n t r i c u l e  gauche 

a  é t é  u t i l i s é e .  Contrairement  à l a  myosine de muscle s q u e l e t t i q u e ,  

l ' a c t i o n  d e  l ' a c i d e  5 , 5 ' - d i t h i o  b is -2  n i t r o  benzoïque (DTNB) 

ou l e  t r a i t e m e n t  a l c a l i n  ne pe rmet ten t  p a s  de d i s s o c i e r  sGlec- 

t ivement  chacune des  cha înes  l é g è r e s  de l a  myosine cardiaque .  

Seule  l ' a c t i o n  d ' a g e n t s  d i s s o c i a n t s  (u rée  8 M  - ou c h l o r h y d r a t e  de 

guanidine  6 M )  - permet l a  d i s s o c i a t i o n  chaînes  lourdes /chaines  

l é g è r e s  de  l a  myosine cardiaque .  T r o i s  techniques  o n t  é t é  u t i l i -  

s é e s  pour p u r i f i e r  chacune d e s  cha ines  l é g è r e s  de l a  myosine 

ca rd iaque  de  Porc. 

1') CHROMATOGRAPHIE D'ECHANGE D'TONS 

Pour s é p a r e r  les cha ines  l é g è r e s  de l a  myosine 

cardiaque  p l u s i e u r s  a u t e u r s  ( P e r r i e  e t  Per ry ,  1970 ; Kendrick- 

Jones  e t  a l . ,  1976) e f f e c t u e n t  une d i s s o c i a t i o n  cha înes  lourdes /  

chaînes  l é g è r e s  s u i v i e  d 'une  chromatographie d 'échange d ' i o n s  

s u r  DEAE-Cellulose (Weeds e t  Lowey, 1971 ; Leger e t  a l . ,  1975) .  

Le rendement de l a  s é p a r a t i o n  est en généra l  f a i b l e .  Dans l e  c a s  

de l a  myosine cardiaque  de Porc ,  nous avons u t i l i s é  l a  chroma- 

tograph ie  d 'échange d ' i o n s  s u r  colonne de DEAE-Sephadex AS0 
dans l e s  c o n d i t i o n s  de Richards e t  a l . ,  (1967) (AT-XII-Bb) 

q u i  a  condu i t  à l ' o b t e n t i o n  de 9  mg de l ' u n e  des  cha ines  l é g è r e s  

p a r  gramme de myosine. 

2 " )  PRECIPTTATTON P l T E  "ISOELECTR12UE" 

C e t t e  méthode de  s é p a r a t i o n  p l u s  r é c e n t e  

(Hi ra t suka ,  1980) a  é t é  e s sayée  au l a b o r a t o i r e  (AT- I I -B)  . 

Lors de nos deux essais, nous avons rencon t ré  

de nombreux problèmes : 

. a p r è s  d i s s o c i a t i o n  des  cha înes  lourdes /chaînes  

l é g è r e s ,  l ' é t a p e  d ' é l i m i n a t i o n  des  cha înes  l o u r d e s ,  p a r  



p r é c i p i t a t i o n ,  e n t r a î n e  une q u a n t i t é  importante de c h a î n e s  

l égè res .  

. l o r s  de l ' é t a p e  de  d i a l y s e ,  pour é l i m i n e r  

l ' u r é e ,  il y a formation d 'un p r é c i p i t é  q u i ,  ana lysé  p a r  

é l e c t r o p h o r è s e  s u r  g e l  de  polyacrylamide,  est un mélange de 

cha înes  l o u r d e s  e t  de cha înes  l é g è r e s .  

. l ' é t a p e  de c o n c e n t r a t i o n  pa r  u l t r a f i l t r a t i o n  

provoque un abaissement du pH de  l a  s o l u t i o n  e t  e n t r a î n e  l a  

p r é c i p i t a t i o n  des  cha înes  l é g è r e s  (une é t a p e  de  d i s s o l u t i o n  

e t  de  c e n t r i f u g a t i o n  supplémenta i re  es t  n é c e s s a i r e ) .  

. l o r s  d e  l a  s é p a r a t i o n  s é l e c t i v e  d e s  c h a î n e s  

l é g è r e s  p a r  p r é c i p i t a t i o n  i s o é l e c t r i q u e  à pH 5 ,3 ,  nous obtenons 

l a  chaîne l é g è r e  L27 dans l e  surnageant ,  mais l e  p r é c i p i t é  

c o n t i e n t  l a  cha îne  l é g è r e  L18 contaminée p a r  une q u a n t i t é  

importante de  L27. 

Lors de  nos deux e s s a i s ,  les rendements obtenus 

o n t  t o u j o u r s  é t é  net tement  i n f é r i e u r s  à ceux p u b l i é s  p a r  les 

au teurs .  

3') E L E C T R O P H O R E S E  S U R  G E L  D E  P O L Y A C R Y L A M T P E  

P R E P A R A T T  VE 

L ' é t u d e  de l a  s t r u c t u r e  p r ima i re  e x i g e a n t  l ' i s o l e -  

ment par une t e c h n i q u e  s imp le  d ' u n e  q u a n t i t é  r e l a t i v e m e n t  

impor tan t e  d  ' u n e  p r o t é i n e  dans un &kt de pure t é  é l e v é ,  nous  

avons mis au  p o i n t  un mode o p é r a t o i r e  o r i g i n a l  p e r m e t t a n t  de 

s épare r  en une s e u l e  é t a p e  l e s  chacnes  l ourdes  de chacune de s  

chacnes  l é g è r e s .  Une t e c h n i q u e  d ' é l e c t r o p h o r è s e  p r é p a r a t i v e  

s u r  g e l  de po l yacry lamide  en  p ré sence  d ' u r é e  8M e t  Z ' é l u t i o n  des  

bandes p r o t é i q u e s  c o l o r é e s ,  permet  d ' i s o l e r  séparément  80 à 

100 mg de chaZnes  Zégères par gramme de myosine déposé  s u r  l e  g e l  

( A T - I I - A b ) .  Les chaZnes l é g è r e s  p u r i f i é e s  par c e t t e  méthode 

o n t  é t é  u t i l i s é e s  pour nos  é t u d e s  de s t r u c t u r e  p r ima i re .  



4') C R I T E R E  P E  P U R E T E  D E S  P R E P A R A T I O N S  

La préparation de myosine comme celle des chaînes 

légères sont analysées par électrophorèse sur gel de polyacry- 

lamide en présence de SDS en tampon Tris-glycocolle de pH 8,4 

(AT-III-Aa) . 

L ' électrophorégramme (Figure IV-3) révèle 
que la myosine du ventricule gauche de coeur de Porc migre sous 

la forme de trois bandes dont les mobilités électrophorétiques 

correspondent respectivement à 200 000, 27 000 et 18 000 daltons. 

Chacune d e s  p r é p a r a t i o n s  d e  c h a c n e s  l é g è r e s  s e  

r é v è l e n t  homogènes compte  t e n u  du t é m o i n  de  m y o s i n e  a d j a c e n t  

(Figures IV-3c et IV 3d). 

III - ETUDE DE LA COMPOSITION EN ACIDES AMINES ET DE L'ACIDE 
AMINE N-TERMINAL DES CHAINES LEGERES 

1') C O M P O S I T I O N  E N  A C Z V E S  A M I N E S  

Les compositions en acides aminés des chaînes 

légères L2, et L~~ de la "myosine VG" de coeur de Porc ont été 

réalisées dans les conditions décrites (AT-XV-A) . 

Ces compositions ne mettent pas en évidence de 

différences très caractéristiques entre les deux chaînes légères 

(Tableau IV-1). S e u l  l e  t a u x  de p r o l i n e  p e u t  ê t r e  c o n s i d é r é  comme 

d i f f é r e n t .  

2") V E T E R M I N A T I O N  DE L ' A C I D E  A M I N E  N - T E R M I N A L  

La méthode des dansyl-anino-acides devait nous 

permettre de déterminer l'acide aminé en position N-terminale 

(AT-XVI-A) . 
Par cette technique, aucun a-dansyl-amino-acide 

n'est identifiable, aussi bien pour L27 que pour L18 : les 

deux chaînes légères possèdent une e x t é m i t é  N - t e r m i n a l e  b l o q u é e ,  

comme les chaînes légères d'autres types de muscle (dont la 

structure covalente a déjà été déterminée) (L25 ; L18 ; 



FIGURE IV-3 Electhopkohèb e  buh g e l  gnad ien t  de polyachylamide 

( 5 - 3 0 %  ) r n  plaque en tampon T h i s - G l y c o c o l l e  de 

pH b , 4  e t  en  phesenCe de SOS 
( a )  d ' u n  e x t h a i t  bhut  d ' u n e  phépahat ion de myoaine 

de  coeuh de Pohc 

( b )  de l a  phépahat ion pun i6 i ée  pah c e n t h i ( u g a t i o n  

à 1 0 5 . 0 0 0  g en phébence de Na2-ATP 

(c) phépahat ion de l a  cha îne  l é g è n e  L f 7  

( d )  prrépana;tion de l a  cha ine  l é g è n e  L 1 8  



- AS P  1 8  20 1 8  1 6  1 8  23 -- --- -. 
THR 1 0  7  11 1 2  7  1 0  - 
'3E? 6 8 5  4  1 O 5  

GLU 2 8  29 2 8  34  3 2  23 

PRO 1 4  1 3  1 7  1 7  4  6  

G  LY 1 3  1 2  1 4  11 1 2  1 3  
. -.-A - --- -- 

A  LA 1 7  23 1 8  1 4  1 7  1 4  

CY s/., 1 1 3  2  1 2 

'/AL 8 11 9  11 8 9  

?ET 7 6 7  8  7  5 

1 LE 6  9  7  7  7 1 0  

LEU 1 3  1 4  1 2  1 5  9  
--.-- 

1 4  
-- 

TYR 3  3  3  3  3  2  

PH E 8  8 1 0  1 0  4  1 2  

H I S  3  2  3 3 1 1 
- - 

LYS 1 5  20 2 0  2 2  ' 2 4  1 6  - 
ARG 6  4  5  6 ... 6  6  

TRP 0 O O O 1 '  O 1 
( j i .  

Légèhen d e  myon ine  poux di , j , j iZhentea eclpèceb 

(a) L2 de  La"myonine-V l 1  d e  coeuir d e  Potrc 
G 

( G R A N D I E R - V A Z E I L L E  e t  T E T A E R T  1 9 7 8  ) 

(b) L Z 5  d e  La myon ine  d e  munc le  n q u l e t t i q u e  

d e  Lapin  ( F R A N C K  e t  W E E D S  1 9 7 4  ) 

(c) L Z 7  d e  La myon ine  de  c o e u h  de  BoeuO ( W E E D S  1 9 7 5  

(d) Le d e  l a  rnyonine d e  coeutr de  PouLet  ( M A I T A  e t  a l  

1 9 8 0  l 

(e) L I  d e  La "myonine-VG1'  de  c o e u h  de  pohc 

( G R A N D I E R - V A Z E I L L E  e t  T E T A E R T  1 9 7 8  ) 

(f) L 1 8  d e  La myon ine  d e  munc le  n q u e L e t t i q u e  
/ / I 

d e  Lap in  ( M A T S U D A  e t  a l  1 9 7 7  ) 
' ,<,&i) 

"IJ * Valeur moyenne arrondie pour 1 2  analyses ( 2 4  et 7 2  heures ) 

Le tryptophane a été dosé selon la méthode de LIU e t  C H A N G  1 9 6 9  



~~6 de l a  myosine du muscle s q u e l e t t i q u e  b l a n c  de  Lapin (Franck 

e t  Weeds, 1974) L25 de  l a  myosine d e  muscle ca rd iaque  de P o u l e t  

(Maita e t  al., 1980) e t  l a  s t r u c t u r e  p a r t i e l l e  de  L27 de  l a  

myosine ca rd iaque  de Boeuf (Weeds, 1975).  

I V  - ETABLISSEMENT D ' U N  CRITERE DE PURETE SPECIFIQUE DE LA 

CHAINE L27 

Les c h a î n e s  l é g è r e s  La7 e t  L18 de l a  "myosine-Vc 

du coeur  de Porc  ne r é v é l a n t  pas  d e  d i f f é r e n c e s  t r è s  c a r a c t é -  

r i s t i q u e s  n i  dans les composi t ions en a c i d e s  aminés, n i  au 

niveau de l e u r s  e x t r é m i t é s  N-terminales ,  nous avons pensé q u ' i l  

é t a i t  important  d ' é t a b l i r  un a u t r e  c r i t è r e  de p u r e t é  que 

l ' é l e c t r o p h o r è s e  a n a l y t i q u e  s u r  g e l  d e  polyacrylamide. 

Les hydro lysa t s  p a r  l e  bromure de cyanogène (BrCN)  

de chacune d e s  cha ines  l é g è r e s  préa lablement  alkylées(AT-VIII-Ab) 

son t  f r a c t i o n n é s  p a r  chromatographie de  g e l  f i l t r a t i o n  s u r  

colonne de Sephadex GS0 en tampon T r i s - H C 1  de  pH 9 , s  ; propia-  

n a t e  de sodium 1 M  - (AT-X-D). 

Les p r o f i l s  d ' é l u t i o n ,  r e p r é s e n t é s  f i g u r e  I V - 4  

montrent que s e u l e s  les f r a c t i o n s  de  f a i b l e  temps de  r é t e n t i o n  

(Frac t ion  A ) ,  s o n t  b i e n  séparées .  Ces f r a c t i o n s  A27 pour L27 

e t  A18 pour L18 correspondent  au p e p t i d e  d e  p l u s  h a u t  poids  

moléculaire .  E l l e s  o n t  é t é  i s o l é e s  e t  ana lysées  en dé terminant  

l e u r  composition en a c i d e s  aminés e t  en é t u d i a n t  l e u r  a c i d e  

aminé en p o s i t i o n  N-terminale. 

. La f r a c t i o n  A27 n ' a  p a s  d ' e x t r é m i t é  N-terminale 

dansylable e t  s a  composition en a c i d e s  aminés est c a r a c t é r i s é e  

pa r  un t aux  é l e v é  e n  p r o l i n e ,  en  a c i d e  g lu tamique ,  e n  a l a n i n e  e t  

en  l y s i n e  t a n d i s  que c e l u i  en l e u c i n e  est f a i b l e  e t  c e l u i  en 

t y r o s i n e  e s t  n u l  (Tableau IV-2 )  . 
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30 40 50 60 70 80 90 100 

* 
NO FRACTION 

FIGURE IV-4 P h o d i l  d ' é l u t i o n  buh  co lonne  de Séphadex G - 5  O 

a )  de i ! 'hydhoLyhat  aphcn acZ ion  du Bha?lnuhe de  cyanogène 

de l a  cha îne  Lég2fie L2 de l a  "myonine-VG" 

b) de  l f h y d h o l y a a ; t  aphcn a c t i o n  du Bkomuhe de cyanogene 

de l a  cha îne  l é g è h e  Lia de l a  "myonine-VG' 

Lea OhacZionnemenXh hon;t h & a l i n é n  en  ;tampon phopionaxe 

de aodium I M ; Tfiin-HCL O ,  Q 5  M de pH 9 , 5  nuh une 

co lonne  de SZphadex G 5  0  ( 1.5 O x  2 6  cm ) 6 un d é b i t  

de 2 5 , 2  m l /  mn e;t Les dkacXionb c o l l e c t é e h  honx  de 5  m l .  

La cuuhbe d t Z l u t i o n  e n t  e x a b l i e  pah h é a c k i o n  de L O W R %  



AS P 3 3 3 3 6 5 

THR 1 2 2 O 2 4 

SER 1 2 3 2 3 1 

GLU 9 9 14 7 14 lu 

PRO 12 10 14 10 O 2 

G L Y  1 1 
.- ---- -- 

O O 1 5 

ALA 11 8 5 13 7 - - - - --- -- -- - - -- 
2 

CY s/? O 1 O O 1 1 

VAL 1 1 2 -- 1 2 2 

MET (1 (1) - (1) -- (1) (1) (1) 

1 L E  3 2 2 3 2 3 

LEU 1 1 1 1 6 5 ----- 
TYR O O O O 1 O 

PHE 1 3 5 1 1 4 

H 1 S O O O O O O 

L Y S  9 8 13 9 5 8 
- -- 

ARG O 1 1 O 2 1 

TRP O 0 0 0 O 0 

N-TER N.D N.  D  N . D  N.D Phe Phe 
N - b l o q u é  N - b l o q u é  N - b l o q u é  N - b l o q u é  

TABLEAU I V - 2  CamponiXion en  ac iden  aminén eX exXaémiXé 

( a )  de l a  cha îne  l é g è n e  LZ de l a  "myoniqe-VG" 

de coeu4 de Po4c ( G R A N D I E R - V A Z E I L L E  e t  T E T A E R T  1 9 7 8  ) 

( b )  de Ca cha îne  l é g è n e  L2 de l a  myonine de 

coeuh  de Eueu6 ( W E E D S  1 9 7 5  

(c) de l a  cha îne  l égè i ie  L , ,  de l a  myonine de cocu* 

de pou l e t  ( M A l T A  e t  a l  1 9 8 0  

( d )  de  l a  cha îne  l é g è n e  L Z 5  de  l a  myonine de muncle 

n q u e l e t t i q u e  de Lapin ( F R A N K  e t  W E E D S  1 9 7 4  

( e )  de  l a  cha îne  l é g è n e  L I a  de l a  "myonine-VG" de 

coeu4  de o4c ( G R A N D I E R - V A Z E I L L E  e t  T E T A E R T  1 9 7 8  1 

(f) de l a  cha îne  t é g è h e  L I a  de l a  myonine de musc le  

nqueLeXXique de Lapin ( M A T S U D A  e t  a l  1 9 7 7  1 

R V a l e u r  m o y e n n e  arrondie pour 12 analyses  ( 24 e t  72 heures ) 

les r é s i d u s  de m é t h i o n i n e  s o n t  i d e n t i f i é s  en  h o m o s é r i n e  



. Pour l a  f r a c t i o n  A18, l ' e x t r é m i t é  N- termina le  

e s t  un r é s i d u  de phényZaZanine e t  l a  composition en a c i d e s  

aminés est c a r a c t é r i s é e  par l ' a b s e n c e  de p r o l i n e  (Tableau I V - 2 e ) .  

Ce c r i t è r e  d'homogénéité de  l a  p r é p a r a t i o n ,  

s p é c i f i q u e  de l a  cha îne  l é g è r e  L27,  est performant.  Il  f a i t  

- i n t e r v e n i r  l a  méthode au c h l o r u r e  de dansyl  pour l a  dé te rmina t ion  

de l ' a c i d e  aminé en p o s i t i o n  N-terminale q u i  permet de d é t e c t e r  

jusqu 'à  0 , 2  nanomole de pep t ide  contaminant.  

V - CONCLUSION 

Parmi l e s  méthodes  d  ' i s o l e m e n t  e t  de p u r i  f i c a t i o n  

de s  chaZnes l é g è r e s  de myosine ,que nous  avons  u t i l i s é e s ,  s e u l e  

Za méthode par b l e c t r o p h o r è s e  p r é p a r a t i v e  ( m i s e  au p o i n t  au  

L a b o r a t o i r e )  nous  a  permis  d ' o b t e n i r  chacune de s  chacnes  l b g è r e s  

avec  un bon rendement  ( 8 0  à 100  mg de c h a t n e s  l é g è r e s  par  gramme 

de myosine  c a r d i a q u e ) .  

L 'homogéné i té  des  p r é p a r a t i o n s  de p r o t é i n e  e s t  

v é r i f i é e  h a b i t u e l l e m e n t  en  u t i l i s a n t  d e s  c r i t è r e s  de p u r e t é  

t e l s  que Z ' éZec t rophorè se  s u r  g e l  de po l yacry lamide ,  l a  dé t e rmina -  

t i o n  de l a  c o m p o s i t i o n  e n  a c i d e s  aminés  ou de l ' a c i d e  aminé en 

p o s i t i o n  N- termina le .  

Dans l e  ca s  des  cha431zes Zc;gères,a e u l e  2 ' é l e e t r o p h o -  

r è s e  s u r  g e l  de po l yacry  lamide é t a i t  u t i l i s a h Z e .  En e f f e t ,  

l c s  e x t r é m i t & s  N- t e rmina l e s  s o n t  b l (7quées  e t  l e s  c o m p o s i t i o n s  

en a c i d e s  aminés ne s o n t  pas c a r a c t é r i s t i q u e s .  

Nous avons  mis  au p o i n t  un c r i t è r e  de p u r e t é  

s p é c i f i q u e  de l a  cha-îne l é g è r e  L s 7  q u i  f a i t  i n t e r v e n i r  l e  

f r a c t i o n n e m e n t  par  geZ f i l t r a t i o n  s u r  co lonne  de Sephadex GS0 

e t  Z 'Btude de l ' e x t r é m i t é  N- termina le  ( p a r  l a  méthode du 

c h l o r u r e  de d a n s y l )  de l a  f r a c t i o n  de p l u s  hau t  po ids  m o l é c u l a i r e ,  

ob t enue  par a c t i o n  du bromure de cyanogène.  



C - SÉPARATION DES HYDROLYSATS DE L A  CHAINE LÉGÈRE, 

PAR LES TECHNIQUES CLASSIQUES, ET ÉTUDE DES 

PEPTIDES 1 SOLÉS 

1 - ETUDE DE L'HYDROLYSAT PAR LE BROMURE DE CYANOGENE DE LA 
CHAINE LEGERE "L2, " 

1') C U N T R O L E  D E  L'HYDROLYSE 

La chaîne légère préalablement réduite et alkylée 

( AT-VIXIA) esthydrolysée par le BrCN. Les résultats de 1 'hydrolyse 

sont contrôlés par électrophorèse sur gel de polyacrylamide 

en présence de SDS. Cependant, l'électrophorèse analytique ne 

permet pas dans nos conditions de détecter les peptides de faible 

poids moléculaire. Pour déterminer le nombre de peptides obtenus 

après hydrolyse, la dansylation de l'hydrolysat total a été 

effectuée : cinq a-dansyl-amino acides ont été mis en évidence 

(DNS acide aspartique;DNS-glycine ; DNS-alanine ; DNS-leucine 

et DNS-lysine). Une quantification des différents acides aminés 

en position N-terminale par la technique des PTH-amino - 
acides, associée à la chromatographie liquide haute performance 

( ~ p m - ~ b )  a été établie et est donnée dans le Tableau IV-3. 

2") FR A C T I O N N E M E N T  

L'hydrolysat est fractionné par chromatographie 

de gel filtration sur colonne de Sephadex G5-, comme nous l'avons 

précédemment décrit. Le profil d' élution (Figure IV-4) 

montre que six fractions peuvent être séparées. Ces fractions 

sont débarrassées des sels (Tris-proprionate de sodium) par 

chromatographie de gel filtration sur colonne de Sephadex G15 

ou GZ5 en ammoniaque 0,lM - (AT-X-B) puis lyophilisées. 

3 " )  E T U D E  DES Dl FFERENTES F R A C T I O N S  

Par l'étude de l'acide aminé en position N-termi- 

nale, seule la f r a c t i o n A  qui correspond au peptide de plus haut 

poids moléculaire est homogène. 



1 SOLEUC 1 NE 

dea PTH-amino acides Oohmhb apnèb d e u x  c y c l e b  

d e  d h g h a d a t i o n  C?.IEDIJIAN m a n u e l l e  b u t  l e b  p e p t i d e s  

d~ P1hyd4oLysaX o b t e n u  aphéb a c t i o n  du Bhomuhe de 

cyanogéne  d e  l a  c h a î n e  l é g é n e  L Z 7  de l a  "myob ineTVG"  



Les a u t r e s  f r a c t i o n s  do iven t  être r e p u r i f i é e s .  

P l u s i e u r s  e s s a i s  de s é p a r a t i o n  o n t  é t é  e f f e c t u é s  : 

. s o i t  par  chromatographie  d ' échange  d ' i o n s  s u r  

co lonne  de s u t f o p r o p y l  Sephadex C s 5  : les f r a c t i o n s  ; C ; D 

e t  E o n t  é t é  rechromatographiées s u r  colonne de  SP-Sephadex C25 

pour t e n t e r  de  sépare r  les d i f f é r e n t s  p e p t i d e s  (AT-XII-Ab). 

Les p r o f i l s  d ' é l u t i o n  d e  c e s  d i f f é r e n t s  f r ac t ionnements  r é v è l e n t  

t r o i s  p i c s .  

Par  exemple pour  l a  f r a c t i o n  B ( F i g u r e  IV-5) 

deux f r a c t i o n s  pep t id iques  peuvent  ê t r e  i s o l é e s .  En e f f e t ,  l e  

p i c  é l u é  en premier ne c o n t i e n t  pas  d ' a c i d e  aminé e t  correspond 

à des  s e l s .  Pa r  c o n t r e ,  les p i c s  1 e t  2  correspondent  r e s p e c t i -  

vement à d e s  pep t ides  de  59 e t  39 r é s i d u s  (Tableau I V - 4 ) .  

A p a r t i r  des  25 m g  de l a  f r a c t i o n  B chromatographiée s u r  l a  

colonne, nous avons obtenu 1 , 4  mg (15,2 nanomoles) du pep t ide  

de 59 r é s i d u s  e t  1 , 3  mg ( 2 0 , 4  nanomoles) du p e p t i d e  de  39 r é s i d u s  : 

Ze rendement  de Za chromatographie  e s t  donc t r è s  f a i b l e .  

De m ê m e  pour les p u r i f i c a t i o n s  d e s  f r a c t i o n s  C ; 

D e t  E ,  l e s  q u a n t i t é s  de  p e p t i d e s  i s o l é e s  e t  p u r i f i é e s  s o n t  

t r o p  f a i b l e s  pour une é tude  u l t é r i e u r e .  

. s o i t  par  é l e c t r o p h o r è s e  à haut  v o l t a g e  s u r  pap i e r ,  

l e s  f r a c t i o n s  E e t  F I  correspondant  à d e s  p e p t i d e s  de f a i b l e  

poids  molécu la i re ,  o n t  é t é  s é p a r é e s  pa r  é l e c t r o p h o r è s e  p r é p a r a t i v e  

à hau t  v o l t a g e  s u r  p a p i e r .  Après c o l o r a t i o n  pa r  l a  n inhydr ine  à 

0,2 % ,  s i x  bandes o n t  é t é  r é v é l é e s p o u r  l a  f r a c t i o n  E e t  t r o i s  

pour l a  f r a c t i o n  F. Les bandes l o c a l i s é e s  o n t  é t é  découpées 

e t  é luées .  Tou te fo i s ,  les q u a n t i t é s  de p e p t i d e s  a i n s i  récupérées  

son t  également t r o p  f a i b l e s  pour une é t u d e  u l t é r i e u r e .  
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v'aleiirs Valeurs Valeurs Vale~rs 

Trouvées Arrondies Trouvées Arrondies 

ASP 510 5 5,l 5 

T HR 118 2 212 2 - 
SER 210 2 1,6 2 

GLU 816 9 6,8 7 

PRO 11,O 1.k 318 4 
-- - -- - 

G L Y  316 4 314 3 - 
A L A  g18 10 414 -- - - - 

4 - 
CYS$ O O O 

- - -- - 
O 

- - 
VAL 111 1 210 2 

- - --- 
.\ET ffse (1) Hse -~ .- - - 7- 

( 1 )  

1 L E  2 ,-j- 2 
-----.- - - - -  - -- -7- 

112 1 

L E  LJ 114 1 210 2 

TY:! 3 3 0 
-.--- - 

O - 
PHE 311 3 

-- 
118 

- - - - - 
2 

H I S  O O O O 

LYS 719 8 410 4 
-- 

ARG O O d18 1 

TOTAL  59 3 9 

NMOLES 15,2 20,4 

PO 1 DS 1 ,4 mg 1,3 nig 

TABLEAU IV-4 Compobit ion en  ac ideb  aminés e t  trendement 

deb pich 1 et 2 i b o l é b  apaèb chtomatogttaphie 

bu4 colonne de SP-Séphadex C - 2 5  de la fraction B 

( 25 m g  obtenub aptr2b chtromatogtaphie bu4 co lonne  

de Séphadex G 5 O ) obtenue  aptrèb a c t i o n  du btromutre 

de cyanogène bu4 La c h a î n e  légèire L, de La "mgobine-VGf' 
de c o e u t  de Pukc.  

% Hse = Homosérine ( après action du bromure de cyanogène, le 

rësidu de méthionine se transforme en homosérine ou 

homosërine lactone ) 



. s o i t  par chromatographie  d ' échange  d ' i o n s  su r  

co lonne  de r é s i n e  "Chromobeads P!' 
Les peptides de faible poids moléculaire sont 

séparés par chromatographie sur résine d'échange d'ions. Ainsi 

la fraction E est séparée en s e p t  sous-fractions et la fraction F 

est séparée en t r o i s .  

Comme pour les fractionnements précédents,les 

peptides s'adsorbent sur la résine et les quantités recueillies 

sont trop faibles pour leur étude structurale. 

Seule une sous-fraction,de la fraction F,révèle 

une composition en acides aminés caractéristique : alanine et 

sérine en rapport équimolaire. Ce peptide ne contient pas 

dg homosérine. Comme aucun dansyl-sérine n' a été mis en évidence 

dans l'hydrolysat total, nous pensons que ce peptide Ala-Ser est 

l e  p e p t i d e  C- termina l  de l a  mo lécu l e  obtenu après action du BrCN. 

4 " )  CONCLUSION 

L ' é t u d e  de Z ' h y d r o l y s a t  aprè s  2 ' a c t i o n  du brovure  

de cyanogène nous  permet d ' o b t e n i r  l e  p e p t i d e  N-terminal  de 

5 1  r é s i d u s  e n v i r o n  ( f r a c t i o n  A )  e t ,  d e s  p e p t i d e s  d ' e n v i r o n  5 9  e t  

3 9  r é s i d u s ,  mais  en  q u a n t i t é  t r o p  f a i b l e  pour de s  é t u d e s  u l t é -  

r i e u r e s .  

S e u l  un d i p e p t i d e ,  par s a  c o m p o s i t i o n  en a c i d e s  

aminés e t  l ' é t u d e  de s  e x t r é m i t é s  N - t e rmina l e s  ( d e s  p e p t i d e s  

de l l h y d r o Z y s a t  t o t a l )  peu t  ê t r e  r e p l a c é  e t  correspond  au 

p e p t i d e  C-termina 2 (AZa-Ser)  . 

II - ETUDE DES PEPTIDES TRYPSIQUES DE LA CHAINE LEGERE 
La chaîne légère préalablement réduite et alkylée 

par l'iodoacétamide @T-VIII-Ab) est hydrolysée par la trypsine 

(AT-IX-~a) traitée par le T.P.C.K. 

1') CONTROLE DU RENDEMENT DE LtHYDROLYSE TRYPSTQUE 

L'étude par électrophorèse sur gel de polyacrylamide 

en présence de SDS a permis de contrôler l'efficacité de l'hydro- 

lyse trypsique. L'électrophorégramme a révélé, en plus d'une 

bande protéique dont la mobilité électrophorétique est comparable 



à c e l l e  de l a  chaîne l é g è r e ,  l a  présence  de p l u s i e u r s  bandes 

correspondant  à des p e p t i d e s  d e  p l u s  f a i b l e  po ids  molécula i re .  

2') FRACTIONNEMENT DE L'HYDROLYSAT TRYPSZQUE 

Seule l a  p a r t i e  s o l u b l e  de l ' h y d r o l y s a t  e s t  

f r a c t i o n n é e  p a r  chromatographie d'échange d ' i o n s  s u r  colonne de 

Chromobeads P (AT-XII A & ) , L ~  p r o f i l  d ' é l u t i o n  é t a b l i  p a r  r é a c t i o n  

à l a  n inhydr ine  révè le  30 p i c s  (F igure  IV-6). 

I l  e s t  à n o t e r  que  l o r s  du passage du tampon 

fo rmia te  de p y r i d i n e  0,lM de pH 2,9, il se forme un f l o c u l a t  s u r  

l e  hau t  de colonne,  c e l u i - c i  ne d i s p a r a i s s a n t  q u ' a p r è s  passage 

de l a  soude 0 ,2  N ( l o r s  de l a  r é g é n é r a t i o n  de l a  colonne de r é s i n e )  

3") ANALYSE DES PEPTIDES TRYPSl PUES 

L'homogénéité d e s  f r a c t i o n s  i s o l é e s  est  c o n t r ô l é e  

p a r  é lec t rochromatographie  s u r  p a p i e r  (AT X I I I - A )  . Les f r a c -  

t i o n s  homogènes son t  e n s u i t e  c a r a c t é r i s é e s  par  l e u r  e x t r é m i t é  

N-terminale (dansyl-amino a c i d e )  e t  p a r  l e u r  composition en 

a c i d e s  aminés (Tableau IV-5). L e s  f r a c t i o n s  rapidement é l u é e s  s o n t  

t r è s  hé térogènes  (présence  de  h u i t  t â c h e s  p e p t i d i q u e s  révé- 

l é e s  après  é lec t rochromagraphie  de  l a  première f r a c t i o n  é l u é e ) .  

4")ETABLISSEMENT D ' U N E  STRUCTURE PARTIELLE D E  L f 7  

PAR HOMOLOGIE 

La séquence complète de l a  chaîne  l é g è r e  LL5 de 

l a  myosine d e  muscle b l a n c  s q u e l e t t i q u e  de Lapin a i n s i  que l a  

séquence p a r t i e l l e  de l a  chaîne  l é g è r e  L27 de  l a  myosine cardiaque  

de  Boeuf é t a n t  connues, nous avons pu proposerune s t r u c t u r e  

p a r t i e l l e  d e  l a  chaîne  l é g è r e  L27 de l a  myosine d e  muscle 

cardiaque  d e  v e n t r i c u l e  gauche de  coeur de Porc à p a r t i r  de 

l ' é t u d e  de l ' h y d r o l y s a t  t r y p s i q u e .  Parmi t r e n t e  f r a c t i o n s  

r e c u e i l l i e s  d i x  s e p t  p e p t i d e s  o n t  é t é  r e p l a c é s  ( F i g u r e  IV-7) 
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P h a d i l  d ' é l u t i o n  du 6fiacltionnemenlt d e  L 1 h y d h o l y ~ a , i .  

y p a i q u e  de l a  c h a î n e  Légèhe  L Z 7  de  l a  myoa ine  d e  

n i h i c ü l e  gauche d e  coeuh  d e  Pohc bu4  c o l o n n e  de  

h é b i n e  Chnomobeadb P .  

Le , ( h a c t i o n n e m e n t  e a t  kéaL ibC e n  u t i L i ~ a n l t  u n  

g h a d i e n t  d e  tampon  dokmiate.  e t  d l a c & t a l t e  de. p y h i d i n e  

( de m o l a n i i é  e t  d e  pH cho ibban l t  ) .  La couhbe  

d l é l u i i o n  e n t  é l t a b l i e  pah doaage  à La n i n h y d f i i n e .  

Le.n 6 h a c l t i o n ~  a n o z é e b  ( 7 à 7 b ) o n t  Q t é  p u h i 6 i Z e n  

elt cahac l tZh iaéeb .  



ASP 3.0 1,7 2,2 1,2 1.0 1,O 2,l 1,l 
P. 

THR 1,9 1,l 0.9 1.1 1.0 

- SER 1,9 1,5 1.1 1.1 

GLU 3,3 4.2 2,3 3.1 4.8 1.3 0.9 0.8 1.2 1,2 1.2 

PRO 11,O 1.1 1.0 1.1 2.0 
.--- -- 

0,8 

GLY 3,2 2.0 1,O 1.2 Op9 1.2 0.9 
- - -- -- 

ALA 1,6 10,2 1.9 4,0 1,O 0,9 1.1 le1 

VAL 1,0 0.9 100 4 0,9 0.9 - -- -- --- - -- 

MET Ov6 0.0 1.0 - - --- 
1 LE 0,7 1,8 0,6 1,0 1.0 On9 

- - -- -- - - - - - - . -. 

LEU 1.0 1.2 1.8 1.6 0.7 1,9 0.8 1,0 
t - - -- - - -- 

TYR 0,5 0,9 

PHE 1,6 1,2 2.6 
-- - - -  -- 

0.8 - 

H I S  0.1 O,8 On8 
- - 

LY S 0,7 2,6 le0 2.0 2,O i.1 2.0 1.0 1 ,O 1.7 1,l 
- - - - -- -- ---p. 

AR6 1.0 0,9 l,o 1.2 2,o 1,2 
. . - -- - - -- - - - - 

TOTAL 1 9 3 6  1 3 1 3  1 4 2  3 1 0  5 4  4 5 5 2 5 9 6 6 - 

TABLEAU CompooiXion en  a c i d e s  aminé* e t  erLnémi.té 

N-Xekminale  dea p e p t i d e s  Z k y p a i q u e a  p u k i a i é a  dea 

6kacXiona 1 à 7 8  du d4ac t ionnemenL  au4 c o l o n n e  de 

4 é d i n ~  Chfiomobeada P . Lea p e p Z i d e s  Xkqpaiques  
W. 

i T I  Ù T f 4  " n t  p l a c é n  dann l a  s é q u e n c e  pu4 homologie 

( v o i n  XexXe 1. 



T3 
4 

1leGlu-Phe-~er-L~s4uGln4n~sp-GiU)-~e-~ysGlu-Ala-~he-~eu-~eu-~yrdsp&~- 
IleGlu-Pha-Asp-Argm-P:r-Lys£ysGlu-Met-Lys( ) Glx-ûlx- 
I- ) ( i(--- --)( ) (--------------- - T4 -T5--T6 -+T7 -w8 

O T 2 4 -  (Ti?\ 
w IV-' Séquence p a n t i e l l e  de l a  cha îne  l é g è f i e  L Z 7  

de l a  myonine de v e n t n i c u l e  gauche de COeUh de Ponc 

é t a b l i e  à p a n t i n  den pep t iden  t nypn iquea  ( 3' l i g n e  

en i t a l i q u e  ) e t  pan homologie avec  l a  néquence 

comp lè t e  de l z 5  de l a  myonine de muncle n q u e l e t t i q u e  

de Lapin ( l 0  l i g n e  ) e t  l a  séquence  p a n t i e l l e  de L Z j  

de La myvdine candiaque  de Boeud ( Z 0  l i g n e  1 .  
Len pep t iden  t n y p n i q u e n  T i  à T f 4  s o n t  placé6 en  t e n a n t  

compte den componi t iona en ac idea  aminéa,  den DannyLn 

amino -acide6 e x  den n équencen homologues . 



. huit le sont sans ambiguité, il s'agit des 

. quatre l'ont ét6, compte tenu du principe des 
- 

mutatiofis ponctuelles et conservatives. Les peptides T12, T16, 

T~~ où par exemple une qrginine remplace une lysine, et T23. 

. Deux peptides ont été replacés compte tenu qu'il 
s'agit de mutation ponctuelle non conservative. Les peptides T2, 

T13 où un r6sidu d'asparagine ou d'acide aspartique remplace un 

résidu de dthionine. 

4 I 

. Compte tenu de son taux en proline et alanine 
élevé et des treize premiers cycles obtenus par dégradation 

automatique dgEDMAN (identifiés seulement par chromatographie sur 

couche mince et chromatographie en phase gazeuse sans silylation), 

le peptide Tj d'environ trente six residus a et& determiné comme 

étant le peptide correspondant 3 la séquence 8-40. 

. D'autres peptides peuvent 6tre placés. Par 
exemple, dans la séquence 46-52, la mutation d'un résidu de cys- 

téine en lysine pennet de placer les peptides T6 et T7. 

S O )  LOCALISATION DES PEPTIDES CONTENANT LES RESIVUS 

DE METHIONINE 

Parmi tous les peptides trypsiques obtenus, seuls 

trois d'entre eux contiennent un résidu de méthionine : T7, T23 

et TZ4. Parmi ceux-ci seul T24 est place avec certitude comme 

étant le peptide C-terminal de L27 :lacomposition en acides aminés 

révèle l'absence de résidu de lysine et d'arginine ; l'acide 

aminé N-terminal est un résidu d'histidine suivi des résidus 

d'isoleucine et de méthionine (dégradation d'EDMAN et dansyl-amino 

acides) . 



Pour isoler les peptides contenant des résidus 
\ 

de méthionine manquants, nous avons utilisé la technique 

d'électrophorèse diagonale . (AT-XIV). Nous avons été là encore 

confrontés au problème de la faible solubilité de l'hydrolysat 

trypsique à p H  3,9 et sur les sept tâches peptidiques attendues 

(en fonction de la composition en acides aminés de la chaîne 

légère et des séquences homologues), seulement trois tâches 

ont été localisées. L'analyse des compositions en acides aminés 

des fractions isolées après électrophorèse diagonale sur papier 

et élution des fractions peptidiques, a révélé l'hétérogénéité 

des fractions. 

Une f a i b l e  p a r t i e  de Z ' h y d r o l y s a t  t r y p s i q u e  e s t  

s o l u b l e .  C e l l e - c i  a  é t é  f r a c t i o n n é e  s u r  co lonne  de r é s i n e  
%W. 

Chromobeads P .  Malgré l ' a p p a r i t i o n  d ' u n  f l o c u l a t  s u r  l e  hau t  de 

c o l o n n e  à l ' a r r i v é e  du tampon f o rmia t e  de p y r i d i n e  de pH 2 , 9 ,  

un c e r t a i n  nombre de p e p t i d e s  ( 3 0 )  o n t  pu ê t r e  i s o l é s  don t  d i x -  

s e p t  o n t  pu ê t r e  r e p l a c é s  dans l a  séquence par homologie .  

D ' a u t r e s  p e p t i d e s  i s o l é s  ( é t a b  l i s s e m e n t  de Zeur 

c o m p o s i t i o n  e t  de Zeur e x t r é m i t é  i l i - terminale)  d o i v e n t  p r o v e n i r  

de coupures  s e c o n d a i r e s  comme par exemple  l e  p e p t i d e  cor re spondan t  

à l a  séquence  113-118 s u r  l e q u e l  t r o i s  c y c l e s  de dégrada t i on  

dfEdman o n t  é t é  e f f e c t u é s .  

Dans c e t  h y d r o l y s a t  t r y p s i q u e ,  d e s  p e p t i d e s  n  ' o n t  

pu ê t r e  i s o l é s  comme par exemple  l e s  p e p t i d e s  co r re spondan t  aux 

s équences  104-212 ; 138-145 e t  160-167 q u i  c o n t i e n n e n t  des  r é s i d u s  

de m é t h i o n i n e .  La f a i b l e  s o l u b i l i t é  de Z ' h y d r o l y s a t  t r y p s i q u e  

(même à pH 6 , 5  e t  l ' h é t é r o g é n é i t é  de s  f r a c t i o n s  o b t e n u e s  par 

é l e c t r o p h o r è s e  d i a g o n a l e  n ' a  pas permis  d ' i s o l e r  t o u s  l e s  p e p t i d e s  

à m é t h i o n i n e .  

Néanmoins, une s t r u c t u r e  p a r t i e l l e  p r o v i s o i r e  

de l a  c h a î n e  l é g è r e  L Î 7  de l a  myosine  de v e n t r i c u l e  gauche de 

cDeur de Porc peu t  ê t r e  proposée  en  ne  t e n a n t  compte que des  

homo Zogies  de séquence  ( F i g u r e  I V - 7 ) .  



III - ETUDE DES PEPTIDES CHYMOTRYPSIQUES DE LA CHAINE LEGERE 
L2 7 

La charne légère préalablement alkylée est 

hydrolysée par la chymotrypsine (AT-IX-Ba) traitée par le 

T.L.C.E. (AT-IX-B) . Le contrdle de l'hydrolyse a été fait par 
électrophoyèse sur gel de polyacrylamide. , _ + ,  

.r, ,, 

, -. La chafne légére est totalement et rapidement 

hydrolysge, par la chymotrypsine, avec formation d'un peptide 

de taille importante. Les fractionnements de cet hydrolysat ont 

été effectués par chromatographie d'échange d'ions. 

- - - -. - - - . - . - -  - - -L  . - + -  - - - - - - -. - 

1") FRACTIONNEMENT S U R  COLONNE D E  RESlNE 

CHROMOBEADS P 

Afin de séparer les peptides chymotrypsiques 

suivant leur taille moléculaire, un préfractionnement sur 

20 nanomoles de l'hydrolysat citraconylé (AT-VIII-D) a été 

réalisé par gel filtration sur colonne de Sephadex GS0. Trois 

préfractions (1, 2 et 3) ont été séparées, comme le montre le 

profil d'élution (Figure IV-8). 

Après décitraconylation, chaque fraction est 

chromatographiée sur colonne de résine Chromobeads P. Les profils 

d'élution des différents fractionnements sur colonne de resine 

Chromobeads P des préfractions 1, 2 et 3 sont représentés sur 

les s&"é'$hs d . . ,d  b, c et d, e de la Figure IV-8. 

Avec 20 micromoles de la préfraction 1, nous 

avons obtenu 5 nanomoles de petides après rechromatographie sur 

colonne de résine Chromobeads P. Nous notons également la faible 

solubilité à pH acide des préfractions de l'hydrolysat ch*- 

trypsique à l'arrivée du tampon de pH 2,9. 

Les préfractions 2 et 3 sont repurifiées dans 

les mêmes conditions que la préfraction 1 (Figure IV-8) . Les 
peptides ainsi obtenus sont tous hétérogènes comme l'ont 
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F I G U R E  IV-8 .  a)  S @ p a t a t i o n  d e  l ' h y d t o t y n a t  c h y m o t k y p b i q u ~ ~  

( 6 0 0  m g  ) b u t  c o l u n n e  d e  S é / ~ h a d c x  G 5 0  ( 1 5 0  X 2 6  c m )  
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(b) ; (c) ; (d) F t a c t i o n n e m c n t  d ~ b  6 k a c t i o n b  1 ; 

Q2 
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Séphadex  G 5 0  , b u t  c o l o n n e  d t  k 6 b i n e  Chkurnubeadb P 

a v e c  l e  g t a d i e v i z  d ' é l u t i o n  de  dokrniahc e t  d'acétate 

O 100 ioo 

d e  p y k i d i n e  ( § A T - X I  Aa 1 .  
e) S @ p a t a t i o n  de l a  6 f iacXiun  3 ( Fractionnement a ) 

a v a n t  Le g k a d i e n t  i l  a o t m i a t c  d o  p y t c d i v i e  ). 



montré l'étude de leur composition en acides amines et de leur 

extrémité N-terminale. 

2 O )  F R A C T I O N N E M E N T  SUR C O L O N N E  DE R E S I N E  DE D E A €  
T R T S A C R Y L  M 

Les résultats obtenus lors du préfractionnement 

sur colonne de gel filtration nous avaient permis de constater une 

meilleure solubilité a pH basique de l'hydrolysat. 

- I I ' i . ,  ' 4 r ,-;\ 1 

La commercialisation d'un nouveau type de gel 
d'échange d'anions (la DEAE Trisacryl M) utilisé pour la separation 

des protéines avec de bons rendements (absence d'absorptions non 

nous a amené 3 utiliser ce support pour la 
tion de nos hydrolysats chymotrypsiques. 

Nous avons mis au point un système de tampons 

d'élution volatils et permettant le repérage des peptides par la 

réaction à la ninhydrine (AT-XII-Ba) . 

Dans nos conditions, l'hydrolysat total est séparé 

en 21 fractions dont 6 réagissent fortement 3 la ninhydrine 
(Figure IV-9). 

Les différentes fractions étudiées par électro- 

chromatographie sur couche mince de Cellulose (AT-~111-B) 

ne sont pas homogènes. Parmi ces fractions quelques unes (les 

majeures) sont repurifiées par dhromatographie liquide haute 

performance (HPLC). 

1') CONCLUSION 

Le p r é f r a c t i o n n e m e n t  par chromatographie  de g e l  

f i l t r a t i o n  s u r  coZonne de  Sephadex G50 en  tampon p rop iona t e  de 

sodium 1M ; Tris-HCZ 50  mM de pH 9 , 5  nous  a  permis  : 

. de s o  Zubi Z i s e r  Z ' h y d r o z y s a t  chymotryps ique  

à pH bas ique ,  

. de Ze s é p a r e r  s u i v a n t  Zes t a i l l e s  moZécuZaires  

e n  t r o i s  p r é f r a c t i o n s .  



FIGURE IV-9 Pho 6 i l  d '  é l u t i o n  du d h a c t i o n n e m e n t  bu4 c o l o n n e  

d e  DEAE-Trisacryl M ( 2 5  x  2 . 5  cm 1 d e  l ' h y d h o l y s a t  

c h y m o t h y p b i p u e  de  l a  c h a î n e  l é g è n e  L Z t  d e  l a  " m y o b i n e - V G U .  

Le o h a c t i o n n e m e n t  e d t  h é a l i b  é a v e c  u n  g a a d i e n t  d i b  conXinu  

d e  d o t m i a t e  d e  p y h i d i n e ,  c h o i s n a n t  en  hof ice  i o n i q u e  

l" ( . .  . .. . )  e t  d é c h v i n n a n t  e n  pH ( - - - - ) ,  a v e c  u n  d é b i t  

d e  1 5 0  m l l h  . Lea d h a c t i o n b  c o l l e c t é e b  b o n t  de  1 0  m l .  

La counbe  d ' é l u t i o n  e n t  E t a b l i e  pah d o s a g e  à l a  n i n h y d n i n e .  

Len d h a c t i o n d  1 à 9 cont ienpondent  a u x  6 n a c t i o n b  m a j e u h e b .  

Lecl d t r a c t i o n ~  A à K a o n t  Pen ~ h a c t i o n n  m i n e u n e s .  



A p a r t i r  de 2 0  nanomoles  de  p r é f r a c t i o n ,  Za 

f a i b l e  s o l u b i l i t é  à pH a c i d e  e t  Z ' a p p a r i t i o n  d ' u n  f l o c u l a t  à 

pH 2 , 9  l o r s  d u  f rac t i onnemen t  s u r  co lonne  de  r é s i n e  Chromobeads P 

n ' a  permis d ' i s o l e r  q u e  5 nanomoZes de p e p t i d e s  c h y m o t r y p s i q u e s  

p u r i f i é s .  

En r a i s o n  de Za s o l u b i l i t é  à pH b a s i q u e ,  un 

échangeur  d ' a n i o n s  f l a  DEAE-Trisacryl  M )  d e v a i t  p e r m e t t r e  d ' o b t e n i r  

q u a n t i t a t i v e m e n t  Les p e p t i d e s  c h y m o t r y p s i q u e s .  Malgré Za m i s e  

au p o i n t  d ' un  g r a d i e n t  d r é Z u t i o n  de tampons v o Z a t i Z s  ( de  f o r c e  

i o n i q u e  c r o i s s a n t e  e t  de  pH d é c r o i s s a n t )  l e s  f r a c t i o n s  o b t e n u e s  

q u a n t i t a t i v e m e n t  s o n t  h é t é r o g è n e s .  Sans d o u t e  l e s  p e p t i d e s  

chymo t ryps iques  on t  d e s  p o i n t s  i s o é l e c t r i q u e s  v o i s i n s  e t  t o u t e  

méthode d e  s e p a r a t i o n  f a i s a n t  i n t e r v e n i r  Za charge (échange i o n i q u e ;  

LZec t rophorèse l  ne semb Ze pas a p p r o p r i é e .  

I V  - ETUDE DES PEPTIDES APRES ACTION DE L'ENZYME STAPHYLOCOCCUS 

AUREUS V8 SUR LA CHAINE LEGERE L2, 

Pour o b t e n i r  d e s  p e p t i d e s  d e  f a i b l e  poids  molécu- 

l a i r e  e t  contenant  les r é s i d u s  d e  méthionine ,  nous avons hydrolysé  

l a  chaîne l é g è r e  pa r  l 'enzyme Staphylococcus  Aureus V8 (SAV8) 

(F.T-IX-Da 1 .  La S A V ~  coupe spéci f iquement  l a  l i a i s o n  p e p t i d i q u e ,  

dans des c o n d i t i o n s  d e  tampons e t  de pH b i e n  p r é c i s e s ,  a p r è s  les  

r é s i d u s  d ' a c i d e  glutamique ou d ' a c i d e  a s p a r t i q u e .  Après l ' a c t i o n  

d e  l a  SAVB s u r  l a  c h a î n e  l é g è r e ,  l ' h y d r o l y s a t  a  é t é  f r a c t i o n n é  

p a r  chromatographie d 'échange d ' i o n s  s u r  colonne de  r é s i n e  

Chromobeads P 

L ' h y d r o l y s a t ,  p a r  SAV8, d e  l a  cha îne  l é g è r e  es t  

comme l e s  a u t r e s ,  peu s o l u b l e  à p H  ac ide .  

Le p r o f i l  d ' é l u t i o n  r é v è l e  un t r è s  p e t i t  nombre 

d e  p i c s  e t  pour  chaque p i c  une f a i b l e  c o n c e n t r a t i o n ,  sauf pour l e  

p i c  é lué  en début  de  g r a d i e n t  (ce p i c  se r é v é l a n t  t r è s  hé térogène  

p a r  é lec t rochromatographie  s u r  couche mince de c e l l u l o s e ) .  



EN CONCLUSION : Z ' é t u d e  de Z ' h y d r o Z y s a t  

de Za chasne  Zégère L Z 7  par Z ' enzyme SAV8 n  ' a  pas  permis  de 

r é s o u d r e  Ze problème d f i n s o Z u b i Z i t é  d e s  p e p t i d e s  à pH a c i d e ,  

n i  de s é p a r e r  q u a l i t a t i v e m e n t  l a  p a r t i e  soZub Ze. 

L f u t i Z i s a t i o n  de S A V 8  a  é t é  abandonnée.  

V - ETUDE DE L'HYDROLYSAT PAR L'ACIDE 2-NITRO-5-TH10 CYANATO- 
BENZOIQUE DE LA CHAINE LEGERE L2, 

De par la spécificité de l'acide 2-nitro-5-thio- 

cyanatobenzofque (NTCBA) et de la répartition des résidus de 

cystéine dans la structure covalente de la chaîne légère (d'après 

la structure partielle établie par homologie à l'aide des 

peptides trypsiques) (Figure IV-7) trois peptides de 70, 

177 et 14 résidus devraient être libérés. 

Après réduction, en présence d'urée 8M, - par le 

DTT (5 nMoles/g de chaîne légère) (AT-VIII-Ba) et hydrolyse par 

le NTCBA (AT-VIII-Bb) un préfractionnement par gel filtration 

sur colonne de Sephadex G50, en tampon Tris-HC1 pH 9,s ; 

propionate de sodium lM, sépare l'hydrolysat en trois fractions. 

Lors de la réaction par le NTCBA, il y a hydrolyse 

des liaisons peptidiques au niveau des cystéines et formation 

d'un résidu d'iminothiazolidine du côté N-terminal des peptides. 

Ce résidu d'iminothiazolidine est un hétérocycle, auquel ne se 

couple ni le chlorure de dansyl, ni le phenyl isothiocyanate (PITC). 

Des essais d'élimination de ce résidu d'iminothiazolidine ont été 

effectués en utilisant l'hydrogénation catalytique en présence 

de nickel de Raney (AT-XVIII). La dégradation d'EDMAN manuelle 

est ensuite utilisée pour contrôler si nous avons régénéré 

l'extrémité N-terminale. Après hydrogénation catalytique des 3 

fractions séparées par chromatographie sur colonne de Sephadex 

G50' la dégradation d'EDMAN n'a pas permis de mettre en évidence 



de PTH-amino acides. L'élimination du résidu d'iminothiaoolfdine 

se fait avec un faible rendement, venant du fait que les thiàls 

seraient des "voisons" pour les catalyseurs (Losse e t  aZ., 1982). 

EN CONCLUSION, Ze f a i b l e  nombre de r é s i d u s  de 

c y s t é i n e  dans Za chatne légère  L Z p  ( 2  en  p o s i t i o n  71 e t  177 

d ' a p r è s  Za s t r u c t u r e  p a r t i e l l e )  a u r a i t  dû perme t t re  l ' o b t e n t i o n  

de t r o i s  pep t ides  fac i t emen t  séparables  par f i t t r a t i o n  sur  geZ 

à pH basique. 

L ' é  Ziminat ion  d i f f i c i l e  du r é s i d u  d  ' i m i n o t h i a z o -  

Z id ine  formé ne permet pas de connactre  Z ' d t a t  de puretd des  

p e p t i d e s  n i  d ' e n  dé te rminer  la  s t r u c t u r e  pr imaire .  

T o u t e f o i s  Zes pep t ides  N-btoquds pourront ê t r e  

u t i l e s  pour Z ' o b t e n t i o n  d ' u n  pep t ide  p lus  p e t i t ,  après  c l i v a g e  

s p é c i f i q u e  au n i v e a u  des  r é s i d u s  de t y r o s i n e  (par  exempte : 

p e p t i d e s  128-178 e t  2 8 3 - 2 9 2 ) .  

VI - CINETIQUE D'ACTION D'ENDOPEPTIDASES SUR LA CHAINE LEGERE L27 

Etant confrantiés au problème de séparation des 

peptides et d'insolubilité à pH acide, nous avons voulu obtenir 

un minimum de peptides dont un de taille importante pour une 

éventuelle séparation par gel filtration à pH basique. Dans ce 

but nous avons soumis la chaîne légsre à l'hydrolyse partielle 

par différents enzymes (trypsine, chymotrypsine, pepsine, papaIne, 

thermolysine. SAV8. pronase, protéase extraite du pancréas, 

collagénase et élastase). Ces hydrolyses limitées effectuées 

à différentes températures et à différents rapports enzyme- 

substrat, sont suivies par électrophorèse sur gel gradient de 

polyacrylamide (5-30 % )  en présence de SDS, des aliquots étant 

prélevés à des temps variants de 2 à 150 minutes. 



1°) T R Y P S I N E  T R A I T E E  PAR LE TPCK A pH b , 7 b  

L'électrophorégramme a révélé qu'après cinq minutes 
E d'hydrolyse à 38' C (ç = 4 % )  une faible bande protéique de 

mobilité électrophorétique correspondant à environ 14 000 

daltons apparaît. 

Pour des temps d'hydrolyse supérieurs, l'intensité 

de cette bande ainsi que celle correspondant à la chaîne légère 

disparaît. Pour des temps supérieurs à 150 minutes, l'hydrolyse 

semble totale (des peptides de petite taille seraient libérés mais 

ne seraient pas révélés par le bleu Comrnassie sur le gel en 

gradient de polyacrylamide). 

2') CHYMUTRYPSTNE TRAZTEE PAR LE T L C K  A pH b , ? 8  

A 37' C ; E/S = 0,s % ,  après 5 minutes d'hydrolyse 

en plus de la bande protéique correspondant à la chaîne légère, 

il y a apparition d'une large bande protéique de mobilité 

électrophorétique correspondant à un poids moléculaire compris 

entre 14 000 et 18 000 daltons. Jusqu'à 40 minutes l'intensité 

de cette bande est croissante tandis que diminue celle corres- 

pondant à la chaîne légère. Après 40 minutes si la chaîne 

légère disparaît, l'intensité de la bande d'environ 14 000 

daltons diminue laissant apparaître d'autres bandes protéiques 

de plus faible poids moléculaire. 

A 25' C;E/S =.2 %. Après deux minutes, la bande 

de plus haut poids moléculaire sur l'électrophorégramme est un 

doublet correspondant à 14 000 daltons environ. Après 10 minutes 

de réaction l'intensité de ce doublet diminue au profit de 

bandes protéiques de plus faible poids moléculaire. 

A 4' C ; E/S=2 %. Les résultats obtenus sont 

analogues à ceux précédemment décrits sauf que la bande protéique 

correspondant à la chaîne légère ne disparaît qu'après 

4 minutes d'hydrolyse. 



3') STAPHYLOCOCCUS AUREUS V a  A pH 4 ,  O 

Après 10 minutes  d 'hydro lyse  a 37' C ; E/S=2,5 %, 

nous notons l ' a p p a r i t i o n  de deux bandes p r o t é i q u e s .  L'une, 

f a i b l e ,  correspond à 20 000 d a l t o n s .  L ' a u t r e  d e  p l u s  f o r t e  

i n t e n s i t é ,  correspondant  à 15  000 d a l t o n s ,  d i s p a r a î t  a p r è s  

130 minutes de  r é a c t i o n .  

4') COLLAGENASE A pH 7 , 4  

A 37O C ; E/S=l pour m i l l e .  La c o l l a g é n a s e  

hydrolyse t r è s  rapidement l a  cha îne  l é g è r e  en  l i b é r a n t  des  

p e p t i d e s  d e  grande t a i l l e .  Après 5 minutes un p e p t i d e  de po ids  

molécu la i re  d ' env i ron  16 000 a p p a r a î t .  Après 20 minutes 

d 'hydrolyse  deux a u t r e s  p e p t i d e s  dont  les p o i d s  m o l é c u l a i r e s  s o n t  

compris e n t r e  27 e t  20 000 s o n t  l i b é r é s .  Après 90 minutes 

nous notons l a  présence  de c i n q  p e p t i d e s  q u i  o n t  d e s  po ids  

m o l é c u l a i r e s  compris e n t r e  14 000 e t  27 000. 

5') ELASTASE A pH 8 ,  b  

La r é a c t i o n  d 'hydrolyse ,  é t u d i é e  à 2S°C ; E/S=1 % 

e n t r e  O e t  10 minutes,  permet a p r è s  deux minutes l a  l i b é r a t i o n  

d ' u n  pep t ide  d ' env i ron  20 000 d a l t o n s .  Au temps 4 minutes,  

deux p e p t i d e s  supplémenta i res ,  e n t r e  15 000 e t  18 d a l t o n s ,  s o n t  

l i b é r é s .  

6') PROTEASE EXTRAITE  DU PANCREAS pH b , 7 b  

L'étude à 37OC ; E/S=l 8 a p o r t é  s u r  d e s  temps 

d e  5 à 50 minutes.  Dans c e t t e  zone il y a hydrolyse  de l a  

cha îne  l é g è r e  avec format ion  d 'un  p e p t i d e  d ' env i ron  20 000 de 

p o i d s  molécula i re .  



7 ' )  A U T R E S  E N D O P E P T I D A S E S  

Nous a v o n s  é tudié  1 ' a c t i o n  d e  l a  p e p s i n e  (pH 1,8; 37OC ; 

E/S = 5 p o u r m i l l e ) ,  l a  p r o n a s e  (pH 7,4 ; 37' C ; E / S = 5 p u r m i l l e ) ,  

l a  p a p a ï n e  (pH 7,l ; 37O C ; E/S = 2 %) ; l a  t h e r m o l y s i n e  (pH ; 37' C ; 

E/S = 2 %) e t  l a  t h r o m b i n e  (pH 7,9 ; 37' C ; E/S = 2 %) s u r  la  chaîne l égère  

en .fonction des t ~ s  ( O  à 150 niin) -Pour ces c i n q  e n d o p e p t i d a s e s  

a u c u n e  a c t i o n  n ' a  é t é  o b s e r v 5 e .  

G O 1  E N  C O N C L U S I O N  

L ' S t u d e  de Z 'ac t ion  l i m i t é e  d e s  e n d o p e p t i d a s e s  

s u r  Za c h a t n e  l é g è r e  a  permis  de montrer  que de t o u t e s  Zes 

e n d o p e p t i d a s e s  s e u l e s  Za c o l l a g é n a s e  e t  l a  chyrnotrypsine  semb2en.t 

ê t r e  i n t é r e s s a n t e s .  

. l a  coZZagénase h y d r o l y s e  l a  c h a t n e  Zégère a p r è s  

20 m i n u t e s  pour donner  un p e p t i d e  de 1 6  000 d a t t o n s  e n v i r o n  

f a c i l e m e n t  s é p a r a b l e  de l a  chacne l é g è r e .  

. Za c h y m o t r y p s i n e  aprè s  30 m i n u t e s  h y d r o l y s e  

presque  t o t a l e m e n t  l a  c h a î n e  l é g è r e  avec  l a  f o rma t ion  d ' u n  s e u l  

p e p t i d e  de 1 4  000 à 1 8  000 d a l t o n s  f o r t emen t  c o l o r é e  par l e  b l e u  

de Commassie s u r  l e  g e l  de po l yacry lamide .  

V I 1  - CONCLUSION 

L ' é t u d e  par  l e s  t e c h n i q u e s  conven t i onneZZes  de 

s é p a r a t i o n ,  des  hydro  l y  s a t s  p e p t i d i q u e s  a p r è s  a c t i o n  d ' enzymes  

ou d ' a g e n t s  c h i m i q u e s ,  ne  nous  a  pas permis  d ' o b t e n i r  q u a n t i t a -  

t i v e m e n t  d e s  f r a c t i o n s  homogènes pour une é t u d e  de s t r u c t u r e .  

L ' h y d r o l y s a t  par l e  B r C N ,  par e xemp le ,  ne  nous 

a  permis  d ' o b t e n i r  e t  de c a r a c t B r i s e r  que Ze d i p e p t i d e  

C-termina2 de t a  c h a î n e  l é g è r e  L Z 7 .  Les a u t r e s  p e p t i d e s ,  o b t e n u s  

q u ' a v e c  de f a i b l e s  r endemen t s ,  n ' o n t  pas permis  une é t u d e  de 

Zeur c o m p o s i t i o n  en  a c i d e s  aminés  e t  de l ' a c i d e  aminé en  

p o s i t i o n  N- termina le  a p r è s  p u r i f i c a t i o n  s u r  co lonne  de S P -  

Sephadex .  



L ' h y d r o l y s a t  t r y p s i q u e  e s t  peu s o l u b l e  à pH 

a c i d e ,  m2me dans Z ' a c i d e  formique 20 %. De p l u s ,  i l  apparaS t  

un  f l o c u l a t  s u r  l e  h a u t  de co lonne  de r é s i n e  d ' échange  d ' i o n s  

Chromobeads P l o r s  de  l ' a r r i v é e  du p remie r  tampon d ' é l u t i o n  

( f o r m i a t e  de p y r i d i n e  O,1 M de pH 2 ,91 .  Ce f l o c u l a t  ne d i s p a r a c t  

que l o r s  du passage de  soude 0 , 2  N .  A p a r t i r  d e s  f a i b l e s  q u a n t i t é s  

de  f r a c t i o n s  t r y p s i q u e s  i s o l é e s ,  s e u l e  une s t r u c t u r e  p a r t i e l l e  

p e u t  ê t r e  proposée  p a r  d é t e r m i n a t i o n  de l a  c o m p o s i t i o n  e n  a c i d e s  

aminés ,  de l ' a c i d e  aminé  en p o s i t i o n  N- termina le  e t  par 

dégrada t i on  d  'Edman m a n u e l l e .  A i n s i  h u i t  p e p t i d e s  o n t  é t é  p l a c é s  

s a n s  amb igu i t é ,  q u a t r e  l ' o n t  é t é  en  t e n a n t  compte de s  m u t a t i o n s  

POE.-tuelles c o n s e r v a t i u e s  t a n d i s  que c i n q  l ' o n t  é t é  e n  t e n a n t  

compte des m u t a t i o n s  ponctwl l e s  non c o n s e r v a t i v e s .  Parmi l e s  

p e p t i d e s  l i b é r é s  par a c t i o n  de l a  t r y p s i n e ,  c e r t a i n s  r é s u l t e n t  

d ' h y d r o l y s e  non s p é c i f i q u e .  Par exemple ,  l e  p e p t i d e  cor re spondan t  

à l a  séquence 113-118  p r o v i e n t  de l ' h y d r o l y s e  d ' u n e  l i a i s o n  

m é t h i o n y l e .  D ' a u t r e s  p e p t i d e s  n  ' o n t  pu ê t r e  r e p l a c é s  b i e n  que 

c o n n a i s s a n t  Zeur c o m p o s i t i o n  en  a c i d e s  aminés  e t  Zeur e x t r é m i t é  

N-termina l e .  

Même a p r è s  f r a c t i o n n e m e n t ,  s u i v a n t  l a  t a i l l e  

m o l é c u l a i r e ,  de Z ' h y d r o l y s a t  chymo t ryps ique  nous avons  é t é  

c o n f r o n t é s  a u x  mêmes problèmes que c e u x  a v e c  l ' h y d r o l y s a t  

t r y p s i q u e  l o r s  du f r a c t i o n n e m e n t  s u r  co lonne  de r é s i n e  

Chromobeads P ( f a i b l e  s o l u b i l i t é  de s  p r é f r a c t i o n s  à pH a c i d e  ; 

f l o c u l a t  s u r  Ze hau t  de co lonne  ; f a i b l e  rendement  du f r a c t i o n n e -  

m e n t ) .  S i  l ' h y d r o l y s a t  chymo t ryps ique  e s t  peu s o l u b l e  à pH a c i d e ,  

l a  s o l u b i l i t é  e s t  t r è s  augmentée à pH 9,5. Nous avons donc t e n t é  

de f r a c t i o n n e r  Z ' h y d r o l y s a t  comp le t  s u r  co lonne  d 'échange  

d ' a n i o n s .  Le ge l u t i l i s é  (DEAE-Trisacry Z M) d o n t  l e  pouvo i r  de 

r é s o l u t i o n  e s t  é l e v é  t a n d i s  que l e s  phénomènes d ' a d s o r p t i o n  non 

s p é c i f i q u e s  s o n t  f a i b l e s ,  nous  a  permis  d  ' o b t e n i r  l e s  f r a c t i o n s  

p e p t i d i q u e s  q u a n t i t a t i v e m e n t .  Des f r a c t i o n s  h é t é r o g è n e s  s o n t  

néanmoins o b t e n u e s  malgré  l ' u t i l i s a t i o n  d ' u n  g r a d i e n t  l i n é a i r e  

de f a i b l e  p e n t e  de pH d é c r o i s s a n t  e t  de f o rce  i o n i q u e  c r o i s s a n t e .  

C e c i  semble i n d i q u e r  que c e r t a i n s  p e p t i d e s  chymo t ryps iques  o n t  

d e s  p o i n t s  i s o é l e c t r i q u e s  t r è s  v o i s i n s  e t  que Zes t e c h n i q u e s  de 

s é p a r a t i o n  f a i s a n t  i n t e r v e n i r  l a  charge  ne  s o n t  pas a p p r o p r i é e s .  



L ' é t u d e  d e s  p e p t i d e s  l i b é r é s  par a c t i o n  du N T C B A  

s e m b l a i t  i n t é r e s s a n t e .  De par l e u r  t a i l l e  r e s p e c t i v e m e n t  de 

70 ; 105 e t  14 r é s i d u s ,  c e s  p e p t i d e s  s o n t  f a c i l e m e n t  s é p a r é s  par 

g e l  f i l t r a t i o n  e t  i n t é re s san i r svour  une é t u d e  en  séquence a u t o -  

ma t ique .  L ' é l i m i n a t i o n  du rés idu  d  ' i m i n o t h i a z o l i d i n e ,  formé par 

c y c l i s a t i o n  de l a  th iocyanoaZanine  a p r è s  h y d r o l y s e  de l a  l i a i s o n  

N-cys t é ine ,  e s t  d i f f i c i l e  e t  n ' a  pas permis d  ' o b t e n i r ,  

e n  q u a n t i t é  s u f f i s a n t e ,  l e s  p e p t i d e s  don t  Z ' e x t r é m i t é  N-terminale  

e s t  r égénérée .  Ces p e p t i d e s  pourron t  ê t r e  u t i l i s é s  pour Z 'ob t en -  

t i o n  de s o u s - p e p t i d e s  a p r è s  c l i v a g e  s p é c i f i q u e  ( p a r  a c t i o n  de 

l a  1-bromosuccinimide par exemple l i b é r a n t  dans l e  p e p t i d e  de 

70 r é s i d u s  un p e p t i d e  de 5 1  r é s i d u s  d i r e c t e m e n t  u t i l i s a b l e  dans 

l a  c o u p e l l e  du s é q u e n c e u r ) .  

Devant l ' é c h e c  de s é p a r a t i o n  e t  l a  f a i b l e  q u a n t i t é  

de p e p t i d e s  u t i l i s a b l e s  ob tenus  à p a r t i r  des  d i f f é r e n t s  h y d r o l y -  

s a t s  é t u d i é s ,  nous  avons  cherché  à o b t e n i r  de s  p e p t i d e s  de 

t a i l l e s n e t t e m e n t  d i f f é r e n t e s p o u r  une s é p a r a t i o n  par g e l  

f i l t r a t i o n  à pH b a s i q u e .  Une é t u d e  c i n é t i q u e  d ' h y d r o l y s e  par 

d i f f é r e n t e s  e n d o p e p t i d a s e s  a  é t é  r é a l i s é e .  C e t t e  é t u d e  a permis  

de montrer  que s e u l e  l a  c o l l a g é n a s e  e t  l a  chymo t ryps ine  

cor re sponden t  à c e t  o b j e c t i f .  

E n  c o n c l u s i o n ,  i l  a p p a r a f t  donc que l ' i s o l e m e n t  

des  p e p t i d e s  de l a  chaz'ne l é g è r e  LZ7 de l a  "myosine-VGU de 

coeur  de Porc, e n  q u a n t i t é  s u f f i s a n t e  pour une é t u d e  de s t r u c t u r e  

p r i m a i r e , e s t  t r B s  d i f f i c i l e  par l e s  méthodes  c o n v e n t i o n n e l l e s .  



D - SEPARATI ON DES HYDROLYSATS PEPTI  DIQUES 

DE LA C H A ~ N E  LEGERE L27 PAR CHROMATOGRAPHIE 

LI QUIDE HAUTE PERFORMANCE (HPLC) 

1 - INTRODUCTION 

L e s  méthodes conven t ionne l l e s  u t i l i s é e s  pour  

l ' é t u d e  de l a  s t r u c t u r e  p r i m a i r e  de l a  cha îne  l é g è r e  L 27 
de l a  "myosine-VG" n ' o n t  p a s  permis d ' o b t e n i r  d e s  p e p t i d e s  

p u r s  e n  q u a n t i t é  s u f f i s a n t e  pour  dé te rminer  l a  séquence 

complète.  

Nous avons donc e u  recours  à des  t e c h n i q u e s  p l u s  

r é s o l u t i v e s  te l les  que l ' a n a l y s e  de l a  composi t ion e n  a c i d e s  

aminés à hau te  s e n s i b i l i t é  e t  l a  chromatographie l i q u i d e  

h a u t e  performante (HPLC) q u i  permet a u s s i  b i e n  l a  s é p a r a t i o n  

des p e p t i d e s  (même s i  l a  t a i l l e  d i f f è r e  seulement d 'un  r é s i -  

du d ' a c i d e  aminé) que l a  d é t e c t i o n  q u a n t i t a t i v e  des  PTH- 

amino-acides ( env i ron  0 ,5  nanomoles) . 

Pour l a  s é p a r a t i o n  de p e p t i d e s  p a r  HPLC, l e  choix 

des  phases s t a t i o n n a i r e s  e t  des  phases mobiles  es t  p a r t i c u -  

l i è r e m e n t  impor tant .  La p l ~ p a r t  des  s é p a r a t i o n s  p a r  HPLC 

o n t  p o r t é  s u r  des  p e p t i d e s  de p e t i t e  t a i l l e  e t  s o n t  e f f e c -  

t u é e s  avec d e s  phases i n v e r s e s  comme phase  s t a t i o n n a i r e  e t  

des g r a d i e n t s  d e  tampon organique  comme phase  mobile .  

Les p e p t i d e s  obtenus  après  hydrolyse  de l a  chaîne 

l é g è r e  L27 de l a  "myosine-VG", s o n t  pour  l a  p l u p a r t  t r è s  

hydrophobes e t  possèdent  une c o n f i g u r a t i o n  p a r t i c u l i è r e .  

Nous avons donc é t é  amenésà c h o i s i r  également comme phases 

s t a t i o n n n a i r e s  des phases i n v e r s e s  ( o c t y l d é c y l s i l a n e  , C 18' 

o c t y l s i l a n e  Cg ou phény l s i l ane  Rg) e t  comme phases  mobiles .. .. 
s o i t  d e s  g r a d i e n t s  c o n s t i t u é s  d ' e a u  con tenan t  un "cont re- ion"  

.. ,. 
Le "contre-ion" est l'acide trifluoroacétique 0 , O  J.3 M (TFA) . 



( s o l v a n t  A)  e t  de s o l v a n t s  organiques ,  don t  l a  p o l a r i t é  

d é c r o i s s a n t e  e s t  : l ' a c é t o n i t r i l e ,  l ' i s o p r o p a n o l  (2-propa- 

n o l )  e t  l e  n-propanol ( l -p ropano l )  contenant  a u s s i  l e  

"cont re- ion"  ( s o l v a n t  B)  , s o i t  un pourcentage c o n s t a n t  du 

s o l v a n t  B ( é l u t i o n  i s o c r a t i q u e )  . 

II - ETUDE DES PEPTIDES CHYMOTRYPSIQUES 

1 " )  L'HYDROLYSAT CH YMOTRYPSZQUE TOTAL 

Pour é v i t e r  une m u l t i p l i c i t é  d '  é t apes  de chroma- 

tographie  q u i  diminue l e s  rendements, nous avons f r a c t i o n n é  

d i rec tement  1' h y d r o l y s a t  chymotrypsique t o t a l  p a r  HPLC . 
Pour t e n t e r  d ' a m é l i o r e r  l e  rendement de l a  s é p a r a t i o n  e t  l a  

q u a l i t é  de l a  chromatographie,  nous avons essayé  t r o i s  types  

de colonne : 

a )  La c o l o n n e  a n a l y . t i q u e  C a  ( 5  p )  MERCK (250 x 4 

C e t t e  colonne permet de s é p a r e r  l ' h y d r o l y s a t  e n  

p l u s  de v i n g t  f r a c t i o n s  dont  d i x - h u i t  peuvent ê t r e  considé-  

r é e s  comme majeures.  Comme le montre l e  p r o f i l  d ' é l u t i o n  

(Figure  IV-10 ) , l a  p l u p a r t  de ces  f r a c t i o n s  s o n t  contaminées 

l e s  unes p a r  les a u t r e s  ( a symét r i e  des  p i c s ) .  La c a p a c i t é  e t  

l a n d u r é e  de v i e "  de l a  colonne s o n t  f a i b l e s .  

B )  La c o l o n n e  a n a L y L i q u e  C l a  ( 1 0  p )  WATERS 

(300 x 3,9 mm) 

C e t t e  colonne permet de s é p a r e r  l ' h y d r o l y s a t  e n  une 

t r e n t a i n e  de f r a c t i o n s  (F igure  IV-10 ) . La p l u p a r t  des  p i c s  

ne s o n t  p a s  symétr iques .  On no te  a u s s i  une f a i b l e  c a p a c i t é  de 

c e t t e  colonne mais un m e i l l e u r  pouvoir  de r é s o l u t i o n  que l a  

colonne a n a l y t i q u e  Cs  ( 5  p) MERCK. 
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F I G U E  IV-10 S é p a h a t i o n  pah H P L C  de l 1 i t y d 4 o l y b a t  
ckymothypdique  de  Ca cha ine  l é g è h e  $7 

de l a  "mtjobine-VG" de coeuh de Pohc 

( a )  bu* co lonne  C I a  ( l O v )  WATERS ( 3 0 0 ~ 3 . 9  m m )  

avec  un g s a d i e n t  C i n e a i h e  de ' O  à 6 0 %  de  b o l -  

van t  B 2  en BOmin à .un d é b i t  de Im l lm in  

( b )  auil coronnr  C a  ( S u l  MERCK (250x4  m m )  a v e c  un 
g h a d i e n t  l i n é a i h e  de O 5 6 0 9  de b o t v a n t  B 2  
en t o m i n  à un d é b i t  de 0 ,Sml lmin  

2 ( 6 0 0 x ? , b  m m )  a v e c  un ghad ien t  l i n é a i a e  de 

O à 6 0 %  de b o l v a n t  B 2  en 8Omin à un d é b i t  
1 

d e  3 m l l h i n  

S u f v a n t  ii2 : Z - p m ~ p a n u l  e . t  0 , 0 1 3  !.4 T F A  comme contne . - ion  



y )  La colonne hemi-phépahaLLue C i g  WATERS 

[2 (600  x 7,8) mm)] 

C e t t e  co lonne  s é p a r e  l ' h y d r o l y s a t  e n  s e i z e  f r a c -  

t i o n s  d o n t  l a  p l u p a r t  s o n t  h é t é r o g è n e s  ( F i g u r e  IV-IO). 

Cependant ,  l a  q u a n t i t é  d '  h y d r o l y s a t  déposée  s u r  cet te  co lon-  

ne e s t  v i n g t  f o i s  s u p é r i e u r e  à cel le  q u i  p e u t  l ' ê t r e  s u r  les 

co lonnes  a n a l y t i q u e s .  

C e s  t r o i s  co lonnes  é t u d i é e s  n e  p e r m e t t e n t  pas  de  

s é p a r e r  e n  une s e u l e  é t a p e  t o u s  l es  p e p t i d e s  de  l ' h y d r o l y s a t  

chymotrypsique.  D e s  r echromatographies  s o n t  n é c e s s a i r e s .  

Dans ces c o n d i t i o n s ,  l a  co lonne  s e m i - p r é p a r a t i v e  

a é t é  p r é f é r é e  p o u r  s a  p l u s  grande  c a p a c i t é  a f i n  de s é p a r e r  

( e n  p l u s i e u r s  f o i s )  4 pmoles de 1 ' h y d r o l y s a t  chymotrypsique . 
Les d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  i s o l é e s  o n t  é t é  rechromatogra-  

p h i é e s  s u r  co lonnes  a n a l y t i q u e s  p o u r  l e u r  m e i l l e u r  pouvo i r  

de  r é s o l u t i o n .  

P a r  exemple,  à p a r t i r  de  l a  f r a c t i o n  19,  t r o i s  re- 

chromatographies  s o n t  n é c e s s a i r e s  ( e n  changean t  de co lonne  

ou  de système s o l v a n t )  p o u r  o b t e n i r  une f r a c t i o n  homogène 

( 19-21-6-9) e n  q u a n t i t é  s u f f i s a n t e  p o u r  une c a r a c t é r i s a t i o n  

e t  une é t u d e  de s t r u c t u r e  p r i m a i r e .  

Dans d e s  c o n d i t i o n s  similaires nous avons pu o b t e -  

n i r  t r o i s  a u t r e s  f r a c t i o n s  homogènes. 

D ' a u t r e s  f r a c t i o n s  o n t  é t é  i s o l é e s  mais  avec  de 

p l u s  f a i b l e s  rendements .  

2 " )  APRES FRACTZONNEMENT SUR COLONNE DE DEAE- 

TRIS-ACRYL M 

L e s  e s s a i s  de  s é p a r a t i o n  de  l ' h y d r o l y s a t  chymo- 

t r y p s i q u e  t o t a l  m o n t r e n t  q u ' u n e  é t a p e  de p r é f r a c t i o n n e m e n t  

de  ce t  h y d r o l y s a t  e s t  n é c e s s a i r e .  



Le f r a c t i o n n e m e n t  de  1 ' h y d r o l y s a t  chymotrypsique 

s u r  colonne d ' échange  d ' a n i o n s  (DEAE-Trisacryl M) a v a i t  

permis  d l  i s o l e r  d e s  f r a c t i o n s  h é t é r o g è n e s  d o n t  quelques-unes  

q u a n t i t a t i v e m e n t .  

C e s  f r a c t i o n s  h é t é r o g è n e s  o n t  é t é  rechromatogra-  

p h i é e s  p a r  HPLC s u r  co lonnes  a n a l y t i q u e s  e n  phase  i n v e r s e  

(C181 R @ ) .  

P a r  exemple,  à p a r t i r  de l a  f r a c t i o n  9  de  DEAE- 

T r i s a c r y l  M e t  d ' une  rechromatographie  s u r  co lonne  C 18 
( 1 0  p )  WATERS, nous ob tenons  deux s o u s - f r a c t i o n s  (9/D) e t  

( 9 / ~ ) ,  t a n d i s  q u ' à  p a r t i r  de  l a  f r a c t i o n  6 ,  t r o i s  rechroma- 

t o g r a p h i e s  s o n t  n é c e s s a i r e s  p o u r  o b t e n i r  une f r a c t i o n  homogène 

(6-24-8-3). 

3 " )  C O N C L U S I O N  

Aptrèn eaaa i  de Xhoia Xypea de colonnes de R P - H P L C ,  

noua auvna dhCL~Xi~nn& Leb ( i ~ d $ h e  f~moLe6 d '  un hydholyaaX chymo- 

t n y p a i q u e  nu4 coLonne aemi -pnépana t i ve  d o n i  l e  pouvuin  de né-  

a o L u f i o n  enX ind&tr i eun ,  maia La capaciXé eaX 2 0  a o i b  bupétrieune 

à ceux  dea colonnes  anaLyXiqueb.  

A patrlitr de p.tunieuna trechxomatoghaphiea auh  co- 

Lonne anaLyt ique  de cea p h é d h a c X i ~ n b ,  i h o i b  pep;tidea on$ pu 

é t n e  canacXéhia &a eX a u n i  Q t u d i é a  en  d X f ~ u c t u h e  phimaine.  

D l  auXnea dhacXiona onX & X E  LboLéeb a v e c  de pLua 

daibLea trendemenXn eX p0uhh~nX Etne u t i l i a é e b ,  a i  des hecou-  

uhemenXb de a&quence aonX n&ceaaai treh.  I L  deha  daciLe de daim? 
Le c h o i x ,  connaibban2 La compoaiXion e n  acide6 aminéb de cen 

dnacXiona. 

Les eaaaia de dnactionnemenX de l ' h y d n u l y a a i  chymo- 

i n y p a i q u e  pan H P L C  noua petrmet tent  de manitren que pou4 a&panen  

un ghand nombne de p e i i a  p e p t i d e s  un p n é ~ n a c f i o n n e m e n i  eaX 

nécebb ~ h e .  



A p h E b  p h E ~ n a c t i o n n e m e n t  autr colonne de V E A E -  

Thidacartyl M, Lea puhidica;tion6 pah H P L C  des pe2 i t6  pep t ide6  

chymothyp6iquea a o n t  d a c i l i t é e b  . 

A i n n i  à p a h t i h  de La dtraction 9 e t  d ' u n e  Q t a p e  

chiromatogtraphique A U X  coLonne R P - H P L C ,  deux pepaZdes put6 

o n t  Q t é  ob t enua .  A pat2itr  de l a  d n a c t i o n  6 ,  t h o i n  Etapes de 

he -chhomatoghaph ie~  6 U h  R P - H P L C  o n t  pehmib d ' i a o L e h  une dhac- 

t i o n  homogZne. Ce6 qua the  ShacLLon6 h o n t  obtenuecl e n  quanf i l tQ 

a u d d i ~ a n t e  poufi une c a i r a c t é h i ~ a t i o n  e t  une Q t u d e  de at t tuctutre  

p h i m a i m .  

III - ETUDE DES PEPTIDES OBTENUS APRES ACTION DU BrCN 

La s é p a r a t i o n ,  p a r  les  t e c h n i q u e s  c o n v e n t i o n n e l l e s ,  

d e s  p e p t i d e s  o b t e n u s  a p r è s  a c t i o n  du  B r C N  ( p e p t i d e s  CB) ne 

nous a v a i t  p a s  permis  d e  les  o b t e n i r  e n  q u a n t i t é  e t  dans un 

é t a t  de p u r e t é  s u f f i s a n t s  pour  q u ' i l s  p u i s s e n t  ê t re  é t u d i é s  

en séquence . 

L ' i s o l e m e n t  d e s  p e p t i d e s  CB e s t  de p remiè re  impor- 

t a n c e  pour  une d é t e r m i n a t i o n  r a p i d e  de s t r u c t u r e  p r i m a i r e  : 

l es  r é s i d u s  de mé th ion ine  s o n t  peu  nombreux ( s e p t  dé t e rminés  

p a r  composi t ion e n  a c i d e s  aminés) e t  semblen t  b i e n  r é p a r t i s  

l e  long  de l a  c h a î n e  p e p t i d i q u e  de L2, ( s t r u c t u r e  p a r t i e l l e  

é t a b l i e  p a r  homologie) , Nous avons t e n t é  de l es  s é p a r e r  p a r  

HPLC, malgré l e u r s  t a i l l e s .  

Comme l e  problème de s é p a r a t i o n  de p e p t i d e s  de 

t a i l l e  i m p o r t a n t e  es t  nouveau p a r  l a  méthode HPLC, nous 

avons é t é  o b l i g é s  d e  f a i r e  une é tude  sys t éma t ique  des  phases  

s t a t i o n n a i r e s  e t  des  phases  mobi les  : 



. Les phases  s t a t i o n n a i r e s  u t i l i s é e s  s o n t  des  

colonnes d e  phases i n v e r s e s  e t  parmi c e l l e s - c i ,  s i x  colon- 

n e s  analy t$ques  [Cg ( 5  p) MERCK ; C8 (10 u) à compression 

r a d i a l e  WATERS ; C l 8  (10 p) WATERS ; C18 (5  u) WHATMAN ; 

RP-phényl WATERS e t  Synchropack-RP-P SYNCHROM] e t  une colon- 

ne semi-prépara t ive  C18 WATERS. 

. L e s  phases mobi les .  Nous avons u t i l i s é  l e  s o l -  

v a n t  A ( e a u  + contre- ion  TFA 0,013 M) e t  le  s o l v a n t  B 

(B1 : n-propanol e t  B2 : 2-propanol a d d i t i o n n é s  du con t re -  

i o n  TFA 0,013 M ) .  L e s  c o n d i t i o n s  d ' é l u t i o n  s o n t  s o i t  des  gra-  

d i e n t s  l i n é a i r e s  con t inus  ( O  21 75 % de s o l v a n t  B2  e n  75 min ; 

O à 70 % de s o l v a n t  B1 en  70 min) ,  s o i t  des  g r a d i e n t s  l i n é -  

a i r e s  d i s c o n t i n u s  ( s o l v a n t  B2 de O à 24  % en 10 min ; 24 à 

60 % en 60 min ; 60 à 75 % e n  10 min) .  

1') F R A C T I O N N E M E N T  D E  L ' H Y D R O L Y S A T  T O T A L  

Après nos d i f f é r e n t s  e s s a i s ,  parmi t o u t e s  les colon- 

nes  u t i l i s é e s  e t  les d i f f é r e n t e s  cond i t ions  de s o l v a n t s ,  nous 

avons s é l e c t i o n n é  deux t y p e s  de colonne (colonne semi-prépara- 

t i v e  e t  colonne a n a l y t i q u e  R@ WATERS) pour s é p a r e r  l ' hydro ly -  

s a t  t o t a l  obtenu après  a c t i o n  du BrCN s u r  l a  cha ine  l é g è r e  L 27 
de l a  "myosine-VG" de coeur  de Porc.  

a) Colonne. aemi-phépanaLLve W A T E R S  

Nous avons d é j à  remarqué l a  c a p a c i t é  20 f o i s  supé- 

r i e u r e  de c e t t e  colonne p a r  r a p p o r t  aux colonnes a n a l y t i q u e s  

e t  comme le  f a i b l e  pouvoir  de  r é s o l u t i o n  p o u v a i t  étre de moin- 

dre importance, eu égard  au p e t i t  nombre e t  à l a  t a i l l e  des 

p e p t i d e s  CB, nous avons f r a c t i o n n é  2,6 pmoles de l ' h y d r o l y s a t  

t o t a l  s u r  c e t t e  colonne semi-prépara t ive  en u t i l i s a n t  un gra-  

d i e n t  de O à 60 % de s o l v a n t  B2 en 80 min à 3 ml/min. 



FIGURE I V -  11 

Faactionnement de l ' h y d a o l y s a t  ob tenu  apaès 

a c t i o n  du 8aomuae de cyanogène de l a  chaZne Légèhe 

l 2  7 de l a  "myohine-VG" de coeua de Poac su* 

co lonne  hemi -paépaaa t i ve  C 1 8  WATERS 2 x ( 6 00.' x 7.8 m m )  

avec  un g a a d i e n t  l i n é a i a e  de O à 7 5 %  de d o l v a n t  82 

en 8 O mn à un d é b i t  de  3 ml/ m n  

solvant B = 2-propanol et 0,013 !4 TFA comme contre ion. 
2 



L e s  h u i t  f r a c t i o n s  majeures  ob tenues  ( F i g u r e  IV-11) s o n t  

hé té rogènes  e t  o n t  db é tre  rechromatographiées  . Après f r a c -  

t ionnement  s u r  colonnes a n a l y t i q u e s ,  que lques  s o u s - f r a c t i o n s  

o n t  é t é  i s o l é e s  e n  q u a n t i t é  j u s t e  s u f f i s a n t e  p o u r  une ca rac -  

t é r i s a t i o n .  

B )  S u t  coLonne R P  WATERS 

C e t t e  colonne nous a y a n t  montré une c a p a c i t é  e t  

un f a c t e u r  d e  r é s o l u t i o n  s u p é r i e u r s  à t o u t e s  les a u t r e s  colon-  

n e s  a n a l y t i q u e s  u t i l i s é e s  p o u r  s é p a r e r  l ' h y d r o l y s a t  d e  l a  

c h a î n e  l é g è r e  Ls7 a p r è s  a c t i o n  du BrCN,  4 pmoles o n t  t5té f r a c -  

t i o n n é e s .  L ' u t i l i s a t i o n  d 'un  g r a d i e n t  l i n é a i r e  de 70min de 

O à 70 % de s o l v a n t  B1 à un d é b i t  de  lml/min permet  de sépa-  

rer l ' h y d r o l y s a t  e n  t r e i z e  f r a c t i o n s  (F igure  IV-12) . 
Toutes  les f r a c t i o n s  i s o l é e s  o n t  é t é  rechromato- 

g raph iées  e n  changeant  les c o n d i t i o n s  s o i t  de  s o l v a n t ,  s o i t  

de  g r a d i e n t  d ' é l u t i o n  ou  s o i t  de  colonne.  P a r  exemple : 

- l a  f r a c t i o n  6  e s t  rechromatographiée s u r  colonne 

'18 
(10 p) MERCK e n  i s o c r a t i q u e  à 8  % de s o l v a n t  B 2  e t  donne 

un p i c  symétr ique  (6-7) ( F i g u r e  IV-12) ; 

- l a  f r a c t i o n  25 es t  rechromatographiée s u r  colon- 

ne C8 (10 p )  WATERS à compression r a d i a l e  e n  i s o c r a t i q u e  à 

34 % de s o l v a n t  B2 e t  donne un p i c  symétr ique  (25-15) ; 

- l a  f r a c t i o n  26 es t  rechromatographiée s u r  colon-  

ne C18 ( 5  p )  à compression radiale WATERS e n  i s o c r a t i q u e  à 

34 % de s o l v a n t  B2 e t  donne un p i c  (26-5) auquel  est  a s s o c i é  

un épaulernent (26-6) (F igure  IV-12 ) ; 

- l a  f r a c t i o n  29 e s t  rechromatographiée s u r  colon-  

ne C18 ( 5  p )  à compression r a d i a l e  WATERS en  i s o c r a t i q u e  à 

35 % de  s o l v a n t  B2 e t  'donne un p i c  majeur  (29-11) auquel  e s t  

a s s o c i é  un p i c  p l u s  f a i b l e  ; 



FIGURE IV-12 P u r r i d i c a t i o n  parr H P L C  deb pepx ideb  d e  t ' h y d r r o l y b a t  

o b t e n u  nphèb a c t i o n  du  Bhomurre d e  cyanogène  d e  l a  c h a z n e  

l é g è h e  L Z 7  de l a  "myobcne-VG" d e  coeuh  d e  Ponc 

( a )  S e p a n a t ~ o n  d e  l ' h y d k o l y ~ a t  t o t a l  b u h  c o l o n n e  RI$ WATERS 

à un d é b i t  d e  I m l l m i n  a v e c  un g h a d i e n t  ~ i n é a i k e  d e  O à 7 0 %  

de b o l v a n t  8 ,  en  70min  

( b )  P u k i 6 i c a t i o n  d e  la 6 k a c t i o n  6 b U 4  c o l o n n e  C l  a ( 1 O p )  MERCK 

en i ~ o c n a t i q u e  à a %  d e  d o t v a n t  a 2  à un d é b i t  d e  O , ? m l l m i n  

( c )  P u h d i c a t i o n  d e  l a  g h a c t i o n  2 6  d u c  c o l o n n 6  C 1 8  ( 5 ~ )  à 

comphebbion h a d i a l e  WATERS en  i b o c r r a t ~ q u e  6 3 4 %  d e  b o t v a n t  

cotnpftc.bbiOn 4 c i d i n l e  WATERS en i b o c n n t c q u c  3 15 % d e  b o e v n n t  

B2 à 11" d2bi . t  dc. Z n i t / n i i 1 1  



- l a  f r a c t i o n  30 e s t  rechromatographiée s u r  colon- 

ne C18 (5  p)  à compression r a d i a l e  WATERS e n  i s o c r a t i q u e  à 

45 % de s o l v a n t  B2 e t  donne un p i c  majeur  (30-10) auquel  e s t  

a s s o c i é  un épaulement (Figure  IV-12 ) . 

2 0 )  APRES PREFRACTTONNEMENT DE L ' HYDROLYSAT 

Puisque l a  c a p a c i t é  des  colonnes  ana ly t iques  est  

l i m i t é e ,  pour  une s é p a r a t i o n  ' q u a n t i t a t i v e  d '  un p e p t i d e  p a r t i -  

c u l i e r ,  il es t parfois i n t é r e s s a n t  de p r é f r a c t i o n n e r  1 'hydro- 

l y s a t  pa r  g e l  f i l t r a t i o n  e t  de ryl rechromatographier  p a r  HPLC 

que l a  f r a c t i o n  q u i  nous i n t é r e s s e .  D e  p l u s ,  un p r é f r a c t i o n -  

nement permet d ' é l i m i n e r  les agréga t s  d e  l a  chaîne  l é g è r e  

q u i  n ' a  pas é t é  hydrolysée ,  f a c i l i t a n t  1' u t i l i s a t i o n  de 

l a  HPLC e t  l a  durée d e  v i e  de l a  colonne.  

Pour p r é p a r e r  q u a n t i t a t i v e m e n t  le p e p t i d e  N - t e r -  

mina1 de l a  chafne l é g è r e  LZ7, obtenu a p r è s  a c t i o n  du BrCN,  

nous avons p r é f r a c t i o n n é  l ' h y d r o l y s a t  s u r  colonne de g e l  f i l -  

t r a t i o n  (Sephadex G 7 5 )  (Voir  Appendice t echn ique ,  § X-E) . 
Seule  l a  f r a c t i o n  r e t e n u e  avec le  p l u s  f a i b l e  K a v  (Kav  > 0) 
q u i  correspond au p e p t i d e  de p l u s  h a u t  p o i d s  molécu la i re ,  

p e p t i d e  N-terminal, e s t  rechromatographiée p a r  HPLC. 

T r o i s  types  de colonne en phase i n v e r s e  o n t  é t é  

u t i l i s é s  : 

a) CoLonne C I a  (10 p) WATERS (300 x  3,9 mm) 

C e t t e  colonne permet de s é p a r e r  l e  p e p t i d e  N - t e r m i -  

na1 des a u t r e s  contaminants  p e p t i d i q u e s ,  mais l a  q u a l i t é  du 

f rac t ionnement  diminue après  p l u s i e u r s  dépô t s .  Une q u a n t i t é  

importante de p e p t i d e  reste cependant adsorbée  s u r  l a  colon- 
-- -, /? ;; ne  e t  n ' e s t  p l u s  é l u é e  conduisant  à une d é t é r i o r a t i o n  r a p i d e  

, .. . ' d e s  performances de l a  colonne. s- 



B )  Colonne C a  ( 7  p) M E R C K  (250 x 4 mm) 

Le f r a c t i o n n e m e n t  p a r  HPLC de  l a  f r a c t i o n  c o n t e -  

n a n t  l e  p e p t i d e  N-terminal  e s t  i m p o s s i b l e  s u r  l a  co lonne  Cg 

MERCX. En e f f e t ,  q u e l q u e s  minu te s  a p r è s  l ' i n j e c t i o n ,  l a  p r e s -  

s i o n  dans  l a  co lonne  augmente f o r t e m e n t ,  c o r r e s p o n d a n t  à un 

co lmatage  complet  d e  l a  c o l o n n e ,  m ê m e  p o u r  une f a i b l e  q u a n t i t é  

de p e p t i d e  déposée .  Aucun p e p t i d e  n ' a  é t é  é l u é .  

y j  Colonne Synch4opach R P - P  S Y N C H R O M  (250 x 4 mm) 

La c a p a c i t é  de  cet te  co lonne  e s t  é l e v é e  e t  une 

q u a n t i t é  i m p o r t a n t e  de  p e p t i d e  N-terminal  p e u t  être a i n s i  

p u r i f i é e .  Nous n o t o n s  c e p e n d a n t ,  a u  c o u r s  d u  f r a c t i o n n e m e n t ,  

que  l a  p r e s s i o n  e n  tete de co lonne  augmente p u i s  se s t a b i l i s e .  

La p r e s s i o n  r edevenan t  normale  l o r s q u e  t o u s  les p e p t i d e s  s o n t  

é l u é s .  

3 " )  CONCLUSION 

L ' i a o l e m ~ n t  pu4 H P L C  dea p e p t i d e s  C B ,  obtenun ap4Ea 

hyd4oLyne pu4 Le B 4 C N  de L Z 7 ,  a  bai* L ' o b j e t  d ' u n e  ézude  p a t t i -  

c u l i è 4 e  e t  d ' u n e  E v a l u a t i o n  dea diddétrentea coLonnea a n a l y t i -  

q uea e t  a em i -p f i épa i ra t i vu  commenciafia éea pou4 La H P L C ,  c a t  

il é t a i X  e a a e n t i e l  d ' o b X e n i 4  cea p e p a d e a  pu4a e t  en q u a n t i t é  

au6diaanXe poufi Leu4 é t u d e  de néquence .  

Le dnactionnernenX de L '  hyd4oLynat B a C N  t o t a L  nu4 

co lonne  H P L C  d e m i - p k é p a n a t i v e  pe4meX une a é p a k a t i o n  peu s é l e c -  

t i v e  m a i a  k a p i d e  d '  une y u a n t i t é  t reLat ivement  i m p o 4 t a n t e  d ' h y d t o -  

l y a a t .  Avec La co lonne  RP WATERS, aana dou te  du 6ai-t  de La 

n a t u ~ e  meme du gfieddon nu4 La mattUce a i L a n e ,  cLnq pep t idea  C B  

( d e  6 6  à 2 0  tréaidua) onX é t é  p u t ~ i d i é a  à patrtifi  de L'hyd4olqna-t 

t o t a l  B k C N  eR onR é t é  cat~ac.té4iaéa pou4 Leufi é zude  en  h é -  

quence auXornatique. Lea pep f idea  de d a i b l e  p o i d a  molécuLaAtre 



( d e  9 e t  2 rréaidub 1 étuéa  cektainement  en d e b u t  de. drracfion- 
nement avec l e b  beCa, bon$ d i 6  6icilemen-t dé.teeXab.teb m&me 2t 

2 0 6  nm e;t n ' o n t  pub é t é  i a o l é b .  

L ' iaolement  patl H P L C  du p e p a d e  N-Xefimina.4 h i -610-  

qué a é t é  daciCi té  parr un prré6rracthonnemenX au& colonne d e  

Séphadex G -  7 5 .  Cependant, ce p e p a d e  dont  l a  c o m p o ~ i ; t é o ~  e4.t 
carrac-t&hibtkque ( u n  t a u x  é l evé  en prroline e t  a l a n i n e ) ,  e a t  
;the4 hydhophabe e t  rredlte 6oh$emen.t acbokb?! burr c e ~ t a i n e b  ma- 
R&icea avec d'au;tirea pep f idea .  Seul4 cearLtdnb gypeb d e  coton-  
Kee H P L C  peuvenz e"ttte u t i l i a é b  pou& t a  puhêgicat lon de ce pep- 
Ride N-tefiminal.  

I V  - ETUDE DES HYDROLYSATS TRYPSIQUES LIMITES A LA LIAISON 

ARGINYLE 

Dans t ou t e  é tude de s t r u c t u r e  p r imai re ,  l ' é t u d e  

d'un s eu l  type  d 'hydro lysa t  est  i n s u f f i s a n t  pour d 6 t e m i n e r  

compl6tement une séquence, c a r  d'une p a r t ,  il n ' e s t  pas tou- 

jours  poss ib le  d ' i s o l e r  tous les pep t ides  (en  p a r t i c u l i e r  les 

d i -  ou t r i p e p t i d e s  ou les acides  aminés l i b r e s )  et, d ' a u t r e  

p a r t ,  il f a u t  r ep l ace r  les pep t ides  e n t r e  eux. Dans ce b u t ,  

il é ta i t  i n t é r e s s a n t  de p répare r  d ' a u t r e s  pep t i de s  de t a i l l e  

importante q u i  permet tent  l e s  recouvrements de séquenm e t  
de eombler les vides l a i s s ê s  p a r  les pep t ide s  manquants. 

Dans l e  cas  de l a  chaine l é g è r e  LZ7  de l a  myoçine 

de ven t r i cu l e  gauche de coeur de Porc d ' après  l a  seSquence 

p a r t i e l l e ,  é t a b l i e  p a r  homologie 3 l ' a i d e  des pep t ides  t ryp-  

s i q u e s ,  l e s  res idus  d ' a rg in ine  s o n t  b i e n  r é p a r t i s  l e  long de 

l a  cbaine  pepéidique. 11 é t a i t  donc i n t 6 r e o s a n t  d ' u t i l i s e r  l a  
t r y p s i n e  ( t r a i t &  p a r  le TPCK) , qu i  est  une endopeptidnsa t r 6 s  

sp5c i f ique ,  e n  l i m i t a n t  son a c t i o n  aux r é s idus  d ' a r g i n i n e  p a r  

modif ica t ion des r é s idus  de l y s i n e  p a r  une a l k y l a t i o n  rliver- 

sibf  e (rnaléylation e t  c i t r a c o n y l a t i o n )  . 



L' a c t i o n  de 1' anhydride maléïque dans l e s  condi-  

t i o n s  d é c r i t e s  ( V o i r  Appendice t e c h n i q u e ,  5 V I I I - E )  permet  

l e  b locage  r é v e r s i b l e  des  groupements c-aminés des r é s i d u s  

de l y s i n e  e t  l ' a l k y l a t i o n  a é t é  e f f e c t u é e  s u r  2,4 pmoles de 

cha îne  l é g è r e  L27. La cha îne  l é g è r e  a i n s i  modif iée  e s t  hydro- 

l y s é e  p a r  l a  t r y p s i n e  t r a i t é e  p a r  l e  TPCK. 

La f a i b l e  s o l u b i l i t é  de l ' h y d r o l y s a t  ne nous a  

p a s  permis  de s é p a r e r  p a r  HPLC des f r a c t i o n s  homogènes e n  

q u a n t i t é  s u f f i s a n t e  pour  une é tude  s t r u c t u r a l e  . 

L ' a c t i o n  de 1 ' anhydride c i t r a c o n i q u e  , q u i  permet  

l e  b locage  r é v e r s i b l e  d e s  groupements €-aminés des  r é s i d u s  

de l y s i n e  p a r  a l k y l a t i o n ,  a  é t é  e f f e c t u é e  (Voi r  Appendice 

t echn ique ,  5 V I I I - D )  s u r  5 pmoles de c h a î n e  l é g è r e  L 2 7 .  La 

c h a î n e  l é g è r e  a i n s i  modif iée  e s t  hydro lysée  p a r  l a  t r y p s i n e  

t r a i t é e  p a r  l e  TPCK. 

E t a n t  donné le  p e t i t  nombre de p e p t i d e s  t r y p s i q u e s ,  

pour  o b t e n i r  l a  m e i l l e u r e  s é p a r a t i o n  e n  une s e u l e  é t a p e ,  

l ' h y d r o l y s a t  a  é t é  f r a c t i o n n é  s u r  deux types  de colonnes ana- 

l y t i q u e s  dlHPLC. 

a )  S u 4  c o l o n n e  C I a  ( 5  ) à comptiesnion h a d i a l e  WATERS 

L'hydrolysat  t r y p s i q u e  de l a  c h a î n e  l é g è r e  p r é a l a -  

blement  c i t r a c o n y l é e  a  é t é  f r a c t i o n n é  s u r  l a  colonne C18 à 

compression r a d i a l e .  Cinq f r a c t i o n s  s o n t  s é p a r é e s  mais e l l e s  

ne s o n t  pas  homogènes. Ce t y p e  de colonne HPLC ne semble p a s  

a p p r o p r i é  pour  un f r ac t ionnement  de l ' h y d r o l y s a t  t r y p s i q u e  

c i t r a c o n y l é .  



13) Sun  co lonne  Rf? WATERS 

L'hydro lysa t  ( 4  pmoles) a  é t é  f r a c t i o n n é  p a r  HPLC 

s u r  colonne RP-phényl avec un g r a d i e n t  l i n é a i r e  de O à 70 % 

de s o l v a n t  B1 en  70 min. S u r  l e s  quatorze  f r a c t i o n s  i s o l é e s ,  

h u i t  s o n t  des  f r a c t i o n s  majeures (F igure  IV-13) . Parmi ces  

h u i t  f r a c t i o n s ,  t r o i s  s o n t  homogènes ( 13 ; 16 e t  18) , l e s  

a u t r e s  s o n t  rechromatographiées en  changeant les cond i t ions  

de f rac t ionnement .  P a r  exemple : 

- La f r a c t i o n  4 e s t  chromatographiée s u r  colonne 

C18 
(10 p )  WATERS e n  i s o c r a t i q u e  à 1 0  % d l a c é t o n i t r i l e / T F A  

0,0013 M. Un p i c  symétr ique es t  obtenu (4-16) 

- La f r a c t i o n  7  e s t  chromatographiée s u r  colonne 

C18 
(10 p) WATERS e n  i s o c r a t i q u e  à 13 % d l a c é t o n i t r i l e / T F A  

0,0013 M. Deux f r a c t i o n s  s o n t  obtenues dont  une e s t  majeure 

(7 -8 ) .  

- La f r a c t i o n  21 es t  séparée  s u r  colonne C ( 7  u )  18 
MERCK en  i s o c r a t i q u e  à 26 % de s o l v a n t  B 2 ,  e n  t r o i s  f r a c t i o n s  

don t  une e s t  majeure (21-17) (F igure  IV-13). 

- La f r a c t i o n  28 es t  rechromatographiée s u r  colon- 

ne R@ WATERS e n  i s o c r a t i q u e  à 38 % de s o l v a n t  B2 e n  deux f r a c -  

t i o n s  28-8 e t  28-9 ( F i g u r e  I V -  13 ) .  

3") C O N C L U S I O N  

Poun une hydno lyne  l i m i t é e  aux h é s i d u s  d ' a a g i n i n e ,  

l '  a cx ion  de l ' a n h y d d d e  ci; thaconique s  ' es.t n é v é l é e  s u p é d e u n e  

à c e l l e  de l ' a n h y d a i d e  ma1éZque. En edde-t, a p h b  maléylaLLon 

nous sommes condnon;tén à des p h a b l e m ~ b  d f i n s o L u b L l i ; t é  de l ' h y -  

dnolys  aX que noud av ions  dé jà  nencon;théb poun La n é p a ~ a L L o n  de. 

l ' h ydao lyna ; t  t n y p s i q u e  aux  colonne de t ~ é b i n ~  Chnomobeads P .  

De p l u s ,  l a  déciXaaconglaLLun es;t p lus  d a c i l e  à e6dec;tuen e;t 

e l Z e  e s t  plub complèAe. 



0 1'0 2Q min O 1 O 20 min 

P u h i d i c a t i o n  pu4 HPLC ded p e p f i d e d  d e  l '  h  y d n o l y s a t  o b t e n u  

apaèd a c t i o n  d e  l a  t t y p n i n e  l i m i t é e  aux l i a i n o n d  a h g i n y l e n ,  d e  l a  

c h a i n e  l é g è h e  LZ7 d e  l a  'myodine-VG"  

( a )  S é p a h a t i o n  d e  l ' h y d h o l y d a t  t o t a l  nu4  c o l o n n e  R(2 WATERS à un 

d é b i t  d e  1 ml/mk a v e c  un g h a d i e n t  l i n é a i a e  d e  O à 70% d e  b o l v a n t  

8, e n  70 mn. 

(b) P u h i , $ i c a t i o n  d e  l a  ,$hac-tion 2 1  b u 4  c o l o n n e  Cid ( 7, ) MERCK 

e n  i h o c k a t i q u e  à 26% d e  b o l v a n t  B2 à un d g b i t  d e  O,? rnllmn. 

( c )  P u k i , $ i c a . f i o n  de. La d k a c t i o n  2 8  s u 4  c o l o n n e  R(J WATERS \*\, 
\ 

i 4 o e n a t i q u e  à 3 6 %  d e  n o [ v a i i t  6 2  à uri d 6 b i t  ' ! r 9 r . -  



Dans l e  cas de t a  sépahat ion  de c e t  hgdho&ysa.t 

.pLgpsique t o t a l  aplrèa c i t h a c o n y l a t i o n  pahmi t o u t e s  l ea  ca- 
Lonnea u t i l i s e e r  [ C , ,  ( 1 0  u )  V A R I A N ,  C I a  ( 5  u )  d campilession 

h a d i a l e  W A T E R S :  RP-phényt WATERS e t c . .  . 1 , s e u l e  t a  Rfl  WATERS 

sépahe l l h y d n o l y s a t  t o X d  avec une gkande e 6 6 i c a c i t é .  

En e66e2,  auh h u i t  $/ract ians majeuheb, t h o i s  s o n t  homog2nea 

[ s g m é t h i e  des p i c s )  t e 6  authes é t a n t  puhid iées  pah une s e u t e  

é t a p e  de hechhamataghaphie. 

V - ETUDE D'AUTRES TYPES D'HYDROLYSATS ENZYMATIQUES 

Pour o b t e n i r  des  p e p t i d e s  de ta i l le  impor tante  

pe rmet tan t  d ' a u t r e s  recouvrements de séquence,  B "1s é t a i e n t  

n é c e s s a i r e s ,  d ' a u t r e s  endopept idases  o n t  é t é  u t i l i s é e s  e t  les 

h y d r o l y s a t s  o n t  été f r a c t i o n n é s  p a r  HPLC. 

1") L ' H Y D R O L Y S A T  P A R  L A  PROTEASE DE LA G L A N D E  

S O U S - M A X I L L A I R E  D E  S O U R I S  ( G S M S )  

L e  rendement de l a  r é a c t i o n  de maléy la t ion  a y a n t  

b t é  f a i b l e  e t  c e l u i  d e  l a  c i t r a c o n y l a t i o n  é t a n t ,  pour cer- 

t a i n e s  p r o t é i n e s ,  p a r f o i s  largement  i n f é r i e u r  à 100 %, nous 

avons c h o i s i  d ' h y d r o l y s e r  la  chaine  légsre p a r  1 'endopepti-  

d a s e  GSMS pour  s a  s p é c i f i c i t é  d 'hydrolyse  au n iveau des  l i a i -  

s o n s  a r g i n y l e s .  Cependant, malgré une umole de charne l é g è r e  

a u  d é p a r t  e t  un f rac t ionnement  s u r  colonne Fi@ WATERS, l a  quan- 

t i t é  de p e p t i d e  p u r i f i é  est t r o p  f a i b l e  p o u r  e f f e c t u e r  une 

c a r a c t é r i s a t i o n  e t  une é tude  de s t rucLurs*  prima;ire. 

2") L'HYDROLYSAT APRES A C T I O N  D E  LA N-BROMOSUC- 

C I N I M I D E  ( N B S )  

La composition e n  a c i d e s  aminés de l a  chaine l e g e r e  

ne r é v è l e  p a s  l a  p résence  de r é s i d u  d e  t ryptophane.  L ' a c t i o n  

de l a  NBS dans  les c o n d i t i o n s  u t i l i s é e s  ( V o i r  Appendice tech- 

n i q u e ,  5 V I I I - C )  ne d o i t  se l i m i t e r q u 1 3  l a  coupure au  n iveau  



des  l i a i s o n s  t y r o s y l e s .  Malgré l ' u t i l i s a t i o n  d ' une  co lonne  

R@ WATERS pour  le f r a c t i o n n e m e n t  d e  l ' h y d r o l y s a t ,  l es  quan- 
- 

t i t é s  de p e p t i d e s  i s o l é s  s o n t  t r o p  f a i b l e s  p o u r  une c a r a c -  

t é r i s a t i o n  e t  une é tude  de s t r u c t u r e .  

3') L'HYDROLYSA7 PAR LA  COLLAGENASE 

Les é t u d e s  de  c i n é t i q u e  d ' h y d r o l y s e  p a r  l a  col- 

l a g é n a s e  o n t  permis  de mon t re r  q u ' a p r è s  50 min, il y  a l i b é -  

r a t i o n  de  t r o i s  l a r g e s  p e p t i d e s  d o n t  les t a i l l e s  s o n t  com- 

p r i s e s  e n t r e  1 4  000 e t  27 000 d a l t o n s .  L ' h y d r o l y s a t  a  é t é  

p r é f r a c t i o n n é  p a r  chromatographie  de g e l  f i l t r a t i o n  s u r  colon-  

ne de Sephadex G-50 e n  tampon s e s q u i - c a r b o n a t e  d'ammonium 

50 mM de  pH 8.78 (Voi r  Appendice t e c h n i q u e ,  5 X-Db) . La f r a c -  

t i o n  e x c l u e  ( K  = O) de l a  co lonne  de g e l  f i l t r a t i o n  e s t  
a v  

é l i m i n é e .  E l l e  c o n t i e n t  l 'enzyme,  l a  cha îne  l é g è r e  non hydro- 

l y s é e  e t  d e s  a g r é g a t s .  Les deux a u t r e s  f r a c t i o n s  r e t e n u e s  o n t  

é t é  f r a c t i o n n é e s  p a r  HPLC s u r  colonne C18 (10 p) WATERS avec  

un g r a d i e n t  l i n é a i r e ,  de O à 75 % de s o l v a n t  B 2  e n  75 min. 

Hui t  f r a c t i o n s  o n t  é t é  i s o l é e s  d o n t  q u a t r e  s o n t  d e s  f r a c t i o n s  

majeures .  Parmi ces f r a c t i o n s  : 

- La f r a c t i o n  21 e s t  rechromatographiée  e n  i s o -  

c r a t i q u e  à 55 % d f a c é t o n i t r i l e / T F A  0,013 M s u r  co lonne  C18 

(10 p )  WATERS. Nous ob tenons  un p i c  majeur  (21 -13 ) .  

- La f r a c t i o n  17 e s t  rechromatographiée  e n  i s o c r a -  

t i q u e  à 40 % d l a c é t o n i t r i l e / T F A  0 ,013  M s u r  colonne C18 (10 l.~) 

WATERS. Nous ob tenons  un p i c  majeur  (17-7) .  

A p a r t i r  d ' une  micromole de l ' h y d r o l y s a t ,  les 

f r a c t i o n s  ob tenues  s o n t  e n  q u a n t i t é  s u f f i s a n t e  pour  une ca rac -  

t é r i s a t i o n  e t  une é tude  s t r u c t u r a l e .  



4 ' )  C O N C L U S I O N  

Adin d l  o b t e n i n  des pept ides  de t a i l t e  impontanXe 
poun des trecouvnements de séquence,  heuLe L 1  hydhobyse a-irniaee 
pan La coLLagénase a donné Les nésul tal ts  escomptés.  Les quan- 
LLXés de 6nact ions homogènes, obtenues patr H P L C  ( sgmetn ie  des 
p i c s ) ,  s o n t  su$d inan tes  poun des é tudes  de c a n a c ; t é ~ s a f i o n  
e t  de sttructune-- 

1 - INTRODUCTION 

A p a r t i r  des f r a c t i o n s  séparées  des d i f f é r e n t s  

hydrolysats  ( chymotrypsique ; B r C N  ; t rypsique l imi t ée  aux 

l i a i s o n s  a rg iny le s  ; col lagénase)  p a r  chromatographie l i q u i d e  

haute performance, un con t r a l e  d1homg6n6i té  e s t  e f f e c t u é  p a r  

deux cycles d e  dégradation manuelle dlEdman (Voir Appendice 

technique, 5 XVI-B) e t  dé tec t ion  avec quant i f ica t ion ,  p a r  HPLC, 

des PTH-amino acides-obtenus . 
L'étude de l a  composition en ac ides  aminés des  

pept ides  pu r s  permet : 

- de déterminer (approximativement) l e  nombre de 

rés idus  cons t i t uan t  l e  pept ide  ; 

- de c a r a c t é r i s e r  ces  pep t ides  eu égard aux deux 

acides aminés en pos i t i on  N-terminale e t  à l a  s t r u c t u r e  primai- 

r e  de l a  chafne légère  L Z 7  de l a  myosine cardiaque de Poulet  

déjà déterminée. 

Les pept ides  purs s o n t  soumis 2i l a  dégradation 

automatique dlE&nan. 



II - LES PEPTIDES CHYMOTRYPSIQUES 

1")  LES PEPTIDES C H  YMOTRYPSIQUES OBTENUS A PARTI R 

DE L'HYDROLYSAT TOTAL 

Les f r a c t i o n s  homogènes pep t id iques  ( symét r i e  d e s  

p i c s  dans l e  p r o f i l  d ' é l u t i o n  après  HPLC) o n t  é t é  é t u d i é e s .  

Les a c i d e s  aminés e n  p o s i t i o n  N-terminale a i n s i  que l a  com- 

p o s i t i o n  en a c i d e s  aminés de ces  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  s o n t  

donnés dans l e  Tableau IV-Ga. On peu t  remarquer que deux 

f r a c t i o n s  é l u é e s  à des  temps de r é t e n t i o n  d i f f é r e n t s  en HPLC 

( f r a c t i o n  19/21-6-9 e t  f r a c t i o n  19/21-7-7) possèdent  des com- 

p o s i t i o n s  en a c i d e s  aminés s i m i l a i r e s  e t  des e x t r é m i t é s  N- 

t e rmina les  bloquées.  I l s  correspondent  au méme p e p t i d e  N - t e r -  

mina1 r i c h e  en ac ide  glutamique,  p r o l i n e ,  a l a n i n e  e t  l y s i n e  

dont  1 ' un correspond au p e p t i d e  désamidé. 

2 O )  1 ES PEPTIDES C H  Y MOTRYPSI PUES OBTENUS APRES 

FRACTIONNEMENT SUR DEAE-TRISACRYL M 

P l u s i e u r s  p e p t i d e s  obtenus e n  q u a n t i t é  s u f f i s a n t e ,  

o n t  é t é  é t u d i é s  p a r  l e u r  composition en  a c i d e s  aminés e t  l e u r  

ac ide  aminé en p o s i t i o n  N-terminale (Tableau I V - G ~ ) .  Parmi 

ces  f r a c t i o n s ,  t r o i s  o n t  é t é  é t u d i é e s  p a r  dégrada t ion  automa- 

t i q u e  d '  Edrnan : 

- La f r a c t i o n  9/D don t  l ' enchaînement  e n  ac ides  

aminés e s t  : 

Thr-Pro-Glu-Gln- Ile-Glu-Glu-Phe 

es t  appelée  l e  p e p t i d e  C-3.  I l  correspond à l a  séquence 44-51 

de l a  chaîne l é g è r e  L27 de l a  myosine ca rd iaque  de Pou le t  

avec une mutation e n  p o s i t i o n  4 6  ( ~ s p  e n  G l u ) .  



21/19-5-10 19/21-6-9 1W21-7-7 LW21-34 32/6-14 321~24 
ASP 1,5 1,2 - 0  , 14 . 1 . 1  - 1.. - - - 1.2 - 
THR 2 r 5  1 . 1  0.6  2 . 2  

-- 
SER - 
GLU -- -- 
PRO 

GLY 

ALA 

CY s/;! 
VAL 
- - 

MET 

1 LE 

LEU 

TYR 

PHE 

H I S  

LY s 
ARG I,I 1.1 

TOTAL .* 1 Y u 1 ') Y 19 2 1 ' J  u L O  1 5  

N-TER A i a  N .  IJ N . I )  X.1) :4 . i l  Alo 

-- -- .. -- .. - . . - . . - - - - - - -. -- . .- - - . . . . . . . . - - - . -. -- ------.- 
ASP ~- 0.8 I r 3  l r l  1 , L  2 . 8  0 , s  2,4 L,3 - - ~  .- - 
THR 1 ,  j 2 ,  1 I , L  

~ -. - 
1 . 1  

SER 1,1 0 , q  0 , 9  

GLU - 
PRO 

GLY 

4LA 5 , 3  

CYS/? - 

VAL 1 . 3  I ,h 2 . 1  0 . 9  

YET 1,) 

1 LE 0.9 1.4 1.4 0 . Y 

LEU 1 . 1  j t o  1 ,O 0 , 9  

TYP - - 
PH E 1 . 1  1.1 1.5 0.5 1 , O  O,$ 0 , 8  

H I S  

LYS 1 . a  
ARC 1 . 2  1 ,O ....- - - -----...------- 
TOTAL 2 l9 2 10 5 I O  '1 9  a 16 ? 6 ? 14 10 .., 9 6  - 
N-TFR N.D T hr Glu Arq Ala ASD N.D Clv  Thr Glu 

Chymotryp- C-l C-3 C-16 C - 1 9  

s ir lue  - 

TABLEAU I V -  6 Componit ion en ac iden  aminZn e t  exthEmitE N- tehminale  

( détehmLnEe pah PTH-amino a c i d e  1 deb pepzideb obtenuo aphèb 

hydholyae  pu4 la chymotaypnine de l a  c h a î n e  l é g è h e  L Z 7  de l a  

"myonine-V " de coeuh de Pohc e t  puhi6iEb pah HPLC 
G 

(a) A p h ë d  6hact ionnement  de l ' h y d h o l y b a t  t o t a l  buh co lonne  

C i g  semi-préparative WATERS 

( b )  Aphè6 l e  phE6hactionnement duh co lonne  de DEAE-Thibachyl M 
l e n  pept idea chymothypniquen o n t  E t E  chhomatoghaphiEn bu& colonne  

C l t i  ou R@ WATERS. 



- La f r a c t i o n  9/E d o n t  l ' e n c h a i n e m e n t  e n  a c i d e s  

aminés e s t  : 

Glu-Asp-Phe -Val-Glu-Gly-Leu 

e s t  a p p e l é e  l e  p e p t i d e  C-16. I l  co r r e spond  à l a  séquence  

128-134 de  l a  s t r u c t u r e  p r i m a i r e  L de l a  myosine c a r d i a q u e  
27 

d e  P o u l e t .  

- La f r a c t i o n  6/24-8-3 d o n t  l ' encha înemen t  e n  

a c i d e s  aminés e s t  : 

Ala-Thr-Leu-Gly-Glu-Arg-Leu-Thr-Glu-Asp-Glu-Val-Glu-Lys-Leu 
1 -* 
i ' 1 ;  

e s t  a p p e l é e  l e  p e p t i d e  C-19. I l  co r r e spond  à l a  s6quence ..,.T 
?$k*h : 

155-169 avec  l e s  m u t a t i o n s  en p o s i t i o n s  164 (Glu  en Asp) e t  k . p ~ '  

167 (Asp e n  Glu) de  l a  séquence  d é j à  c i t é e .  

III - LES PEPTIDES OBTENUS APRES ACTION DU B r C N  

1 " )  PEPTIDES OBTENUS APRES PREFRACTIONNEMENT, 

SUR COLONNE HPLC SEMI-PREPARATI VE, DE 

L 'HYDROLYSAT TOTAL 

Deux des  p e p t i d e s  o b t e n u s  a p r è s  r ech roma tog raph ie s  

s u r  co lonnes  HPLC a n a l y t i q u e s  des  f r a c t i o n s  i s o l é e s  a p r è s  

p r é  f r ac t i onnemen t  s u r  co lonne  s e m i - p r é p a r a t i v e  o n t  é t é  c a r a c -  

t é r i s é s  p a r  l e u r  c o m p o s i t i o n  e n  a c i d e s  aminés e t  l e u r s  a c i d e s  

aminés e n  p o s i t i o n  N- te rmina le  
6 .  . » 

Les r é s u l t a t s  donnés  dans  l e  Tableau  IV-7a m o n t r e n t  ! ~ i î  

q u e  l a  f r a c t i o n  15/11-19 ne pos sède  p a s  de  PTH-amino-acides 

a p r è s  deux c y c l e s  d e  d é g r a d a t i o n  dlEdman. C e  p e p t i d e ,  l o n g  

d ' u n e  s o i x a n t a i n e  d e  r é s i d u s ,  a une compos i t i on  e n  a c i d e s  ami- 

n é s  c a r a c t é r i s t i q u e  : un t a u x  é l e v é  e n  a c i d e  g lu t amique ,  p ro-  

l i n e ,  a l a n i n e  e t  l y s i n e .  C e  p e p t i d e  nommé CB-1 c o r r e s p o n d  au  

p e p t i d e  N-terminal  de  l a  c h a î n e  l é g è r e .  Sa  compos i t i on  e n  

a c i d e s  aminés e s t  i n t e r m é d i a i r e  e n t r e  c e l l e  de  l a  c h a î n e  l é g è r e  



L25 
d e  l a  myosine de muscle s q u e l e t t i q u e  de Lapin e t  c e l l e  

de L 2 7  de l a  myosine cardiaque  de P o u l e t  (Tableau IV-  7a) 

L e s  f r a c t i o n s  15/21-9 e t  12/23-8 possèdent  l ' a l a -  

n ine  s u i v i e  d e  g l y c o c o l l e  e n  p o s i t i o n  N-terminale e t  l a  com- 

p o s i t i o n  en a c i d e s  aminés montre une v i n g t a i n e  de r é s i d u s  

d ' a c i d e s  aminés. Ce p e p t i d e  n o m é  CB-6 a  une composition en  

a c i d e s  aminés correspondant  à l a  séquence 176-190 de l a  chaîne  

l é g è r e  L2, de l a  myosine cardiaque  de P o u l e t .  

I l  a  é t é  p o s s i b l e  d ' i s o l e r  tous  les p e p t i d e  CB 

sauf  CB-3, q u i  correspond à l a  séquence 106-114, e t  CB-7 

qu i  correspond à l a  séquence 191-192. P a r  l ' é t u d e  des PTH- 

amino ac ides  obtenus à p a r t i r  de l ' h y d r o l y s a t  t o t a l ,  nous 

avons montrer l ' e x i s t e n c e  de c e s  p e p t i d e s  CB-3 e t  CB-7. 

2 "  ) L E S  P E P T I D E S  O B T E N U S  A P R E S  F R A C T I O N N E M E N T  

S U R  C O L O N N E  R - P f f E N Y L  

Cinq p e p t i d e s ,  obtenus après  f rac t ionnement  de 

1 'hydro lysa t  t o t a l  s u r  colonne R@, o n t  é t é  c a r a c t é r i s é s  

(Tableau IV-7b) : 

- La f r a c t i o n  28/15 q u i  ne possède p a s  d ' a c i d e  

aminé r é a g i s s a n t  avec l e  P  . I . T . C . ,  a  une composition en a c i d e s  

aminés contenant  un t a u x  é levé  en  ac ide  glutamique,  p r o l i n e ,  

a l a n i n e  e t  l y s i n e .  Ce p e p t i d e  CB-1 e s t  c a r a c t é r i s t i q u e  de l a  

p a r t i e  N-terminale de l a  chaîne l é g è r e  Ls7.  

- Les f r a c t i o n s  29/12, 27/9 e t  29/13 possèdent  

a p r è s  deux c y c l e s  de dégrada t ion  manuelle dlEdman une l y s i n e  

e t  une i s o l e u c i n e  en séquence N-terminale. Ce p e p t i d e  nommé 

CB-2 d ' env i ron  35 r é s i d u s  a  une composition en a c i d e s  aminés 

semblable à c e l l e  du p e p t i d e  correspondant  à l a  séquence 

67-101 de l a  chaîne  l é g è r e  L27  de l a  myosine cardiaque  de 

P o u l e t .  



ASP 3 , 4  3 , 2  3 , 8  3 , 9  . . 1 s -  
THR 1 , 3  L , 1  3 , 7  2 , 1  -- 
SER 1 t 4  O, 8 O, 9  o s 9  - -. . -- - --- - -  

GLU 1 1 . 3  3 t 3  7 . 2  4 , 0  4,8 -- 
pi)n 1 4 . 8  2 . 2  0 . 9  . ,." -- ...... ...-.--. 

GLY 0 , 7  2 , 2  3.8  3 ,O 2 , 1  - .- - - . -- -- 
ALA cy.s./. 1 3 , 6  2 . 2  1,9 - - ~. .- 2 , o  .- - - 

. ................. 
0 , 5  0 , 7  

.- ----- -- ...... . 

'VAL -- . -. -. 
0 ,  9 2,9 2 , 8  1 , 6  

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  .- . ........ - .... 
MET ! HSC ) 1 , 2  0 ,  a a - - . .  

0 , 8  0 ,  8  @ , 7  
....... . . . .  ...... .. 

!LE 3.1  1 , 7  - -- - -. 
O, 9  - 0 . a  

LEU . . - . - . - - . ~ . --- 2 , 2  4 , 2  4,5 - 

TY  4 1 , 3  1 , o  o , a  ....... - --- -- .. - .. . ........ .- ..... - .. -- - . .  
P i i i  - 4 , 2  1 , 2  1 , 9  - --p. -- -. . . . . . . . . . . . . . .  ......... .. .. .... . . . . . . .  

~ I S  0,9 O ,  a 0 . 7  
. . .  ...... .- ....... --- .. - .. . . . . .  - . . . . -  .. 

L Y S  9 , 9  1 , 2  4 , 9  2 , 3  1 , 3  - 
APT: 1 . 2  2 . 0  1 .O 1 . 7  ,. ,- 
T O T 4 L  0 6  2 0  3 8  3 1 2 4  

N-TER N . D  A l a  LYS Leu G ~ Y  

ASP 4 , j  3 7 4 , L  1 , 2  
-. .- ... ......... 3 , I  ........ ... . 

THR ! , a  c , 1  j , 5  2 . 1  

G L Y  1 , 7  4 , 2  3 , 7  2 , :  2 ,  Y 
....... ....... ........ -- 
ALA 1 1 . 5  2 . 1  1 . 3  3 ,  O 

. . ........... .... -. 

b 
: I t T  ! if.;,: ) O , 7 0 , 2  O , ?  0 ,  6 
-. .. ...... .... 

J . 7  

I LE 2 , t  0 ,  7 2 , ;  
. . . . . .  ... .................. ~- 

LEU 1 , 4  5,2 J , 5  
~ -~ 4 , 9  

TYk  11 , 8 u , 7  3 , y  
PHE .... .............. -. - ... .- . 

4 , l  2 , 7  1 , 3  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

H-ÏS 0 , 9  1 . 1  3 ,  n .... .. .... ... -- ....... - . 
LY '; 9.2 2 ,  a :,a ü , 9  1,2 

A R 5  l r l  2 , i  1 , l  1,9 

I'OTAL r 6,2 J3 -2 32 -, 2 2  1 2 1  

'4-TER ?J .!) Lys !>c 11 ,. , 'y . A l a  

8,c.r,!ldr: Er[:!; 
:1> , CS7 (: B 

4 'J 1, 
,:r/r r~3:;ponddnt: > 

TABLEAU IV-7 Componix ion  en  a c i d e n  aminén e t  e x t h é m i t é  N - t e h m i n a l e  
( d é t e h m i n é e  pah PTH-amino a c i d e  ) den p ~ p t i d ~ b  ob tenun  a m e n  

a c t i o n  du B h C N  n u h  l a  c h a î n e  l é g è h e  L Z 7  d e  l a  " m y o ~ i n e - V G "  d e  

coeuh  d e  Pohc e t  p u h i d i e n  pah HPLC . 
( a )  Aphèd d h a c t i o n n e m e n t  de  1' h y d n o 1 y a a t  t o t a l  nuh c o l o n n e  

i 8 semi-préparative WATERS 

( b )  Aphèd dhacXionnement  de  l ' h y d h o l y n a t  t o t a l  b u t  c o l o n n e  

R@ WATERS . 
Den hechnornaXoghaphieb o n t  é t Z  n e c e a n a i n e n  poux o b t e n i n  den d h a c t i o n n  

homogènen ( . . /  . . - . . 1 . 



- L e s  f r a c t i o n s  28/11 e t  29/11 possèdent  ap rès  

deux c y c l e s  de dégradat ion  manuelle dlEdman l a  l e u c i n e  e t  

l a  glutamine comme e x t r é m i t é  N-terminale.  C e  p e p t i d e  CB-4 

d ' env i ron  30 rés idus  a  une composition e n  a c i d e s  aminés 

correspondant  à c e l l e  de l a  séquence 115-146 de l a  chaîne 

l é g è r e  de ré fé rence .  

- Les f r a c t i o n s  30/10 e t  31/16 o n t  l a  séquence 

Gly-Ala N-terminale.  Ce p e p t i d e  nommé CB-5 d ' env i ron  2 4  r é s i -  

dus a  une composition en  a c i d e s  aminés correspondant  à c e l l e  

de l a  p a r t i e  147-170 de l a  chaine  l é g è r e  de r é f é r e n c e .  

- Les f r a c t i o n s  25/15 e t  26/5  o n t  l a  séquence N-ter- 

minale Ala-Gly. Ce p e p t i d e  nommé CB-6 d 1  une v i n g t a i n e  de r é s i -  

dus a  une composition e n  a c i d e s  aminés correspondant  à c e l l e  

de l a  p a r t i e  171-190 de l a  chaîne l é g è r e  de ré fé rence .  

A p a r t i r  de ces  f rac t ionnements ,  nous. n 'avons  pas  pu 

i s o l e r  les p e p t i d e s  correspondants  aux séquences 108-114 (CB-3) 

e t  191-192 (CB-7) de l a  cha ine  l é g è r e  de r é f é r e n c e .  

La séquence e n  a c i d e s  aminés a  é t é  e f f e c t u é e  s u r  l e s  

d i f  f é r e n t s  pep t ides  CB au sequenceur automatique : 

- Le pep t ide  CB-2 : Sur 35 r é s i d u s ,  31 o n t  é t é  iden- 

t i f i é s  sans  ambiguité e t  l a  séquence obtenue e s t  : 

Après s i x  cyc les  de dégrada t ion  automatique, il y a un "blanc" 

q u i  d o i t  correspondre à un r é s i d u  de c y s t é i n e .  Ce lu i -c i  n ' e s t  

jamais i d e n t i f i é  l o r s  de l a  q u a n t i f i c a t i o n  des  PTH-amino-acides . 



Mais d ' a p r è s  l a  compos i t i on  en  a c i d e s  aminés e t  l a  séquence 

homologue de  l a  cha fne  l é g è r e  L 2 7  de  l a  myosine c a r d i a q u e  

de  P o u l e t ,  l e  r é s i d u  de  c y s t é i n e  d o i t  ê t re  p l a c é  e n  ce t te  

p o s i t i o n  7 3 .  

- L e  p e p t i d e  CB-4 : S u r  3 2  r é s i d u s  , 3 1  o n t  é t é  

i d e n t i f i é s  e t  l a  séquence  ob tenue  e s t  : 

1 1 5  1 2 0  
Leu-Gln-His-Ile-Ser-Lys-Asn-Lys-Asp-Thr-Gly-Thr-Tyr-Glu-Asp- 

1 3 0  1 4 0  
Phe-Val-Glu-Gly-Leu-Arg-Val-Phe-Asp-Lys-Glu-Gly-Asp-Gly-Thr- 

1 4  6  
Val- ( M e t )  

Nous no tons  une m u t a t i o n  p a r  r a p p o r t  à l a  séquence de  l a  

c h a î n e  l é g è r e  L2, d e  l a  myosine c a r d i a q u e  de  P o u l e t  à l a  

p o s i t i o n  1 2 1  (Thr en  Asn) . 

- Le p e p t i d e  CB-5 : S u r  2 4  r é s i d u s ,  2 3  o n t  é t é  

i d e n t i f i é s  e t  l a  séquence  obtenue  e s t  : 

Nous notons  deux m u t a t i o n s  p a r  r a p p o r t  à l a  séquence de l a  

c h a î n e  l é g è r e  L de  l a  myosine c a r d i a q u e  de  P o u l e t  aux po- 2 7  
s i t i o n s  1 6 4  (Glu e n  A s p )  e t  1 6 7  (Asp en  G l u ) .  

- Le p e p t i d e  CB-6 : S u r  2 0  r é s i d u s ,  1 5  o n t  é t é  

i d e n t i f i é s  e t  l a  séquence  obtenue  es t  : 



Comme pour l a  séquence du p e p t i d e  CB-2, l e  "b lanc"  dans l a  

séquence e n  p o s i t i o n  179 d o i t  correspondre à un r é s i d u  de 

c y s t é i n e  pour  l e s  r a i s o n s  évoquées précédemment. Nous notons 

p a r  rappor t  à l a  séquence de l a  chafne l é g è r e  L 2 7  de l a  myo- 

s i n e  de muscle cardiaque  de P o u l e t  une s e u l e  mutat ion en  

p o s i t i o n  176 (Ala e n  S e r ) .  

3 " )  CONCLUSION 

La dé t enmina t ian  de La néyuence au tomat ique  den 

diddénenlta peptidecl C B  obtenun aphén a c t i o n  du bhomune de cya-  

nogène aun l a  cha îne  Légèhe L Z 7  noun a  penmia de place& 1 1 9  o u t  

Leb 1 3 2  hénidun  de La p a h t i e  C-ltehminaLe de t a  cha îne  l é g è h e .  

Pairmi Len néquencea manquanten il y a  La néquence 7 0 2 -  7 1 4  coh- 

nenpondant a u  pep t ide  C B - 3  que noun n'avona pan pu i n o L e h ,  q u i  

ne d o i t  pan ponnéden La séquence  Ann-Seh en p o b i t i o n  N-,tekminaLe 

e2  dont  La componi t ion  en a c i d e n  aminéd e n t  d i 6 6 é h e n t e  de c e l l e  

du pep t ide  homuLogue de La c h a î n e  Légène L Z 7  du muscLe cahdia-  

que de PouLet.  

Lea hén idun  de c y n t é i n e  non i d e n t i d i é n  à p a h t i n  

du PTH-amino-acide peuvent  nëanmoinh Z the  hep lacén  compte t e n u  

den compoai2ionn en a c i d e s  aminé6 elt den néquencen homologuea. 

I V  - LES PEPTIDES OBTENUS APRES ACTION DE LA TRYPSINE LIMITEE 

AUX LIAISONS ARGINYLES 

1') C A R A C T E R I S A T I O N  DES PEPTIDES 

Comme poun Len pepltiden C B ,  Lea pep t iden  obltenun 

aphPa ~ / rac2 ionnemen t  nun coLonne R-phQnyL H P L C  à p a h t i h  de 

L' hydhoLya a t  pah La l tnypaine Limiltée aux L i a i n  onb ahg iny l en  

(peplt iden T c )  , o n t  Elté canac téh inén  patr deux c y c L u  de 



d é g n a d a t i o n  manuelLe  d'Edman e t  L e u n  cornpuni t ion  e n  a c i d e n  

aminén ( T a b l e a u  I V -  8 )  . 

- Len d n a c t i o n a  79/  1 2  e t  7 9 / 7 3  panaède-nt  L 1 e n c h a Z -  

nemen t  N - t e n m i n a l  Thn-Phu e t  n o n t  c o n n t i t u é e n  de  7 8  né ni du^. 

Ce p e p t i d e  T c - 2  d o i t  cohkebpondne  à La n e q u e n c e  6 1 -  7b  de  La 

c h a i n e  Legène  de  x é d é n e n c e .  

- La O n a c t i o n  16 pobn 2de  1 '  enchaZnement  ALa- Leu 

e n  p o n i ; t i o n  N - t e k m i n a l e  e t  e n t  c o n n t i t u é e  d e  73 n é n i d u n .  

Ce p e p t i d e  Tc -3  a  une  Compobi,ti~kZ e n  a c i d e 4  aminéb n L m i L a i n e  

à ceLLe d u  p e p t i d e  connenpondan t  à La s é q u e n c e  7 9 - 9  1 d e  ban  

homologue de c o e u h  d e  P o u L e t .  

- Les d n a c t i o n b  2 b / g  e t  2819 ponbèden t  L ' e n c h a z n e -  

men t  V a l -  Leu en  p o b i t i o n  N- tehminaLe e t  p lun  de 4 0  h é n i d u n .  

La componi . t ion e n  a c i d e b  aminén de  c e  p e p t i d e  Tc-4  p o u n n a i t  

connenpondhe  à La n é q u e n c e  9 2 -  735 de La c h a î n e  l é g è h e  L Z 7  

de myonine  d e  m u a c l e  c a h d i a q u e  d e  P o u t e x .  

- La anact iov t  7 8  ponnède L f e n c h a X n e m e n t  V a l - P h e  

e n  p o n i t i o n  N- te f iminaLe.  Ce p e p t i d e  T c - 5  q u i  ponnède 7 6  n é -  

n i d u n  d o i t  conhenpondne  à La cl é q u e n c e  7 36-  1 5  7 .  

- La d n a c t i o n  7 3 ponnède L 1 e n c h a Z n e m e n t  Hib-VaL 

e n  p o n i t i o n  N- t ekminaLe  e t  d 1 a p 4 è b  l a  c o m p o n i ~ i o n  e n  a c i d e b  

a m i n é a ,  e l t e  e n t  c o n n t i t u é e  d e  9 h é n i d u n .  Ce p e p t i d e  Tc -6  

d o n t  La p a n t i e  N-Zet tminale a  é t é  d é t e n m i n é e  pan L ' é t u d e  du 

p e p t i d e  C - 7 9  d o i i  c o n n e n p o n d t ~ e  à La n é q u e n c e  7 5 2 -  7 6 0 .  

- Lcn d f i a c t i o n n  2 0 / 9  e t  2 2 / 7 6  ponnèden t  La L e u c i n e  

e t  La t h n é o n i n e  e n  p o n i t i o n n  N- t ehminaLeb .  Ce pep,tide Tc -7  

q u i  cornponte une t n e n t a i n e  d e  hgb idun  e x  aucun h é n i d u  d ' a k g i -  

n i n e  d o i A  conkenpondne  à La p a h t i e  C- t enminaLe  7 6  7 - 1 9 2  de  La 

chcÛne t é g è n e .  Neud den pnemienb h é n i d u n  a v a i e n t  é t é  d é t e t m i -  

néa pan L  ' éXude du p e p t i d e  chymo.-thypbique C -  7 9 .  



AS P 4 1 2  1 1 2  1 1 4  5 , o  1 1 9  4 1 3  

THR 1 1 3  2 , 1  1 r 1  Z r 6  111 1 1 2  0 1 9  - 
SER 
- 

1 I 2  
- 2 , 1  1 t 8  

GLU 1 0 , 4  2 , 2  2 1 8  6 1 8  2 1 3  1 , 4  6 , 2  

PRO 1 3 , 8  1 r 2  O r 8  3 1 0  

G L Y  1 1 1  2 , 1  1 1 4  3 1 2  2 , 7  1 , 2  1 , 3  

ALA 1 1 , 9  o 1 9  2 , 1  2 , 9  l I 0  --- ------- 1 , 2  2 , 8  

C Y  s / ~  1 1 2  0 1 4  

V A L  I r 2  1 r 2  o 1 9  3 1 0  Z r 1  1 1 4  2 , l  

MET 0 1 7  1 1 0  0 1 9  1 1 5  

1 L E  2 1 8  O r 8  2 1 5  1 r 8  

LEU o 1 9  1 1 2  2 1 2  4 1 3  1 1 3  1 , 9  2 , 2  

TYR 1 1 1  0 1 7  

PH E 3 1 3  3 1 9  1 r 1  1 r 2  
2 

H I S  0 , 9  0 , 8  

L Y S  7 1 7  1 1 8  2 , 1  0 1 9  1 1 8  

ARG O t 8  0 1 9  I r 1  I I 0  I r 1  1 t 2  
t 

TOTAL 6  O 1 8  1 3  4  4  1 6  9  3 1  

K-TER N .  D T h r  A l a  V a  1 V a  1 H i s  J,eu 
-. 

P e p t i d e  

T r y p s i q u e  
T c 2  

C o r r e s p o n d a n t  
T c 3  T c 4  T c 5  T c 6  T c 7  

TABLEAU Compobi t ion  en a c i d e s  aminéb e t  e x t 4 é m i t é  

N-te4minaLe ( détetrminée patl PTff-amino a c i d e  ) de6 p e p t i d e b  

obtenua ap4èb hyd4oLybe pu4 La t 4 y p b i n e  d o n t  L ' a c t i o n  a  

2x2 L i m i t é e  aux L ia ibonb ahginqLe6 pan c i t 4 a c o n y L a t i o n  de La - 
cha ine  Légèae  L,, de La "myonine-VG1'  de c o e u t  de Poac 

Ceb pep t ideb  o n t  é t é  i b o l é b  à pahtitr du 

64act ionnemenL d g  L' hqd4oLynaZ Zhypbkque t o t a L  pu4 HPLC 

bu4 c o ~ o n n e  R@-WATERS e t  o n t  é t é  p u t i 6 i é b  pu4 tech4omatog4aphie  
nu4 d fauZ4eb  t y p e b  de coLonnen RP-HPLC anr.ty$ip&ed. 

Ceb pep t ideb  ( T C  1 o n t  é t é  i d e n t i d i é b  compte 

t e n u  de Leua compob i t ion  en a c i d e b  aminéb ,  de Leu4 e x t h é m i t é  

N-tekminaLe e t  deb homoCogieb d e  b a q u e . ~ ~ ~  ( v o i 4  t e x t e  ) 



2 O )  E T U D E  D E  LA S E Q U E N C E  E N  A C I D E S  A M I N E S  D E  C E S  

P E P T Z D E S  T R Y P S Z  2 U E S  

Nous avons déterminé ac tue l l ement  l a  séquence des 

peptides t r y p s i q u e s  Tc ( a c t i o n  l i m i t é e  aux l i a i s o n s  a r g i n y l e s )  : 

- L e  p e p t i d e  Tc-2 : Sur 18 r é s i d u s ,  17 o n t  é t é  

i d e n t i f i é s  s a n s  arnbiguité e t  l a  séquence e s t  : 

78 
Asp-Val-Leu-Arg 

Le "b lanc"  obtenu pour l a  p o s i t i o n  73 correspond à un r é s i d u  

de c y s t é i n e .  En e f f e t ,  l e  PTH-Cys n ' e s t  pas  d é t e c t é  dans n o t r e  

système HPLC, mais il e x i s t e  un r é s i d u  de c y s t é i n e  dans l a  

composition en a c i d e s  aminés du p e p t i d e  Tc-2. Nous notons 

également deux mutat ions en p o s i t i o n  64 ( S e r  en  Ala)  e t  en 

p o s i t i o n  71 (Ala en  Gly) p a r  r a p p o r t  à l a  chaîne l é g è r e  L 27 
de l a  myosine cardiaque  de P o u l e t .  

- Le pep t ide  Tc-3 : L e s  13  r é s i d u s  o n t  é t é  i d e n t i -  

f i é s  s a n s  ambiguité e t  l a  séquence e s t  : 

79 80 90 9 1  
Ala-Leu-Gly-Gln-Asn-Pro-Thr-Gln-Ala-Glu-Val-Leu-Arg 

- L e  pep t ide  Tc-4 : Sur 46 r é s i d u s t g  o n t  é t é s  i d e n t i -  

f i é s  sans  ambiguité  e t  l a  séquence obtenue e s t :  

92 1 0 0  135 
Val-Leu-Gly-Lys-Pro-Lys-Gln-Glu-Glu-Met-( ) - (  ) ------- ( 1 

La présence  e t  l a  proximi té  d ' u n  r é s i d u  de P r o l i n e  e t  de Glutamine 

o n t  a b a i s s é  considérablement  l e  rendement r é p é t i t i f  de l a  

dégrada t ion  automatique dfEDMAN . 



- Le p e p t i d e  Tc-5 : Sauf l ' a r g i n i n e  e n  p o s i t i o n  

C-terminale  s u r  les 16 r é s i d u s ,  quinze o n t  é t é  i d e n t i f i é s  s a n s  

ambigui té  e t  l a  séquence  e s t  : 

136 1 4  0 
Val-Phe-Asp-Lys-Glu-Gly-Asp-Gly-Thr-Val-Met-Gly-Ala-Glu- 

150 151 
Leu- (Arg) 

C e  p e p t i d e  possède  une séquence  homologue à cel le  de l a  c h a î n e  

l é g è r e  L d e  l a  myosine c a r d i a q u e  d e  P o u l e t .  27 

- Le p e p t i d e  Tc-6 : C e  p e p t i d e  de neuf r é s i d u s  

q u i  d ' a p r è s  s a  compos i t ion  en  a c i d e s  aminés e t  l es  deux p r e -  

m i e r s  c y c l e s  de  d é g r a d a t i o n  dlEdman His-Val co r r e spond  à l a  

séquence 152-160. N e  p e r m e t t a n t  p a s  d ' o b t e n i r  un recouvrement ,  

nous n ' a v o n s  p a s  jugé u t i l e  d ' e n  e f f e c t u e r  l a  séquence a u t o -  

mat ique .  

- L e  p e p t i d e  Tc-7 : L e  p e p t i d e  Tc-7 d e  32 r é s i d u s  

d o n t  l a  s t r u c t u r e  p r o b a b l e  : 

Ile-Met-Ala S e r  

a é t é  é t a b l i e  à p a r t i r  du  p e p t i d e  chymotryps ique  6/24-8-3,des 

p e p t i d e s  CB-6 e t  CB-7 e t  du p e p t i d e  t r y p s i q u e  T-24 d o i t  ê t re  

séquencé  pour  les  recouvrements  a u t o u r  d e s  p o s i t i o n s  170 e t  187. 



La détetrmina;t ion de  l a  b é q u e n c e  a u t o m a t i q u e  ded d i 6 -  

6QtrenAb p e p t i d e b  T C ,  ob;tenub aptréb bépahaXion pair H P L C  de  l ' h y d t r o -  

l ydaX patr l a  t t r y p n i n e  de l a  chaZne. lZgè t re (don; t  l e b  trébidub de 

l y b i n ~ .  on;t é;té c i X h a c o n q l é b ) ,  a petrmib d'  a l i g n e &  6 3  trébidub de 

l a  pairXie C-;teaminule.La dé;tetrmina;tion de  9 h & b i d u b  poufi l e  

pep;tide T c - 4  n e  noud a pub petrmia d ' o b ; t ~ n i t r  l a  trégion 1 0 7 - 7 7 7  

cotrtrebpondan2 au p e p x i d e  C B - 3  non i d o l e .  S e u l  l e  p e p z i d e  Tc-7 

4ebXe ù déquencen  poufi trecouvtritr l a  patr;tie 7 6 0 - 7 9 2 .  

V - INTERET DE LA HPLC 

Lea exp8triencecs e66ec tuZea  pou4 La n&patra;tion dea 

d i a  6éhenXb peptidecl  de^ d i 6  6étrenzb hydholyba.tb patr H P L C  

noub o n t  p ~ t r m i d  de monttretr : 

- que l ' h y d t r o l y b a t  dea petites p e p t i d e b  chymoZnyp- 

b i q u e 6  , q u i  d o n t  nombtreux, e b t  6tracXionné a v e c  une  bonne 

e 6 6 i c a c i X Z  patr H P L C  l o t r d q u ' u n  ptré6tractionnemenX pu4 deh mé- 

t h o d e ~  c o n v e n t i o n n e l l e s  ( g e l  6i lXtra;t ion ou échange d ' i o n )  

a Eté  tréulicsé.  En e d d e t ,  c l i  l e b  6trac;tiunnementcl d ' h y d t r o l y c s a t ~  

; to taux  nutr c o l o n n e s  CLflalyXicjueb o u  b e m i - p h é p a h a t i v  ne noua 

petrme;t;tent d ' o b t e n i a  l e b   peptide^ putrci Q U '  en  b a i b l e  quan; t i t é  

( Ù  caub e ded nombtreucs eb é t a p e b  de hechhornaXog4aphieb ) , un 

hydtroLysa;t ptrédtracLionnQ b u 4  c o l o n n e  d' $change d '  anionb ( D E A E -  

T 4 i b a c t r y l  M )  noub a petrmib d ' o b t e n i h  aptrèb H P L C  q u e l q u e b  pep- 

Xided pukb e n  quan;tiRé bu66ibanXe poufi deb & t u d e b  de 6R4uctutre 

u l tZ t r i eu t res  . 

- que poutr Lea h y d t r o L y ~ a t 6  de gtroa pep;tiden ( C g  ou  

T c ) ,  q u i  b o n t  peu nombtreux, une  $ t u d e  sybtErna;tique deb  colonne^ 

e t  deb ~ o l v a n t a  d l é L u . t i o n  & ; t a i t  n é e e b ~ a i t e ,  c a 4  danb ce 

d o m a i n e ,  peu de choh eh 6 onR ac;tuellernen;t  connue^ . 



Vann Le cab den p e p t i d e b  C l 3  e t  T c  de  La c h a c n e  

Legëae  L , ,  de l a  " m y o n i n e - V G " ,  o e u l e  La c o l o n n e  R - p h é n y l  

nvun  a  peamib d ' o b t e n i h  dea 6 4 a c t i o n b  homogèneb e n  q u a n t i t é  

n u a & i ~ a n X e .  Pah e x e m p l e  : 

- C i n q   de^ h e p 2  p e p t i d e n  Cl3  h o n t  puiri2jiGa aphèn 

u n e  neuLe  E t a p e  de a e c h a o m a t o g a a p h i e .  

- Len n e p t  p e p t i d e h  T C  b o n t  o b t e n u h  e x  h e u l h  

q u a t a e  d ' e n t h e  Q U X  onX d û  Z t a e  h e c h h o m a t o g h a p h i é h .  

T l  b e m b l e  d o n c  q u e  pou4 p u h i d i e f i  l e 6  gkob p e p t i d e b  

d e  l a  c h a î n e  l é g è i r e  L I T  de  l a  " m y o n i n e - V G H ,  il vaudaaiX mieux 

u L L l i a e h  u n e  coLonne a n a l y t i q u e  a d a p t é e  q u ' u n e  c o l o n n e  b e m i -  

p l répa4a t iue  a i n n i  q u e  decl noLuan th  t 4 è b  a p o l a i h e h  -telcl que  

l e  2 - p t o p a n o l l T F A  0 , 0 0 7 3  M ou  l e  1 - p k o p a n o l l T F A  0 , 0 0 7 3  M 

e t  meme den gtradientcl l i n é a i h e b  de  p c n t e  d a i b l e .  Pou4 o b t e n i t r  

des  q u a n t i t C a  b u d d i n a n t e n  de p e p t i d e 6  , il v a u t  m i e u x  m u l t i p l i e  

l e  nombae d e  d é p u t h ,  c e  q u i  nécebnec i t e  u n e  a u t o m a t i a a X i o n  d e  

l ' a p p a a e i l l a g e  d l t i P L C  ( i n  j e c i e u h  a u t o m a t i q u e  ; c o L l e c X e u a  de  

6aacXioncl adq.tC! e,tauXoma;tique, muni  d ' u n  d é t e c x e u ~ ~  de p e n t e  e x  

q u i  p e t m e t t e  l a  c o l l e c t i o n  de6 daacXionb i d ~ n t i q u e h  dann [ e h  

memeh t u b e n  ) . 

V I  - L'ENCHAINEMENT P E P T I D I Q U E  DE L27 

A p a r t i r  d e s  séquences  e n  a c i d e s  aminés d e s  d i f f é -  

r e n t s  p e p t i d e s  o b t e n u s  à p a r t i r  d e s  d i f f é r e n t s  h y d r o l y s a t s ,  

nous avons pu é t a b l i r  l a  séquence  p a r t i e l l e  de  t o u t e  l a  p a r -  

t i e  C- te rmina le  de  l a  c h a i n e  l é g è r e  L 2 7  d e  l a  myosine c a r d i a -  

que de v e n t r i c u l e  gauche de  coeu r  de  P o r c  ( F i g u r e  IV-14). * La séquence a v e c  l es  recouvrements  a  é t é  ob t enue  g r a c e  à 

l ' é t u d e  d e s  p e p t i d e s  Tc e t  d e s  p e p t i d e s  CB. Dans l a  p a r t i e  

N- te rmina le ,  s e u l e  l a  séquence  du p e p t i d e  chymotrypsique C-3 

a  pu ê t r e  dé  t e r m i n é e .  



X-Pro-Lys-Lys-Pro-Glu-Pm-Lys-Lys-Ala-Pro-Glu-Pm-Lys-Lys-Glu-Glu-Pm-Lys-Pro-Ala- -239- 
----------- (Asn-Val-Lys) --- (Pro) --- ( A l a - A l a - A l a - v a )  -------- 
................................................................................. 

................................................................................. 
50 6 O 

Val-Glu-Phe-Thr-Pm-AspGln-Ile-Glu-Glu-Phe-Lys-Glu-Ala-Phe-Ser-Leu-Phe-Asp-Arg- 
(Ile) ------- (ser-Lys-Glu)---(Gln-&P)------------------------------ (Tyr) -------- 
(Ile) ------- (AS~-Arg-Thr-Pr~-Ly~-Lys-Glu-Pkt-Ly~) (-) - (-) - (-) - (-) - (-) - (-) (Glx-Glx- 
............ Thn-Phu-GLLL-Gln-lle-Glu-Glu-Phe ...................................... 

70 80 
Thr-Pm-Lys-Ser-Glu-MFT-Lys-Ile-Thr-Tyr-Ala-Gln~ys-Gly-AspVd-hu-~g-Ala-&u- --- ( ~ l ~ - & ~ )  ---- (-) - (-) -------- (Leu-Ser) ------- (val)---------------------------- 
(Glx-&u-Asp-Ser)(-)-(-)(Lys-Ile-Tyr-Gly-Gln)----------------------------------- 
Thn-Pno- Lyb-Ala-Glu-Md- Lyb-lle-Th-Tqh-Gly-Gln-Cyb-Gly-hp- V a l -  Leu-Ahg-Ala- Leu- 

90 100 
Gly-Gln-Asn-Pro-Thr-G1n-Ala-Glu-Val-Wt-Lys-Val-~u-Gly-Mg-Pro-Lys-Gln-Glu-Glu- --- (~h,-) ----------- (Asn) ----------- &YS) --------------- (Asn) --- ( Ser-Asp) --- (Gln) 
---(Gin)--------------------------- (Leu-mg) ----------- (LYS) --- (LYS) (-1 - (-1 - (-1 
G l y -  Gln-Abn-Pho- Tht-Gln- Ala-Glu- V d -  Leu- Ang- Val- Leu-Gly- Lyb -Phu- Lyb -Gln-Glu-Glu- 

110 120 
~t;-Asn-Ser-Lys-~t-Ile-Asp-Phe-Glu-~r-Phe-&u-Pm-Met-Leu-Gln-His-Ile-Ser-Lys- ------- (Ma) --- (Lys) --- (Glu) ------- (Gin) ....................... (Ma) ------- (AS~) ------------------ (&a) ------- (Asp)------------------------------------------- 
& X ( A a p ,  Sen, Ala, Tee, lie, h p ,  Phe, Glu, T h ,  Ph&, Leu, Pno) Me$- Leu-Gln- H&-Zle-S~tt- Lyb- 

140 
Thr-Lys-Asp-Thr-Gly-Thr-Tyr-Glu-Asp-Phe-Val-Glu-Gly-Leu-Arg-Val-Phe-Rçp-Lys-G1u- 
(Asp) ------- (Gln)---------------------------------------------------------------- 
(Asn)---------------------------------------------------------------------------- 

Ann- Lyb-Anp-Thh-Gly-Th-Tqn-Glu-Abp- P ~ Q  Vd-Glu-Glq- Leil-Ang- Val-Phe-Abp- Lyb-Glu- 
150 160 

Gly-Asp-Gly-Thr-Val-Met-Gly-Ma-Glu-~His-Val-Leu-Ma-Thr-hu-Gly-G1u-Arg- 
(~p~~y-~-va~-~~y)-----------.-------------------------------------------- (Lys- 
------- (m-Val-~lx-~yç-pEt)---------------------------------------------- (Lys- 
Gly- Ab p-Gly-Thn- Vd-MeZ-GQy- Ala-Glu- LEU- A h g - H h  - V a -  Leu- Ala-Th&- Leu-Gly-Glu- Axg- 

170 180 
Leu-Thr-Glu-Glu-Glu-Val-Asp-Lys-Leu-Pk t-Ala-Gly-Gln-Glu-Asp-Ala-Rsn-Gly--le- 
Wt-Lys) (Glu-Ma)--------------------------- (ser) -------- - ---- --- 
Leu-Wt-Lys) ---- (- ) - ( - ) - ( - ) - ( - )  -a------------------------- 

(ser) ------me-------- 
LQU-Thn-Glu- Ab p-Glu- V a -  Glu- Lyb- Leu-Md-Ala-Gly-Gln-Glu-Anp-Set-Ann-Gl y-Cyb - 7le-  

190 192 
Asn-Tyr-Glu-Ala-Phe-Val-Lys-His-Ile-mt-Ala-Asn - muncle cahdiaque de P~ldeJt 
........................................ ~er-~le 1'' muncle nquele$iiqde de Lapin 
(kp)------------------------------------ Ala-Gly L Z 7  2 5 muscle cahduu(ue de Boeu.6 
Abcl-Tyn-Glu- ALCL- Phe-Vat ( Lyh) UA - I l & -  Meit-AQa-Sen L Z 7  muscle cmdiaque de Pohc 

Figure IV-14 : CompancLinon den béquence~ en  acide^ aniingb deb chcüneb Pégèheb 

de p l u s  hauf p o i d ~  molécuRcWre de l a  myonine de muncle nque1e;ttique 

de Lupin e;t d a  m~j~biclQ,b candiaque-a de PouleX, de Boeud CA: de 
?O c c  



Les p e p t i d e s  CB-1 e t  Tc-1 a i n s i  que  l e  p e p t i d e  

N-terminal  ob t enu  a p r è s  a c t i o n  d e  l a  c o l l a g é n a s e  s o n t  p u r i -  

f i é s  en  q u a n t i t é  s u f f i s a n t e .  L a  s t r a t é g i e  u t i l i s é e  p o u r  é t a -  

b l i r  l a  séquence  de l a  p a r t i e  N-terminale  e t  donc de  l a  

s t r u c t u r e  p r i m a i r e  complète  d e  l a  c h a l n e  l é g è r e  L  d e  l a  27 
myosine de v e n t r i c u l e  gauche d e  c o e u r  de  P o r c  es t  : 

- d ' h y d r o l y s e r  c e  p e p t i d e  CB-1 p a r  d e s  e n d o p e p t i -  

d a s e s  s p é c i f i q u e s  ( t r y p s i n e ,  chymotryps ine  . . . ) ; 

- de s é p a r e r  l e s  f r a c t i o n s  p a r  HPLC ; 

- de  les c a r a c t é r i s e r  e t  d ' é t a b l i r  l a  séquence  

de ces p e p t i d e s  ; 

- d ' u t i l i s e r  l es  f r a c t i o n s  ob t enues  l o r s  d ' a u t r e s  

f r a c t i o n n e m e n t s ,  de  l es  s é l e c t i o n n e r  pour  é t a b l i r  l es  recou-  

vrements  d e  séquence n é c e s s a i r e s .  

V I 1  - HOMOLOGIE DE STRUCTURE ENTRE LES CHAINES LEGERES "ALCALI", 

LA TN-C ET LA PARVALBUMINE. 

S S Les c h a î n e s  l é g è r e s  L Z 5  e t  L16 d e  l a  myosine d e  muscle  

s q u e l e t t i q u e  d e  Lapin s o n t  d i s s o c i é e s  s e l e c t i v e m e n t  p a r  t r a i t e -  

ment a l c a l i n .  Bien q u ' i l  n ' y  a i t  p a s  de  procédé  d e  d i s s o c i a t i o n  

s é l e c t i f  d e s  c h a î n e s  l é g è r e s  d e  p l u s  h a u t  p o i d s  m o l 6 c u l a i r e  de  l a  

myosine c a r d i a q u e , e l l e s  o n t  d e s  p r o p r i é t é s  s i m i l a i r e s  e t  s o n t  

a p p e l é e s  c h a î n e s  1 é g è r e s " a l c a l i " .  

1") C O M P A R A I S O N  D E S  C U A l N E S  L E C E R E S  " A L C A L l "  

La comparaison d e s  p a r t i e s  C- t e rmina l e s  d e  L 2 7  d e  

Po rc  avec celles d e s  c h a î n e s  l é g è r e s  d e  p l u s  h a u t  p o i d s  molécu- 
s 

l a i r e s  d ' a u t r e s  e s p è c e s  e t  d ' a u t r e s  musc les  (LL5 d e  muscle  

s q u e l e t t i q u e  d e  Lapin,L de  musc le  c a r d i a q u e  de  Boeuf,dlHomme 27 
e t  de  P o u 1 e t ) r é v è l e  une t r é s  g r a n d e  homologie de  l e u r  s t r u c t u r e  



Tc, 

R ! I V L A T L 6 E R L T E D E V E K L M ] [ A G I J E D s N C . C  1 N Y E A F V K H  I M ~ A S ]  
~ [ H V L A ~  L ~ E R ] [ L T E D E V E K L M A G O E D S ~ . I G C  1 N Y  E A F V K H  L M A s J  

F I G U m  IV-15 : Recouvhementn deb bEquencen en a c i d e n  aminen 

des  pep t idea  obtenucs apkEn a c t i o n  du Bttumuhe de  

cyanog2ne ( C B  ) pu4 l e b  p e p t i d e n  obzenun aphéb 

hgdholyne  pan l a  i h y p a i n e  LimiLEe aux l i a i n o n n  

a h g i n y l e s  [ Tc 1 de l a  c h a i n e  l é g è n e  L Z 7  de 

l a  ' lmyonine-VG" de  coeufi  de  P o t ~ c .  



p r i m a i r e ( F i g u r e  IV-16a) .  En ne p l a ç a n t  que q u a t r e  " i n t e r v a l l e s "  

pour  a l i g n e r  les  p a r t i e s  homologues, l e  pou rcen tage  d 'homologie  
S 

e n t r e  l a  c h a î n e  l é g è r e  LL5  de  muscle  s q u e l e t t i q u e  de Lapin  e t  

L27 
d e  coeur  d e  Porc  e s t  de  62% t a n d i s  q u ' e n t r e  L' e t  L z 7  d e  25 

muscle  c a r d i a q u e  de P o u l e t  il e s t  de  75% .Le pou rcen tage  d'homo- 

l o g i e  des  séquences  d e  c h a î n e s  l é g è r e s  d ' u n  m ê m e  muscle  (muscle  

c a r d i a q u e  de  P o r c  e t  d e  P o u l e t )  e s t  de  9 0 %  . 
S i  nous comparons les a c i d e s  aminés hydrophobes 

( F i g u r e  IV-16b) , s u r  31 p o s i t i o n s  29 Son t  c o n s e r v é e s ( e n  p o s i t i o n  

74 une Val ine  e s t  remplacée  p a r  une C y s t é i n e  e t  e n  p o s i t i o n  

184 une Thréonine  remplace une T y r o s i n e ) .  

D e  l a  même f açon  s i  nous comparons l e s  a c i d e s  aminés 

c h a r g é s  s u r  les  22 p o s i t i o n s  17 s o n t  a u s s i  c o n s e r v é e s r l a  v a r i a t i o n  

de  l a  charge  é t a n t  a l é a t o i r e .  L ' a d d i t i o n  d e  deux " i n t e r v a l l e s "  

en  p o s i t i o n 1 4 6  e t  147 pour  L 2 7  d e  c o e u r  d e  P o u l e t  e t  d e  P o r c ,  

d ' u n  i n t e r v a l l e  en p o s i t i o n  147 pour  L de  muscle  s q u e l e t t i q u e  27 
de  Lapin  e t  l e  f a i t  q u e  l e  p e p t i d e  t r y p s i q u e  de  L27 d e  c o e u r  de  

Boeuf ( p o s i t i o n  140à147) n ' a i t  p a s  é t é  séquencé  s emblen t  mont re r  

que l a  séquence  proposée  pour  c e  p e p t i d e  e s t  i n e x a c t e .  

2 " )  C O M P A R A l S O N  D E S  C H A l N E S  L E G E R E S  L 2 j  D E  M U S C L E  

C A R D l A Q U E  D E  P O R C  E T  D E  P O U L E T  A  L A  T N - C  D E  

A 4 U S C L E  S Q U E L E T T I Q U E  D E  L A P I N .  

Les é t u d e s  de  WEEDS e t  M c  LACHLAN (1975) a v a i e n t  

montré  que L' d e  muscle  s q u e l e t t i q u e  d e  Lapin  a v a i t  une a n a l o g i e  25 
de s t r u c t u r e  i m p o r t a n t e  avec  l es  ca l c ip ro t é ines (TN-C d e  Lapin  e t  

parvalbumine d e  Carpe)  b i e n  que l e  pou rcen tage  d 'homologie  n e  

s o i t  que de 32% . Nous avons é t e n d u  c e t t e  é t u d e  aux  c h a î n e s  l é g è r e s  
S 

de  muscle c a r d i a q u e  d e  P o r c  e t  d e  P o u l e t  .Comme dans  l e  c a s  d e  LZ5 

de  muscle s q u e l e t t i q u e  d e  Lapin l e  pou rcen tage  d 'homolocfie e n t r e  

l a  TN-C e t  les chaînes l é g è r e s  L27 d e  muscle  c a r d i a q u e  de Po rc  e t  

de  P o u l e t  e s t  d e  32% ( F i g u r e  IV-17a) 

La coniparaison d e s  a c i d e s  aminés i m p o r t a n t s  dans  

l e s  d i f f é r e n t s  s i t e s  A , B ,  S ( F i g u r e s I - 8  e t I V - 1 )  a  pe rmis  de  mon t r e r  

que  l es  a c i d e s  amines q u i  p a r t i c i p e n t  aux  i n t e r a c t i o n s  de  t y p e  

VAN DER WAALS s o n t  b i e n  c o n s e r v é e : : u n  a c i d e  aminé hydrophobe 

(Leuc ine)  remplace  un a u t r e  a c i d e  aminé hydrophobe(Meth i0n ine)  

en  p o s i t i o n  67  du s i t e  B l ,de  m ê m e  e n  p o s i t i o n  89 du s i t e  A 2  une 



G D V L R A L G  

E M K I T Y G P C G D V L R A L G O N P T O A E V  

E R K I T Y G O C G D V L R A L G Q N P T B A E V  

E M K I T Y B Q C G D V L R A L G O N P T O A E V  

E I I K I T Y G C C G D V L R A L G ~ I . I P T I ! A E V  

P M L Q H I S K  

P M L Q H l S K  

P M L Q H I S K  M G A E L R  H V L A T L G E R L T  

M G A E L R H V L A T L G E R L T  

s 1 L Z 5  d e  m u s c t e  s q u e t e t t i q u e  d e  L a p i n  

A  G L Z 7  d e  m t 1 4 c t ~  c a n d i a q u e  d e  Boccid 

S  G L Z 7  d e  m i ~ s c t e  c a h d i a q c i e  h u m a i n  

L Z 7  d e  m u s c t e  c a a d i a q u e  d e  P o i i t c t  

X Y Z - Y  -X - z  
170 I III, 15'0 

s q u e t e t t i q u e  d e  L a p i n  

c a h d i a q u e  d e  8 o e u d  

c a h d i a q u e  h u m a i n  

c a h d i a q u e  d e  P o c i t e t  

c a h d i a q u c  d e  Pohc 

FIGURE IV-16 : Compahaiéon deb AEquenceb C - t e h m ~ n a r e b  deb c h a i n e s  

t e g h h e s  d e  p r u b  h a u t  p o ~ d b  m o t e c u r a i h e  des  myos+nes 

d e  m u s c t e  A q u e t e s t i q u e  d e  L a p i n .  d e  mubc te  c a h d i a q u e  

d e  aoeu6,  d'Homme, d e  PouLex e t  d e  Pohc 

a) Le4 sequences  homorogues d o n t  encadhzeb .  De4 " i n t e h v a t t e b "  

1 -  ) o n t  E t E  p l a c e 6  pouh o b t e n i a  t e  maximum d ' k o m o t o g i e  

b) /=d d t t e h m i n e  L a  p o s ~ t i o n  des  a c i d e s  amines  k i j dha  - 
:,hobes e t  01) d é t c h m i n c  Ca p o s i t i o n  des  a c i d c a  aminCs 

a y a n t  L a  c a p a c i t e  d e  d i x e h  l e h  i o n 6  d i v a l e n t h .  

Lcb s i jmbo tes  X, Y e t  Z c o h h e b p o n d e h a i c n t  a u x  h e b i d u b  d ' a c i d e b  

aminé6 d a x a n t  t e b  i o n s  d i v a t e n t h  ( hégcon  I I I  homo logue  

d ' a p h h b  Matbuda  e t  a L .  1 9 . 8 1  1 .  



160  1 8 0  1 9 7  

" d e  P o u t e t  

b A 4 s4 9 4  s q u e t e t t ~ q u e  d e  Lapin 

F I G U R E  IV-17 : Compcchaibon d e b  nZquenced C-tetrm-inaLen d e 6  chabneb 

l ë g Z h k ? b  L Z 7  den myoninen caad iaquen  d e  Pohc e t  d e  

P o u l e t  a v e c  Ca n é q u e n c e  d e  l a  Thoponine-C ( TN-C 1 
' de m u n c t e  n q u e X e t t i q u e  d e  Lap in .  

a )  Leb béquencen  homologuen d o n t  encadhi ien.  Ven " i n t e h v a l l e ~ "  

( - ) o n t  é t é  p l a c é n  pouh o b t e n i h  l e  maximum d ' h o m o l o g i e .  

b) Len bymboleb  s h e p t l Z ~ e n t e n t  l e n  qua t t l e  n i t e a  ptlébum&b 

d e  6 i x a t i o n  du c a l c i u m  d e  l a  T N - C  

Lea nymboleb A e t  B h e p h e h e n t e n t  l e 6  h c l i c e n  

n  t a b i e i b a n t  l a  b t h u c t u h e  t h i d i m e n b i o n n e l l e  

( ) b o n i  l e b  a c i d e b  aminZb 6 i x a n t  ken  ion.5 d i v a l e n t h  

b o n i  l e n  n c i d e b  aminéa hydnophobe ,  p e n m e f t a n t  l e n  

i n t e h a c t i u r i  d e  t y p e  Van de4 Waala 



V a l i n e  remplace une Leuc ine  e tc  ... ( F i g u r e  IV-17b). Pa r  c o n t r e ,  

les a c i d e s  aminés q u i  s o n t  présumés i n t e r v e n i r  dans  les  s i t e s  

de  f i x a t i o n  d e s  i o n s  d i v a l e n t s  ne s o n t  p a s  remplacés  2 a r  d e s  

a c i d e s  aminés de  même cha rge .  Pa r  exemple,dans l e  s i t e  SI d e  l a  

TN-C q u i  f i x e  l e  ca lc ium,une  Lys ine  remplace un a c i d e  A s p a r t i q u e  

( p o s i t i o n 6 3  e t  67) e t  dans l e  s i t e  S 2  une Glutamine remplace  

un a c i d e  A s p a r t i q u e  ( p o s i t i o n  88) .Ces  d i f f é r e n c e s  s o n t  moins 

n e t t e s  e n  ce q u i  concerne  l e s  s i t e s  d e  f i x a t i o n  du ca l c ium de  

p l u s  f a i b l e  a f f i n i t é , p a r  exemple dans l e  s i t e  S une Thréonine  3 
remplace une T y r o s i n e  ( p o s i t i o n  1 4 5 ) .  

A. l a  v u e  de  noa t r é n u l t a t n  e x  d e  c e u x  d e  MATSUDA e x  a l .  

( 1 9 8 1 )  ,neuR l e  a i t e  S 3  a e h a i x  n u n c e p t i b l e  de  R i e x  Re c a l c i u m  

( p o b i t i o n  X Y Z de  l a  F i g u r e  1v-16b) . De plua c e  a i t e  Z t a n L  dc? 

d a i b l e  a d d i n i t é  ,meme a i  l a  c h a z n e  l é g è i r e  peux d i x e t  l e  c a l c i u m  , 
cea h é d u l t a k b  monthenX que La chalne .  l é g 2 4 e  n e  peux ; t h e  conhid&hci,e 

comme une c a l c i p h u ; t & i n e  . Néanmoina , v u e  a u  bX4uc$u4e homologue  

e l l e  d o i t  a v o i k  e u  comme p k o t é i n e  a n c e a t h a l e  une  c a l c i p n o t Z i n e .  
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CHAPITRE V 



L'évolution montre que l'acquisition par les organismes 

vivants d'une maîtrise de plus en plus grande de leur environ- 

nement a été accompagnée de l'apparition de structures biochi- 

miques plus perfectionnées. Par exemple, la taille et le nombre 

de sous-unités des enzymes sont variables bien que l'on cons- 

tate une très nette prédominance d'enzymes oligomériques for- 

més de deux à quatre sous-unités. 

Les enzymes oligomériques peuvent posséder des sous- 

unités qui ne sont pas identiques mais très semblables et pos- 

sèdent qualitativement la même fonction enzymatique. Ces diffé- 

rentes formes d'enzymes oligomériques sont appelées des 

isoenzymes, comme par exemple la lacticodéshydrogénase qui 

existe sous cinq formes isoenzymiques. La myosine, pha;ti%ne d e  

nfiucXme poLymai~phe,  possède une activité enzymatique qui varie 

d'un type de muscle à l'autre et d'une espèce à l'autre et 

possède aussi des sous-unités variables dans leur nombre et 

dans leur structure primaire. On parle aussi d'isoenzymes 

(OU isozymes) de la molécule de myosine. 

Pour l'étude des chaînes lourdes des myosines ventri- 

culaires et auriculaires de coeur de Porc, nous avons mis au 

point un protocole de préparation permettant l'obtention des 

myosines cardiaques dans un état de pureté élevé. Le temps 

d'extraction est limité à 7 minutes afin d'obtenir principale- 

ment la myosine et non les autres protéines myofibrillaires. 

L'élimination de l'actine et des autres contaminants du fila- 

ment fin est effectuée par dissociation du complexe acti.ne- 

myosine en faisant agir 1'ATP en présence de MgCl* suivisd'une 



ultra-centrifugation. L'élimination de tout contaminant, et 

des nucléotides en particulier, est réalisée par le fraction- 

nement par relargage au sulfate d'ammonium en ne recueillant 

que la fraction 38 - 45 % de saturation en sulfate d'ammonium. 

Nous avons noté au cours de nos nombreuses préparations 

de myosine l'importance de 1 'action de 1 'ATP. L'utilisation 

d'ATP conservé trop longtemps ainsi que son action pendant un 

temps trop faible ne permettent pas l'élimination de tous les 

contaminants du filament fin. 

Dans toutes nos études comparatives des myosines, dont 

les différences se situaient au niveau de leurs chaînes lourdes, 

nous nous sommes attachés à préparer les myosines cardiaques 

en puh&èle, en utilisant toujours les mêmes solutions tampons 

et la même solution d'ATP. La pureté des préparations de myosine 

est contrôlée par la mesure des densités optiques à 260 et 280 

nm ainsi que par électrophorèse sur gel de polyacrylamide en 

présence de SDS à pH 8,4. Pour toutes les expériences effectuées, 

les préparations de myosine utilisées sont celles qui corres- 

pondent aux critères de pureté suivants : 

. présence de seulement trois bandes protéiques après 
électrophorèse sur gel de polyacrylamide en présence de SDS. 

Les mobilités électrophorétiques des bandes protéiques corres- 

pondent aux chaînes lourdes et aux deux chaînes légères 

(GRANDIER-VAZEILLE et a l ,  1980). 
. rapport de densité optique DO 280nm/ DO 26011x11 supé- 

rieur ou égal à 1,6. 

L'étude comparative des myosines ventriculaires a per- 

mis de montrer qu'elles ne possèdent que deux chaînes légères 

dont les mobilités électrophorétiques sont identiques. Par 

contre, les "myosine-VD' et "myosine-V " révèlent des diffé- 
G 

rences qui se situent au niveau de la structure de leurs 

chaînes lourdes : 
.études des filaments synthétiques formés par dilution 

rapide. 

.études de la sensibilité à l'action d'agents chimiques 

et d'enzymes spécifiques. 

.études des activités ATPasiques. 

.mobilité electrophorétique des différents variants en 

electrophorése sur gel de polyacrylamide en milieu non dissociant. 



LES OBSERVATIONS EN MlCROSCOPlE ELECTRONIQUE REVELENT : 

. que lu &iLrnM% ~o/unéh i n  vLixo bont XoujoW b i p o l a i h u .  
C e t t e  obse rva t ion  ind ique  que l e s  formes i n i t i a t r i c e s  s o n t  des  

dimères de  molécule de myosine a s s o c i é e s  " tê te-bêche" .  C e  r é s u l -  

t a t  e s t  en  accord avec l e  f a i t  que, m ê m e  à f o r c e  ion ique  é levée ,  

l a  myosine à f a i b l e  c o n c e n t r a t i o n  e x i s t e  sous  forme de dimères 

(HARRINGTON e t  BURKE 1972) , p e u t - ê t r e  même de  p l u s  h a u t  n-mères 

(MOREL e t  a l .  1978) ,  e t  que les dimères s o n t  a s s o c i é s  a n t i p a -  

r a l l è l e m e n t .  

. que Lea &i.Lrne& duméd bon$ trépd>l;tin en p lu ieuhh c b b e h  
de l o n g u ~ ? ~ ~  Q;t que. ta trEpahktXion de ce.b claclbeh diddèae b d a n  l ' o h i g i n e  
de l a  myaaine vent t t icdaine .  
C e  r é s u l t a t  suggère q u ' i l  e x i s t e  p l u s i e u r s  e spèces  dimériques 

i n i t i a t r i c e s  e t  que l e s  molécules de  myosine se d i f f é r e n c i e n t  

a u  n iveau des  s i tes  d ' i n t e r a c t i o n s  ( l a  LLYIG des  cha înes  l o u r d e s  

de  myosine).  

LES RESULTATS OETENUS APRES ELECTRÛPH ORESE S U R  GEL DE POLYACRY LAMIDE 

EFFECTUEE EN PRESENCE DE PYROPHOSPHATE DE POTASSlUh1, MONTRENT : 

Que l e s  bandes p r o t é i q u e s  observées  pour les myosines v e n t r i c u -  

l a i r e s  ne peuvent pas  ê t r e  dûes : 

. à des  contaminants  de l a  myosine : l a  myosine est pure 

s e l o n  nos c r i t è r e s  ( r a p p o r t  DO 280  / DO 2 6 0  e t  é l ec t rophorèse  

en  g e l  de polyacrylamide en  présence de SDS). 

. à des p r o d u i t s  de p r o t é o l y s e  : l e s  bandes découpées 

e t  ana lysées  s u r  g e l  de polyacrylamide en présence  de SDS ne 

r é v è l e n t  que des c h a î n e s  l o u r d e s  e t  l e s  deux cha înes  l é g è r e s .  

. à des  ol igomères de  myosine : l a  myosine d i s s o u t e  

dans l e  tampon d ' é l e c t r o p h o r è s e  e s t  c e n t r i f u g é e  préalablement  

à 1 0 5 . 0 0 0  g pendant 30 min a v a n t  d ' ê t r e  déposée s u r  l e  g e l  e t  

les a g r é g a t s ,  l e s  o l igomères ,  ne peuvent pas ê t r e  p r é s e n t s  en 

grande q u a n t i t é .  

Ces r é s u l t a t s  peuvent r endre  compte des  d i f f g r e n c e s  ob- 

s e r v é e s  dans l e s  a c t i v i t é s  ATPasiques s p é c i f i q u e s  dépendantes 

du calcium d e s  "myosine-VD" e t  "myosine-VG" de coeur de Porc. 

En e f f e t ,  les  t r avaux  de HOH e t  a l .  1978 montrent  que pour l a  

myosine v e n t r i c u l a i r e  du coeur  de Rat ,  l e s  v a r i a n t s  de  p l u s  



2+ grande m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  o n t  les a c t i v i t é s  Ca - 
ATPasiques les p lus  f o r t e s .  Ceci permet d ' e x p l i q u e r  aisément  

que l ' a c t i v i t é  c a 2 + - ~ ~ p a s i q u e  s p é c i f i q u e  es t  s u p é r i e u r e  pour 

l a  "myosine-VDW de coeur  de Porc.  C e t t e  a c t i v i t é  c a 2 + ~ T p a s i q u e  

s p é c i f i q u e  pouvant ê tre  r e p r é s e n t é e  mathématiquement par  : 

C ni vi 
A c t i v i t é  c A 2 + - ~ T ~ a s i ~ u e  d e  "myosine-V" = 

1 

C ni 
i 

i n e t  vi s o n t  respect ivement  l a  c o n c e n t r a t i o n  e t  l ' a c t i v i t é  

C a 2 + - ~ T P a s i ~ u e  de l a  bande p r o t é i q u e  de m o b i l i t é  é lec t ropho-  

r é t i q u e  i. Ceci  rend b i e n  compte de  l a  d i f f é r e n c e  e n t r e  les 

myosines v e n t r i c u l a i r e s  de  coeur de Porc. 

La s é p a r a t i o n  des  p r o t é i n e s  s u r  g e l  de polyacrylamide 

en m i l i e u  non d i s s o c i a n t  s ' e f f e c t u e  s e l o n  l e  po ids  molécu la i re  

e t  l a  charge. Ce type d e  migra t ion  n ' e s t  pas  obse rvab le  p a r  

é l ec t rophorèse  s u r  g e l  de  polyacrylamide en  présence  de SDS 

ou d ' u r é e .  Comme l a  composi t ion en  cha înes  l é g è r e s  d e s  myosines 

v e n t r i c u l a i r e s  d r o i t e  e t  gauche es t  i d e n t i q u e  (deux chaînes  l é -  

g è r e s  de 27.000 e t  18.000 d a l t o n s ) ,  les v a r i a n t s  a i n s i  m i s  e n  

évidence ne peuvent pas ,  conune pour l a  myosine de  muscle sque- 

l e t t i q u e ,  ê t r e  a t t r i b u é s  à une r é p a r t i t i o n  des  c h a î n e s  l é g è r e s  

s u r  les cha înes  lourdes  : ho~nodimères Al e t  A2 e t  hétérodimères 

A ~ ,  A2 (DIALBIS e t  al. 1979).  

L ' ex i s t ence  de c e s  v a r i a n t s  ne peu t  s ' e x p l i q u e r  que p a r  

l a  présence d e  p l u s i e u r s  types  de  myosine dont  les d i f f é r e n c e s  

s e  s i t u e n t  a u  niveau d e  l e u r s  c h a î n e s  l o u r d e s  (HOH 1978).  La 

technique  d ' é l e c t r o p h o r è s e  en m i l i e u  non d i s s o c i a n t ,  de m i s e  

en oeuvre d i f f i c i l e ,  semble ne pas  ê t r e  t r è s  b i e n  m a î t r i s é e  

comme l e  montrent les r é s u l t a t s  hé térogènes  s u i v a n t s  : 

D'ALBIS e t  al. (1979)montrent  q u ' i l  e x i s t e  seulement deux 

bandes p ro té iques  pour l a  myosine v e n t r i c u l a i r e  de  coeur de  

Lapin,  de Porc e t  de  Boeuf, e t  que l e s  électrophorégramrnes d e s  

ïxyosines v e n t r i c u l a i r e s  d r o i t e  e t  gauche s o n t  "gross ièrement"  

semblables.  

HOH e t  al. (1977)montrent q u ' i l  e x i s t e  t r o i s  bandes pro- 

t é i q u e s  pour l a  myosine v e n t r i c u l a i r e  e t  deux bandes pour l a  

myosine a u r i c u l a i r e  de  coeur de Rat .  



Pour notre part, l'utilisation de gels en plaque nous 

a permis de déposer une quantité plus importante de prépara- 

tion de myosine. A l'inverse des auteurs précédemment cités, 

qui déposent des extraits bruts sur des gels en tubes, nous 

avons utilisé des préparations de myosine pures. Ceci peut 

expliquer que nous pouvons mettre en évidence : 

. le variant de mobilité électrophorétique supérieure 
et présent en faible concentration pqur la "myosine-V " qui G 
n'avait pas été observé par D'ALBIS et a l .  

. la différence sur les électrophorégrammes entre la 
"myosine-VD" et la "myosine-Vc que D'ALBIS et a l .  trouvent 

"grossièrement" semblables. 

Ces résultats semblent néanmoins éliminer l'hypothèse 

de HOH et a l .  (1979) selon laquelle les trois isoenzymes de la 

myosine de ventricule de coeur seraient une combinaison de 

deux chaînes lourdes (HC a ; HC ) de structure distincte : 

du type (HC ; (HC a )  (HC B )  ; (HC ) 2 .  11 semble aussi que 

les différences observées au niveau des chaînes lourdes des 

myosines soient liées pour un même muscle ' à l ' a p è c e  comme 

par exemple le soleus de Rat et de Cobaye (D'ALBIS et a l .  1979), 

à l ' âge  par exemple 1 'ADL * de Poulet (HOH 1978) , à l ' E X &  
pathulugique par exemple l'hypothyroïdie (HOH et a l .  1977) ou 

l'hypertrophie (LOMPRE et a l .  1979). 

LES DlFFEXENCES ENTRE LES VARIANTS DE MYC)SlNE S E  S I T U E N T  AU 

NlVEAU DE LA STRUCTURE PRIMAlRE DE LEURS CHAINES LOURDES, 

comme nous l'avons montré lors de l'étude de la sensi- 

bilité des myosines à l'action d'endopeptidases (GRANDIER- 

VAZEILLE et a l .  1978) et confirmé par l'étude de l'action 

d'agents chimiques sur les myosines cardiaques (GRANDIER4VAZEILLE 

et a l .  1979). Le rendement d'obtention du fragment H-MM-S1 infé- 

rieur pour la "myosine-VDn peut être expliqué, car la 

"myosine-VD" possède des dimères plus courts, qui ont une com- 

pacité plus importante. L'action de la chymotrypsine est ainsi 

gênée (encombrement stérique), ce qui ne permet pas une libération 

--- 
* ADL = Anterior Latissimus Dorsi 



r a p i d e  des t ê t e s  g l o b u l a i r e s .  La format ion  d e  p e p t i d e s  a y a n t  

l e s  mêmes m o b i l i t é s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s , m a i s  p r é s e n t s  dans les 

deux h y d r o l y s a t s  de "myosine-V " e t  "myosine-VG" dans des rap-  D 
p o r t s  d e  c o n c e n t r a t i o n  d i f f é r e n t s ,  r é v è l e  l a  présence  de p lu-  

s i e u r s  espèces  de  myosines q u i  d i f f è r e n t  d a n s  l e u r  composi t ion 

en  a c i d e s  aminés e t  dans  l a  r é p a r t i t i o n  e n t r e  l e s  deux v e n t r i -  

c u l e s .  C e r t a i n e s  e spèces  peuvent  ê t r e  r e p r é s e n t é e s  dans un s e u l  

v e n t r i c u l e  comme l ' i n d i q u e  l a  présence  de p e p t i d e s  d e  p l u s  h a u t  

p o i d s  molécu la i r e  pour  l a  "myosine-VD". 

Les d i f f é r e n c e s  e n t r e  l e s  myosines v e n t r i c u l a i r e s  d r o i t e  

e t  gauche o n t  é t é  également  mises  e n  év idence  de  façon i n d i r e c t e  

chez d ' a u t r e s  Mammifères p a r  des  t echn iques  immunochimiques avec  

des  a n t i c o r p s  ant i -myosine (SARTORE e t  a l .  1981) .  C e s  a u t e u r s  

o n t  montré que chez un Mammifère s u p é r i e u r ,  l e  Boeuf, l ' a n t i -  

co rps  (Anti-bAm *) r é a g i s s a i t  avec t o u t e s  les  f i b r e s  d e  l ' o r e i l -  

l e t t e ,  avec une p r o p o r t i o n  p l u s  f a i b l e  des  f i b r e s  du v e n t r i c u l e  

d r o i t  e t  avec presque aucune des  f i b r e s  du v e n t r i c u l e  gauche. 

Chez un Mammifère i n f é r i e u r ,  l e  Lapin,  les r é s u l t a t s  é t a i e n t  

complètement d i f f é r e n t s .  

La comparaison d e s  myosines e x t r a i t e s  des  o r e i l l e t t e s  

e t  d e s  v e n t r i c u l e s  de  c o e u r  de Porc  a également  permis de  m e t t r e  

en évidence d e s  d i f f é r e n c e s  : au  n iveau  d e s  c h a î n e s  l é g è r e s  e t  

au  n iveau  des  c h a î n e s  l o u r d e s  que c e  s o i t  a u  n iveau  du HMM-S 
2+ 1 

( a c t i v i t é  Ca -ATPasique) ou a u  n iveau  de l e u r  s t r u c t u r e  p r i -  

mai re  ( p e p t i d e s  obtenus  a p r è s  a c t i o n  du NTCBA). Nous avons a i n s i  

pu montrer  que 1 ' a c t i v i t é  c a 2 + - ~ p ~ a s i q u e  é t a i t  t e l l e  que : 

De p l u s ,  l ' é t u d e  des h y d r o l y s a t s  obtenus  a p r è s  a c t i o n  du NTCBA 

s u r  l e s  d i f f é r e n t e s  myosines a  permis  de  mont re r  q u ' i l s  é t a i e n t  

d i f f é r e n t s .  

* Anti-bAm = Ant ico rps  Anti-myosine d ' o r e i l l e t t e  de Boeuf. 



En particulier, des peptides de plus haut poids moléculaire 

sont libérés pour la "myosine-O,.." par rapport à la "myosine-VD". 

Ce résultat est à rapprocher de celui obtenu lors de la compa- 

raison des hydrolysats de la "myosine-VD" et de la "myosine-VG" 

obtenus après action du NTCBA. Aussi, on peut se poser la 

question de savoir s'il n'existe pas de relation entre l'acti- 

vité ca2+-A~~asi~ue et la formation de pestides de plus haut 

poids moléculaire après action du NTCBA? Dans 1 'affirmative, 

quel rôle joueraient les résidus de cystCine dans la confor- 

mation des différents variants de myosine ? 

Ayant montré des différences entre les myosines auri- 

culaires et ventriculaires droite et gauche de coeur de Porc, 

nous avons voulu savoir si ces différences pouvaient être mises 

en évidence dans des conditions plus physiologiques. Pouh cela, 
n a a  avonn éXu&é L a  acLiviXéa ATPaniqueb d u  myobinu caircüaqua de Ponc 
en L a  ac;tivant p u t  L1ac;tine. Cette méthode a été très utilisée 

pour étudier les fragments de myosine (EISENBERG et MOOS 1970), 

mais très peu pour la myosine elle-même. L'une des raisons 

est la difficulté d'interprétation des résultats (POPE et a l .  
1980). Pour éliminer cette difficulté, nous avons fait une étude 

comparative des myosines ventriculaires, auriculaires et sque- 

lettique . Cette étude pour une même concentration d'actine 
a permis de montrer que les valeurs ne vont pas dans le même 

sens que celles de la ~ a ~ + - A T ~ a s e ,  mais que néanmoins les dif- 

férences existent entre les quatre myosines de coeur de Porc. 

A cause de difficultés expérimentales, dépolymérisation de 

l'actine-F au cours du temps et durée de l'expérimentation, 

seules trois valeurs à différentes concentrations d'actine 

ont été étudiées et les valeurs de Km et de Vm n'ont pas pu 

être déterminées. 

En c o n c l u b i o n ,  à La vue  de no6 hébuLtaXb e x  ceux 

d'autn-eh au t euhb ,  il e b t  cLaih  Y U  e  danb l e  rnubcLe candiaque 
de MammidQneb aup éh i euhb ,  pLubieuhb t y p e s  de  Oibneb m U b C U -  

Laites peuvenz c a e x i s z e h  e t  que dL6aéhents inoenzymea de 
rnyobine, don$ La bthucZune phimaihe deb chaznea Luundeh e h t  
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C - LES DIFFÉRENTES FORMES DE CHAINES 
LÉGÈRES DES MYOS 1 NES 

LES MYOSlNES S2UELETTIQUES 

La no t ion  de  l ' e x i s t e n c e  des  isoenzymes de  nyosine  e s t  

r e l a t ivement  ancienne.  SARKAR e t  al. (1971)comparant l e s  myosines 

e x t r a i t e s  de d i f f é r e n t s  muscles de  Lapin par  é l e c t r o p h o r è s e  s u r  

g e l  de polyacrylamide en présence  de SDS, a v a i e n t  montré des  

d i f f é r e n c e s  s i g n i f i c a t i v e s  dans l e  nombre e t  l e  poids  niolécu- 

l a i r e  des  cha înes  l é g è r e s  des  myosines. Ces d i f f é r e n c e s  é t a i e n t  

a t t r i b u é e s  à l ' e x i s t e n c e  de  deux t y p e s  de  f i b r e s  muscula i res  

b i e n  d i s t i n c t e s  ( t y p e  l e n t  e t  type  r a p i d e ) .  Le muscle b l a n c  

e s t  cons idé ré  comme é t a n t  c o n s t i t u é  de  f i b r e s  de  type  r a p i d e ,  

t a n d i s  que l e  muscle rouge est  c o n s t i t u é  de f i b r e s  de type  l e n t  

(LOWEY e t  RISBY 1971) .  C e t t e  conc lus ion  é t a i t  p a r t i e l l e m e n t  

confirmée p a r  l ' a n a l y s e  des myosines d e  c e s  t y p e s  de f i b r e s  

muscula i res .  L a  d i f f 6 r e n c e  l a  p l u s  s i g n i f i c a t i v e  e n t r e  les 

myosines de  c e s  deux types  de  f i b r e s  est  l a  présence d 'une  

cha îne  l é g è r e  d ' e n v i r o n  16.000 d a l t o n s  ( L:~) pour l a  myosine 

de  type rap ide .  D e s  é tudes  comparat ives e n t r e  l e s  myosines 

de muscle s q u e l e t t i q u e  de Lapin (muscle b lanc)  e t  de Rat 

(muscle rouge)  (HILDEBRAND e t  al. 1977) , nous a v a i e n t  permis 

de  montrer que l e  ~ ~ i u s c l e  s q u e l e t t i q u e  de Rat ,  b i e n  q u ' é t a n t  

un muscle rouge, n ' é t a i t  pas de type  l e n t  : l a  myosine possède 

l a  chaîne  l é g è r e  L16 e t  l a  cha îne  l é g è r e  de p l u s  hau t  po ids  

molécu la i re  a  une m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  s u p é r i e u r e  à c e l l e  

de  25.000 d a l t o n s  e , ~ v i r o n ,  p r é s e n t e  pour l a  myosine de muscle 
s rap ide  de l a p i n  ( LZ5 ) . 

Mous av ions  donc é t é  amenés à é t u d i e r  l e s  myosines de  

muscles c o n s i d e r é s  comme r a p i d e s  pour d i f f é r e n t e s  espèces  

( l e  gastrocnémien de  Grenou i l l e  e t  d e  Pou le t ,  l e  diaphragme 

de Porc,  l e  quadr iceps  c r u r a l  d'Homme). C e t t e  é tude  a permis 

de montrer que l e s  myosines de muscles d i t s  " rap ides"  pob62deYLt 

XoLLteA ;ttroh chcÜneb Lég2heh. Jusqu 'aux Rongeurs, b i e n  que l e s  

composi t ions en c h a î n e s  l é g è r e s  s o i e n t  t o u t e s  d i f f é r e n t e s ,  

il e x i s t e  une c o n s t a n t e  : myohina podnèdent .La c h d n e  Rég&e 
s d'envuion 16 .000  d a e t o u  ( L 16 ) .  I l  est  à n o t e r  que l e s  cha înes  



S l é g è r e s  de m ê m e  poids  molécu la i re  L 18 (Lapin e t  Rat )  ou 
S 

16 
(Pou le t  e t  Lapin) o n t  d e s  "charges" d i f f é r e n t e s  comme 

l e  r é v è l e  l ' é l e c t r o p h o r è s e  e f f e c t u é e  s u r  g e l  de polyacryla-  

mide en présence  d ' u r é e  8 M. 

Pour l e  Rat, l a  myosine de  diaphragme sossède  c i n q  

c h a î n e s  l é g è r e s ,  t r o i s  de type  rap ide  e t  deux de type  l e n t  

(GAUTHIER e t  U R .  1982) .  A p a r t i r  des Mammifères s u p é r i e u r s ,  
s 

l a  chaîne  l é g è r e  L 16 de l a  myosine de muscle s q u e l e t t i q u e  
s 

e s t  absente .  C e t t e  absence de L 16 p o u r r a i t  i n d i q u e r  que 

l a  myosine d e  muscle s q u e l e t t i q u e  n ' e s t  pas de t y p e  r a p i d e .  

O r ,  l e  diaphragme e s t  c o n s t i t u é  de f i b r e s  l e n t e s  e t  de  f i b r e s  

r a p i d e s  (GAUTHIER e t  a l .  1978) .  Le manque de cha îne  l é g è r e  

dans l e  c a s  de l a  myosine de diaphragme de Porc  n ' e s t  
16 

pas  dû à l ' a b s e n c e  de f i b r e s  de  type  r a p i d e  mais semble ê t r e  

l i é  à l a  d i f f é r e n c i a t i o n  de l a  myosine a u  cours  de  l ' é v o l u t i o n  

des  espèces.  En e f f e t ,  s i  nous cons idérons  l a  composi t ion e n  

c h a î n e s  l é g è r e s  de l a  myosine de  muscle s q u e l e t t i q u e  humain, 
S 

il y a également absence de L 16 . 
L'é tude  de l a  myosine d e  diaphragme semble un c a s  t r è s  

i n t é r e s s a n t .  En e f f e t ,  l ' é t u d e  de l a  composition en  cha înes  

l é g è r e s  de l a  myosine de diaphragme d 'une  T4LLie âgée r é v è l e  

q u ' i l  e x i s t e  a u s s i  c i n q  chafnes  l é g è r e s  m i s e s  en  évidence p a r  

é l e c t r o p h o r è s e  su r  g e l  de  polyacrylamide en  présence  de SDS. 
S S 

Seu les  l e s  c h a î n e s  l é g è r e s  L 27 et 18 semblent ê t re  dédou- 

b l é e s .  Ce phénomène r e p r o d u c t i b l e  ne peu t  ê t r e  dû à une d i f -  

f u s i o n  ou à une r a u v a i s e  migra t ion  é l e c t r o p h o r é t i q u e .  I l  pour- 

r a i t  ê t r e  expl iqués  comme l e  montrent  GAUTHIER e t  a l .  (1982),pour 

l a  myosine d e  diaphragme de Kat ,  pa r  l ' a p p a r i t i o n  des  c ~ ~ a î n e s  
S 

l é g è r e s  de t y p e  l e n t  (LC e t  LC * )  dans l e  c a s  d e  Porc âgé ,  

I l  semble ra i t  qu 'avec l ' â g e ,  il y a i t  d i f f é r e n c i a t i o n  du muscle 

s q u e l e t t i q u e  avec l ' a p p a r i t i o n  de  myosine de type  l e n t .  

En conctubion, bien qu' ib y act den dihhéhenca dam Ra componi- 

Aion en chuinen Lécjèfi~n d a  mgusina de munde aqueLea2ique pouh  L a  a!&$- 

SZtrenta ebpèca Q;tudiéa, il noun u;t impobnibRe d'8;tabti-x une t ~ d ~ o n  

e&e compoclXon en chalnea Légèta e;t évoLiuXan d a  a p è c e ~ .  Noun avom 

néanmainh moYLthé pum Lu p4ekëfie Boib L'exintence d'une chcüne Léggtte 

d l e n v ~ o n  3 0.000 d&om, pou4 Ra myonine de diaphtagrne de Poac q u i  a;t 



un musde nqudet t ique inténednant. La chcuie lég Qie L ct E X Z  c m c -  

;téhinée patr &lec;thophonène am g e l  de pa lyachy ldde  Aant en phénence 

de SOS qu' en phénence d'uhae 8 M. 

LES MYUSZNES S2UELETTiQUES FOETALES 

L'ana lyse  du développement du muscle s q u e l e t t i q u e  chez 

l 'embryon a également é t é  f a i t e ,  pour d i f f é r e n t e s  espèces  

(Lapin, Rat,  Porc,  Homme), en comparant l a  composition en  

cha înes  l é g è r e s  des  myosines à l ' é t a t  foetal.SYROVY (1976) 

a v a i t  montré que chez l e  Lapin, l a  myosine s q u e l e t t i q u e  foe- 
s t a l e  ne possède pas  l a  cha îne  l é g è r e  L 16 . Pour n o t r e  p a r t ,  

nous avons montré qu ' en  p l u s  de  l ' a b s e n c e  de l a  cha îne  l é g è r e  
s , l a  forme phosphorylée de l a  cha îne  l é g è r e  L 18 

16 
e s t  

a u s s i  absen te  pour les myosines f o e t a l e s  d e  Rongeurs. 

Chez l e s  Mammifères s u p é r i e u r s ,  les  r é s u l t a t s  s o n t  

p l u s  hé térogènes .  En e f f e t ,  pour l a  myosine de muscle sque- 

l e t t i q u e  f o e t a l  de Porc ,  nous notons l a  présence d ' u n e  c h a î n e  

l é g è r e  supplémenta i re  de poids  molécu la i re  compris e n t r e  

30.000 e t  27.000 d a l t o n s ,  e t  l ' a b s e n c e  de l a  forme phospho- 
S r y l é e  de l a  cha îne  l é g è r e  L 18 . P a r  c o n t r e ,  pour l a  myosine 

de muscle s q u e l e t t i q u e  f o e t a l  humain, nous notons l a  d i s p a r i -  

t i o n  de l a  cha îne  l é g è r e  de poids  molécu la i re  compris e n t r e  
S s s 
25 et 18 e t  l ' a b s e n c e  de l a  forme phosphorylée L 18. 

L ' e x i s t e n c e  d ' u n e  cha îne  l é g è r e  L s p é c i f i q u e  du muscle 

embryonnaire (WHALEN e t  a l .  1978 ; GAUTHIER e t  a l .  1982) 

p o u r r a i t  correspondre  chez l e  Porc à l a  cha îne  l é g è r e  supplé-  
s s 

menta i re  (po ids  molécu la i re  compris e n t r e  L 30 e t  L 2 7 ) .  Chez 
S 

l e  Rat ,  e l l e  p o u r r a i t  correspondre  à l a  cha îne  l é g è r e  L 25 

q u i  a v a i t  é t é  a t t r i b u é e  s o i t  à un muscle t r o p  d i f f é r e n c i é ,  

s o i t  à un muscle hé térogène .  Chez l e  Lapin e t  l'Homme, c e t t e  

forme L n ' a  pas  é t é  mise en  évidence c a r  son po ids  mo- 
S l é c u l a i r e  d o i t  ê t r e  v o i s i n  de L 25 e t  s e u l e  une é l e c t r o p h o r è s e  

en  denx dimensions (IEF / SDS) p e r m e t t r a i t  de l a  c a r a c t é r i s e r .  

En d é d i n i t i v e ,  noun pouvonn addihmeh q u ' i l  n '  ex inXe  pan 

un Xype un ique  de myonine OoeXale, main q u ' i l  h ~ h a k t  pannib le  

de dEdin in  den Xypea embnyonnaihen de Oib4en munculaihen . 



En e a a e f ,  Xouten lenmyoninea boe ta l ea  Ezudiéea poua d i a d é -  

neniten enpècen ne ponn2denX pan de dvhrne phosphotLylEe de 
a La cha ine  LEgètLe L 1 8  maib en ouzhe e l l e a  posaèdenX une 

chacne lEgèhe  L e m b ?  d e d i n i e  comme é t a n t  npEc i6 ique  du 

t i n a  u  embnyonnai t~e.  11  n emble que l a  mobi l iXé  ElecittLophoaé- 

Xique de ce tXe  chazne LEgGtLe L * o i t  d o n c t i o n  de l ' e n -  

pèce .  

LES M Y O S I N E S  TUMORALES 

Ayant été amenés à étudier les tumeurs musculaires 

(Rhabdomyosarcomes) chez le Lapin, le Rat et l'Homme, nous 

avons comparé la composition en chaînes légeres des myosines 

squelettiques normales, foetales et tumorales. La composi- 

tion en chaînes légères des myosines foetales et tumorales 

sont similaires : 
S - absence de L16 et de la forme phosphorylée de L:~. 

S - présence de la chaîne légère L25 qui peut être la chaîne 
légère embryonnaire. 

S - présence de la chaîne légère L18. 

Nous avons ainsi montré dans le cas de trois espèces, 

qu'une protéine de structure comme la myosine aurait, du 

point de vue composition en chaînes légères, un caractère 

oncofoetal (HILDEBRAND et a l .  1979) . 

Noun avona caaacXétLin E ,  patL l ' Eitude den chaznea Roufiden 

den myonine4 ItumotLaLen, un nouve l  iaoenzyme de myonine de muscle  

nque1etI t ique ( f i I L D E B R A N D  eX a t .  1 9 6 0 1 .  

LES MYOSINES D E  DlFFERENTS T Y P E S  D E  MUSCLES C H E Z  L E  P O R C  

L'étude des myosines (adulte et foetale) de muscle 

squelettique de Porc, révèle des compositions en chaînes 1é- 

gères particulières, qui sont différentes des myosines de 

muscle squelettique d'autres espèces. Il nous a donc paru 

intéressant d'étudier les myosines de différents types de 



muscles chez le Porc. 

La myosine d'utérus de Truie possède une composition 

en chaînes légères caractéristique d'un muscle lisse (TETAERT 
II 1 1 

et al. 1977) : deux chaînes légères Li0 et L1,, la L1, exis- 

tant sous une forme phosphorylée. Nous n'avons pas entrepris 

des études supplémentaires de la myosine lisse pour trois rai- 

sons : 

- difficulté d'isolement et de purification de la myosine de 
muscle lisse adulte. 

- la composition en chaîne légère est semblable pour diffé- 
rents muscles lisses et pour différentes espèces. 

- l'étude de la myosine lisse foetale avait été déjà entre- 
prise, montrant la présence d'une chaîne légère supplémen- 

taire (23.000 daltons environ (KATOH et KUBO 1978) . 

Les myosines ventriculaires droite et gauche de coeur 

de Porc adulte possèdent la même composition en chaînes 1é- 

gères : deux chaînes légères d'environ 27.000 (L;~) et 18.000 
v v 

(L18) daltons. La chaîne légère L18 existe sous une forme phos- 

phorylée. Les myosines auriculaires droite et gauche de coeur 

de Porc adulte possèdent une composition en chaînes légères 
al identique : L~~ et L ~ ~ .  La chaîne légère L , de mobilité 

électrophorétique inférieure à L v 27' correspond à L29, sf tandis 

que la chaîne légère L~~ qui ne possède pas de forme phospho- 
v rylée, a une mobilité électrophorétique comprise entre L et 27 

L:~. Ces résultats sont en désaccord avec ceux obtenus par 

SYROVY et al. (1979). Ces auteurs ont déterminé des valeurs 

de 26.000 et 18.000 daltons pour les chaînes légères de myo- 

sine ventriculaire et des valeurs de 24.000 et 20.000 daltons 

pour les chaînes légères de myosine auriculaire de Porc, par 

électrophorèse sur gel de polyacrylamide en tube. Malheureu- 

sement, il semble que leur étude comparative entre myosine 

ventriculaire et auriculaire n'a pas été effectuée dans des 

conditions identiques. Pour lever cette ambiguité sur les mi- 

grations électrophorétiques des myosines auriculaire et ven- 

triculaire, nous avons étudié les quatre myosines cardiaques 

par électrophorèse sur gel de polyacrylamide en plaque en pré- 

sence de SDS en ayant soin de faire "comigrer" le mélange de 

myosine auriculaire et ventriculaire, et en changeant les con- 

ditions de pH (Tris-glycocolle pH 8,4 et Tris-borate pH 7,O). 



On peux en concluRe que l e a  m o b i l i X 6 a  éLecXkophohé- 
;tLqueb ded chaZned L&ég6keb dea myoaineb cakdiaqueb de  P O R C  

40nX ZelLen que :  

L ' é t u d e  des  myosines  v e n t r i c u l a i r e s  d r o i t e  e t  gauche d ' u n  

c o e u r  de  P o r c  foe t a1 ,mon t r e  que  l a  compos i t ion  e n  c h a î n e s  l é g é r e s  

es t  i d e n t i q u e .  

11 e x i s t e  t r o i s  c h a î n e s  l é g è r e s  d o n t  l e s  i ~ i o b i i i t é s  

é l e c t r o p h o r é t i q u e s  c o r r e s p o n d e n t  aux  deux c h a î n e s  l é g è r e s  

e t  L : ~  d e  l a  myosine v e n t r i c u l a i r e  a d u l t e  e t  à l a  

c h a î n e  l é g è r e  La' de l a  myosine a u r i c u l a i r e  a d u l t e .  I l  n ' a  

p a s  é t é  m i s  e n  év idence  de  forme phosphory lée  d e s  c h a î n e s  

l é g è r e s  d e  l a  myosine f o e t a l e  v e n t r i c u l a i r e .  La myosine ven- 

t r i c u l a i r e  f o e t a l e  n e  p e u t  ê t r e  c o n s i d é r é e  comme é t a n t  cons-  

t i t u é e  de  myosine v e n t r i c u l a i r e  e t  a u r i c u l a i r e  a d u l t e .  La 

p r é s e n c e  d ' u n e  bande p r o t é i q u e  d e  m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  
a l  

i d e n t i q u e  à L:: (L  ) es t  à r a p p r o c h e r  d e s  r é s u l t a t s  de  

WHALEN e t  SELL (1980) s u r  l a  myosine v e n t r i c u l a i r e  f o e t a l e  

d e  Rat .  C e s  a u t e u r s  m o n t r e n t  que  ce t t e  c h a î n e  l é g è r e  supp lé -  

m e n t a i r e ,  p a r  r a p p o r t  à l a  myosine v e n t r i c u l a i r e  a d u l t e ,  s e r a i t  

t r è s  proche o u  m ê m e  i d e n t i q u e  à ce l l e  m i s e  e n  év idence  pour l a  

myosine de  muscle  s q u e l e t t i q u e  f o e t a l e  d e  R a t  (WHALEN e t  a l .  

1 9 7 8 ) .  D ' a p r è s  les  r é s u l t a t s  o b t e n u s  p a r  WHALEN e t  al. pour  

l e  R a t  e t  c e u x  que nous ob t enons  poux l e  P o r c ,  nous conf i rmons  

q u e  l a  forme embryonnaire  de  c h a î n e  l é g è r e  e x i s t e ,  ma i s  il 

semble  q u ' e l l e  s o i t  t y p i q u e  d ' u n e  e s p è c e  e t  v a r i a b l e  d ' une  

e s p è c e  à 1 ' a u t r e .  

L ' é t u d e  des  myosines  a u r i c u l a i r e s  d r o i t e  e t  gauche d e  

c o e u r  de  P o r c  f o e t a l  montre  que  l a  compos i t i on  e n  c h a î n e s  l é -  

g è r e s  es t  i d e n t i q u e .  Il ex i s te  deux c h a î n e s  l é g è r e s  L ~ '  e t  L 
a 2  

e t  aucune d e  c e s  c h a î n e s  l é g è r e s  n ' e x i s t e n t  s o u s  sa forme phos- 

@ o r y l é e .  I l  est  à n o t e r  que  les compos i t i ons  e n  c h a î n e s  l é g è r e s  

d e  l a  myosine a u r i c u l a i r e  f o e t a l e  e t  a d u l t e  s o n t  i d e n t i q u e s .  
sf Le f a i t  que  l a  c h a î n e  l é g è r e  L ~ '  s o i t  i d e n t i q u e  à LZ9,  que l a  

compos i t ion  e n  c h a î n e s  l é g è r e s  s o i t  i d e n t i q u e  p o u r  les myosines  



auriculaires foetale et adulte, semble montrer que la myosine 

auriculaire de Porc se différencie très tôt et plus rapidement 

que la myosine ventriculaire. Ces faits ajoutés à celui que la 

myosine auriculaire ne possède pas de chaîne légère ayant une 

forme phosphorylée, à l'état foetal comme à l'état adulte, 

pourrait indiquer que la myosine auriculaire serait une myosine 

qui ne se différencierait pas à l'état adulte. Cette hypothèse 

peut être reliée à l'activité de ca2+-~~pase qui est élevée 

pour la myosine auriculaire de coeur de Porc adulte. En effet, 

les activités de ca2+-~~pases de la myosine cardiaque foetale 

de Rat sont supérieures à celles de la myosine cardiaque adulte 

(SYROVY 1976). 

A La vue de Zoub ce6 nébuLZaZb, eZ queLLeb que bo ienZ  

Les myabineb deb mubcLea é i tudiéb,  Le. Pohc ebit un modZLe Z h Z b  

i nZénebaan t ,  q u i  M U U b  a  penmib de meZZne en  év idence  hep2 

iboenzymeb de La myobine.  

LES MYOSlNES CARDlAQUES AU COURS DE LIEVOLUTION DES ESPECES 

Les nombreux résultats concernant la composition en 

chaîne légère des myosines auriculaire et ventriculaire chez 

différentes espèces sont hétérogènes du fait que les électro- 

phorèses sur gel de polyacrylamide en présence de SDS soient 

effectuées dans différentes conditions, en particulier de pH. 

Les résultats obtenus par SYROVY et a l .  (1979) ne peuvent pas 

être pris en considération car leur étude comparative a été 

effectuée sur gel de polyacrylamide en présence de SDS (à 

pH 7,O) en tube et en utilisant des préparations d'actomyosine. 

Par contre, d'autres auteurs montrent qu'il peut exister d'une 

espèce à l'autre des différences dans les compositions en chaînes 

légères entre les myosines auriculaire et ventriculaire. Pour 

le coeur de Poulet, les myosines auriculaires et ventriculaires 

ont des compositions en chaînes légères identiques (DALLA- 

LIBERA 1979), tandis que pour le coeur de Chien et de Boeuf, 

la myosine auriculaire n'a pas la même composition en chaîne 

légère que la myosine ventriculaire (WIKPANN- COFFELT et 

SRIVASTAVA 1979) . 



Entre les Oiseaux et les Mammifères, il semble qu'il 

y ait une évolution dans les compositions en chaînes légères 

des myosines ventriculaire et auriculaire. Les résultats que 

nous avons obtenus pour le coeur de Porc confirment cette 

évolution. Il nous a donc paru intéressant d'étudier la com- 

position en chaînes légères des myosines de coeur d'autres 

espèces, puisque le coeur est un muscle qui s'est transformé 

depuis les Agnathes : le coeur de la Lamproie est constitué 

de deux cavités, un ventricule une oreillette, le coeur de 

Grenouille possède un ventricule et deux oreillettes et à par- 

tir des Oiseaux, il possède quatre cavités bien individualisées. 

Les myosines de coeur de Grenouille, de Poulet, de Porc et 

d'Homme ont donc été étudiées. Pour des raisons techniques, 

nous n'avons pas pu, jusqu'à présent, obtenir des coeurs de 

Lamproie. 

Noun obbenvonb t o u t  d 'abund  que Lea compubitona en  

chainels L2gènen deb myobinea a u n i c u l a i n e  eX v e n t n i c u Q a i n e ,  
quelLe que a o i X  L'espèce, poanèdent Xouteb deux chaznea 
Lggènea. Le4 myusinea e x t n a i t e n  den one iLLe tZes  dnoiXe e t  
gauche eX du venX4 icu l e  de COeUh de GhenouiLLe on2 une com- 
pobiZ%~n en chuinen L&gi?heb i d e n t i q u e .  Lea myoaine e x t n a i t e b  
deb o n e i L L e t t e ~  d a o i t e  eX gauche eX dea venXnicuLe d n o i t  eZ 
gauche de coeun de PouLeX onX auaa i  deb compoai t ionb en  

chazneb Legènea i d e n k i q u e a ,  que c e  b o i t  à pH t i , 4  ou à pH 7 , O .  

Poun Lea deux auZh&b ebpècen ,  Pont e t  Homme, l e a  cumpo6iAiona 
en  chaZnes L&g Qheb des myoaineb a u n i c u l a i n e  eX v e n Z n i c u l a i n e  

aonX diddénenXen. 

A partir de ces résultats partiels, il semble qu'il 

y ait une augmentation des poids moléculaires des chaînes 

légères, liée à l'augmentation du nombre de cavités, mais 

cette hypothèse est à confirmer par l'étude du coeur de 

Lamproie. A partir d'un coeur formé de quatre cavités, parmi 

les sous-unités légères, il semble que seule la chaîne légère 

de plus faible poids moléculaire (L;~) soit conservée. 11 est 

à noter que seule cette chaine légère possède une forme phos- 

phorylée. A partir des Mammifères, les chaines légères des 

myosines auriculaire et ventriculaire sont bien distinctes 

mais aucune relation ne semble exister entre les mobilités 

électrophorétiques de ces chaines légères et l'évolution des 

espèces. 
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s u r  ]-,a myoçine de v e n t r i c u l e  gauche de coeur de Lapin(UEDA e t  

YAZAKI 1981) semblent conf i rmer  c e t t e  hypothèse des  d i f f é r e n c e s  

de s t r u c t u r e  p r i m a i r e  de l a  cha îne  l é g è r e  L Z 7 .  

Dans un premier  temps, nous avons e n t r e p r i s  l ' é t u d e  de 

l a  s t r u c t u r e  p r i m a i r e  de l a  cha îne  l é g è r e  de p l u s  h a u t  po ids  

molécula i re  de  l a  myosine de v e n t r i c u l e  gauche de coeur de  

Porc L27 .  L ' é tude  d ' u n e  s t r u c t u r e  p r i m a i r e  e x i g e  l ' i s o l e m e n t  

d 'une  q u a n t i t é  r e l a t i v e m e n t  impor tante  de p r o t é i n e  dans un 

é t a t  de p u r e t é  é l evé .  Nous avons donc m i s  au p o i n t  un proto-  

c o l e  simple e t  o r i g i n a l  de p r é p a r a t i o n  e t  de p u r i f i c a t i o n  d e  

l a  chaîne l é g è r e  L27  de v e n t r i c u l e  gauche de coeur  de Porc 

permettant  de s é p a r e r  en une s e u l e  é t a p e  les c h a î n e s  l o u r d e s  

de chacune des  c h a î n e s  l é g è r e s .  L ' é l e c t r o p h o r è s e  s u r  g e l  de  

polyac@.lamide en présence  d ' u r é e  8 M permet en  o u t r e  d ' i s o -  

ler avec de t r è s  bons rendements chacune des  c h a î n e s  l é g è r e s .  

Pour dé terminer  11homogén6ité d 'une  p r é p a r a t i o n  de  pro- 

t é i n e ,  deux c r i t è r e s d e  p u r e t é  s o n t  généralement  n é c e s s a i r e s .  

Habituel lement ,  l e s  c r i t è r e s  u t i l i s é s  s o n t  l ' é l e c t r o p h o r è s e  

s u r  g e l  de polyacrylamide en  présence d e  SDS, l a  détermina- 

t i o n  de l ' a c i d e  aminé en p o s i t i o n  N-terminale e t  l a  détermi-  

n a t i o n  de l a  composition en  a c i d e s  aminés. Dans l e  c a s  de l a  

cha îne  l é g è r e  L27  parmi c e s  t r o i s  c r i t è r e s ,  s e u l e  l ' é l e c t r o -  

phorèse a n a l y t i q u e  e s t  u t i l i s a b l e .  En e f f e t ,  l ' a c i d e  aminé 

en p o s i t i o n  N-terminale n ' e s t  pas i d e n t i f i a b l e  (N-bloqué) e t  

l e s  compositions en  a c i d e s  aminés de L e t  de  L18 ne ré -  27 
v è l e n t  pas de  d i f f é r e n c e s  s i g n i f i c a t i v e s .  Nous avons donc é t a -  

b l i  un c r i t è r e  de p u r e t é  s p é c i f i q u e  de l a  cha îne  l é g è r e  L 27 
pa r  l ' é t u d e  du p e p t i d e  de p l u s  h a u t  po ids  molécu la i re  obtenu 

a p r è s  f rac t ionnement  d e s  hydro lysa t s  BrCN des  c h a î n e s  l é g è r e s .  

S i  l e  p e p t i d e  de p l u s  h a u t  po ids  molécu la i re  c a r a c t é -  

r i s t i q u e  a  pu ê t r e  i s o l é  pur ,  l e s  a u t r e s  f r a c t i o n s  pep t id iques  

s o n t  hétérogènes.  La d i f f i c u l t é  de p u r i f i e r  l e s  pep t ides  de  l a  

chaîne  l é g è r e  L d e  l a  myosine ca rd iaque  de Porc semble ê t r e  
2 7  

l i é e  à l a  s t r u c t u r e  t r è s  p a r t i c u l i è r e  des  cha înes  l é g è r e s  L2, 

d e s  myaainea ca trd iaque~ de Marnrnio2trea aupEtLLeuna. En e f f e t ,  

seulement des  s t r u c t u r e s  t r è s  p a r t i e l l e s  de L27 o n t  é t é  é t a -  

b l i e s  pour l e  Boeuf (WEEDS 1975) e t  pour l'Homme (KLOTZ e t  

al. 1982).  



L'utilisation de méthodes conventionnelles de sépara- 

tion ne nous a pas permis quel que soit l'hydrolysat étudié, 

d'obtenir des,peptides purs en quantité suffisante pour une 

étude de structure. Seule, à partir des peptides trypsiques, 

une structure partielle de L27 a pu être proposée par homolo- 
s gie avec les séquences des chaînes l é g è r e ~ ( L ~ ~  de muscle de 

Lapin, L2, de coeur de Boeuf) déjà établies. Toutefois, l'éta- 

blissement d'un& structure tie chaîne légère par homologie est 

très difficile. 

Des peptides sont obtenus après des coupures secondaires 

non spécifiques par la trypsine (T15 par exemple) . 
- Des insertions ou des délétions d'acides aminés 

existent (par exemple, entre le Boeuf et le Lapin) 

- Pour un même peptide, des mutations peuvent exister 
bien que la composition globale soit identique. 

L'établissement de la structure primaire par homologie pour la 

chaîne lécjère L27 est difficile et la purification en quantité 

importante de tous les peptides est nécessaire. En plus des dif- 

ficultés de séparation des peptides(nar chromatographie d'échange 

de cations, par gel filtration et par électrophorèse sur papier), 

nous avons observé que l'action de certaines endopeptidases est 

faible ou même nulle. Par exemple, malgré les nombreuses liai- 

sons glutamyles, l'enzyme de SXaphyLacoccua auneua Va n'a pas 

hydrolysé L27. Par contre, la collagénase qui est'peu utilisée 

pour des études de structure primaire (enzyme sans spécificité 

propre) a permis d'obtenir des peptides de L27 de taille impor- 

tante. Ces résultats sont en accord avec d'autres travaux 

(CARDINAUD 1979 ; CARDIWAUD et MOURUGEON 1982) qui montrent 

la faible sensibilité des chaînes légères par rapport aux 

chaînes lourdes, à l'action d'endopeptidases comme la trypsine, 

l'élastase, la papaïne ou la collagénase. La chymotrypsine 

hydrolyse rapidement la chaine légère. Des études de séparation 

de ces hydrolysats par les techniques conventionnelles (gel fil- 

tration sur séphadex G 
5 0 '  

échange de cations sur chromobeads P) 

ne nous avaient pas permis d 'obtenir, purs et en quantité suf- 

fisante, les peptides chymotrypsiques. Comme les hydrolysats 

peptidiques de L27 sont plus solubles à pH basique, nous avons 

mis au point un protocole de séparation sur un nouveau type de 



gel échangeur d'anion : la DEAE-Trisacryl M. Malgré la faible 

pente en pH ou en force ionique du gradient, les peptides ob- 

tenus quantitativement sont hétérogènes. Ces résultats semblent 

indiquer que les points isoélectriques des peptides de L sont 
27 

voisins, et que les techniques de séparation basées sur la charge 

ne sont pas adaptées. 

Nous avons eu recours à la chromatographie liquide 

haute performance en utilisant des colonnes de phase inverse, 

la séparation s'effectuant selon le caractère hydrophobe des 

peptides. Si la chromatographie liquide haute performance est 

une technique efficace pour purifier quantitativement les 

peptides, cette méthodologie est de mise en oeuvre relative- 

ment difficile : un choix minutieux des phases stationnaires 

et des phases mobiles doit être entrepris systématiquement. 

Selon le type d'hydrolysat (nombre et taille des peptides) 

un préfractionnement par des techniques conventionnelles peut 

améliorer la séparation ultérieure par HPLC. Pour l'étude de 

la chaine légère L271 nous avons effectué une évaluation sys- 

tématique des colonnes HPLC, en phase inverse, commercialisées. 

Bien que très peu d'auteurs utilisent la colonne RP-Phényl, 

les meilleurs résultats pour la séparation des peptides de L27 

ont été obtenus avec ce type de colonne (GRANDIER-VAZEILLE et 

a&. 1982). Malgré les phénomènes d'absorption non spécifique 

qui existent plus ou moins selon le type de colonne, les pep- 

tides de taille importante de L27 ont été isolés quantitati- 

vement et dans un état de pureté élevé. 

La détermination des séquences en acides aminés des 

différents peptides isolés par HPLC a pu être entreprise. 

Ainsi sur les sept peptides de l'hydrolysat BrCN 

(2 à 66 résidus), cinq peptides (CB1, CB2, CB4, CB5, CB6) 

ont été purifiés et caractérisés, et trois peptides CB ont 

été séquencés automatiquement (CB 2, CB5, CB6). Les peptides 

CB, et CB3 (de 2 et d'environ 10 résidus) n'ont pas été iso- 

lés par HPLC. I 



Pour l'étude d'une structure primaire,llétude d'un seul type 

d'hydrolysat est insuffisant.En effetIles peptides de faible 

taille ne sont pas toujours isolés (par exemple,CB et CB7), 
3 

il faut replacer les peptides entre eux et effectuer les 

recouvrements de séquence.Pour obtenir des peptides de taille 

importantelnous avons choisi d'étudier des hydrolysats dont la 

coupure a lieu au niveau des liaisons arginyles.L1étude de 

l'action de la trypsine sur L dont les résidus de lysine 
27 

ont été modifiés soit par l'anhydride maleïque,soit par 1' 

anhydride citraconique et l'action de l'enzyme GMÇS a été 

effectuée.Seule la trypsine a hydrolysé les liaisons arginyles 

et uniquement aprés citraconylation de la chaîne légère,avec 

de bons rendements.Les différents peptides trypsiques Tc ont 

été purifiés par HPLC sur colonne RP-phényl et caractérisés. 

Trois peptides(Tc2,Tc3 et Tc ) ont été séquencés automati- 
5 

quement.Le peptide Tc d'aprés sa composition en acides aminés 
6 

et ses deux acides aminés en position N-terminalelfait partie 

du peptide CB5 déjà déterminé en séquence. 

Parmi les peptides chymotrypsiques séparés par chromato- 

graphie sur DEAE-Trisacryl M,trois ont été purifiés par HPLC 

et déterminés en séquence automatique.Le peptide C3 nous 

apporte des renseignements interessants sur la partie N-ter- 

minale de la séquence. 

La séquence du dipeptide BrCN C-terminal Ala-Ser isolé 

aprés fractionnement sur colonne de Chromobeads P a été 

déterminée compte tenu de sa composition en acides aminés 

et de l'absence de PTH-Ser lors de l'étude des extrémités 

N-terminales des peptides de l'hydrolysat BrCN. 

De même,la séquence du peptide trypsique C-terminal 

(His-Ile-Met-Ala Ser) a été déterminée par trois cycles de 

dégradation manuelle dlEDMAN et par sa composition en acides 

aminés. 

La séquence de la partie C-terminale de la chaîne légère 

L27 de la myosine de ventricule gauche de coeur de Porc a pu 

être proposée. 114 résidus d'acides aminés ont été alignés dans 

la séquence des 134 résidus qui constituent la partie C-termi- 

na1 de la chaîne légère. 

La comparaison de cette séquence avec celles des chaînes 

légères de plus haut poids moléculaire de la myosine de muscles 

de différentes espèces révèle une  XkZh g n a n d ~  homoLogLe de h t k u c -  



Lutte pnimaihe de  La panXie C - X ~ h m i f i ~ R e  dea cha inea  REgènen 
s S de Zype " a l c a l i "  (Ls5,L16 de muscle squelettique de Lapin; 

L27 de muscle cardiaque de Poulet). En particulierrentre les 

parties C-terminales des chaînes légères L de myosine de 27 
coeur de Porc et de Poulet,j'usqu'à présent nous n'avons pu 

mettre en évidence que neuf mutations. Ce nombre sera dans tous 

les cas inférieur à 21 car seul le peptide correspondant à la 

séquence 102-113,peptide de grande variabilitéInta pas été 

déterminé. 

Néanmoins,des différences importantes existent au niveau 

de la partie N-terminale comme le révèlent les compositions en 

acides aminés de ces peptides. En effet,la partie N-terminale 

de L27 "de Porc" est riche en résidus de ProlineIdtAlanineIde 

Lysine et d'acide Glutamique (ou de Glutamine). Elle semble 

plus proche de L25 de muscle de Lapin que de L27 de muscle car- 

diaque de Poulet. 

L '  EXud e des bXtruciutreb pnimaineb den pa4Xieb C-XenminaLea 

eX de  Ra c o m p u n i t i o n  e n  a c i d e n  amineb des  p a n t i e n  N-Xenminalea 

monXhe q u l i L  y a u h a i i  bpEcidiXE d e  mubcle  eX d 1 e a p 2 c e .  

La spécifité d'espèce réside principalement dans la par- 

tie N-terminale des chaînes légères q.ui possède un taux élevé 

de Proline chez les Mammifères supérieurs. Ceci peut expliquer 

les difficultés rencontrées pour établir la séquence en acides 

aminés des chaînes légères de myosine cardiaque de Boeuf,de Porc 

et d'Homme. 

Puela h6Le.b peuvenX a v a i t  cea panXien N-Xenminalea? 

En effet,pour la myosine de muscle squelettique de Lapin, 
S s 

les différences entre LL5 et L16 résident dans un peptide N-ter- 
S 

mina1 supplémentaire de 41 résidus pour L (FRANK et WEEDS 1974). 25 
AU cours de l'évolution des espèces,pour le muscle squelettique 

il y a disparition de la chaîne légère L' et pour le muscle 16 
cardiaque une structure plus complexe de la partie N-terminale 

apparaît comme nous l'ont montré nos résultats préliminaires 

de Dichroïsme Circulaire (structure du peptide N-terminal en 

poly-Proline II). 

Puunquai Len cha2nea Légènen d e  aXnucXune Xn id imena ion-  

neRRe ana logue  aux  c a l c i p n o X é i n e n  n e  d i x e n t  pua Re c a l c i u m ?  

En effet,WEEDS et Mc LACHLAN (1974) avaient montré une 
S 

similitude de structure entre la chaîne légère L25 de muScle 

squelettique de Lapin,la TN-C et la parvalbumine de Carpe. 

Nous avons étendu cette étude aux chaînes légères L27 de muscle 



cardiaque de Poulet,d'Homme et de Porc. Cette étude révèle le 

caractère conservatif des résidus hydrophobes qui pourvoient 

au maintien de la structure tridimensionnelle. Par contre,au 

niveau des sites présumés de fixation des ions divalents,de 

nombreuses mutations interviennent expliquant ainsi pourquoi 

les chaînes légères ne fixent pas le calcium. Toutefois,la com- 

paraison des chaînes légères aux calciprotéines permet de con- 

firmer l'hypothèse de WEEDS et Mc LACHLAN que toutes ces pro- 

téines ont un précurseur ancestral commun. 

N 1 e x i a t e - X ' i L  pua poun La myobine  d e  c o e u n  d e  Ponc pLu- 

b i e u h b  donmen d e  c h a î n e s  Légènes  L 2  donX Le h a p p a h t  d i d d é n e -  

h a i t  enXne Leb d e u x  v e n X h i c u L e b ?  

UEDA et YAZAKI (1981) ont montré que la myosine de ventri- 

cule gauche de coeur de Lapin possède deux formes de chaîne 1é- 

gère L dans un rapport de 1 :9. 27 
Pour la chaîne légère L27 de coeur de Porc,nous ne pouvons 

pas répondre à cette question,car actuellement seule la séquence 

des peptides majeurs de la partie C-terminale a été déterminée 

et que l'hétérogénéité de structure peut exister au niveau de la 

partie N-terminale. 

Pour répondre à cette question nous envisageons: 

. L'étude des peptides de la partie N-terminale. 

. L'étude des peptides mineurs de la partie C-terminale 
que nous avons séparés par HPLC. 

. L'étude de la struture primaire de la chaîne légère 
L27 de la myosine de ventricule droit de coeur de Porc en com- 

parant quelques peptides majeurs,séparés par HPLC,à ceux du ven- 

tricule gauche. 

En c o n c L u b i o n ,  La d é t e n m i n a t i o n  de  La s é q u e n c e  e n  achdeb 

aminéa d e  l a  p a n t h e  C - t e n m i n a l e  d e  l a  c h a z n e  Légène  d e  pLub 

hauX poidb  m o l é c u l a i n e  du v e n t n i c u l e  gauche  d e  c o e u h  de  Ponc 
b noub a  penmin d e  montnen  q u e  ben  cha îne*  L é g è n e s  L Z S ,  L j h  d e  

muncLe b q u e l e t t i q u e  d e  L a p i n ,  L Z t  d e  rnuncLe c a n d i a q u e  d e  P o u L e t ,  

de Boeud,  d e  Ponc,d 'Homme o n t  une b t n u c t u n e  t h é b  c o n b e n v a t i v e  

a u  n i v e a u  de  Leu4 p a n t i e  C-XenminaLe.  Pan conXne ,La  d é 2 e n m i n a t i o n  

d e  La c o m p o b i t i o n  en  a c i d e b  aminéb monthe  que  Pa p a n t i e  N-Re&- 

minaLe n e h a i t  b p é c i d i q u e  d e  L 1 e ~ p 2 c e  e.t a u n a i k  puun Le Ponc 

une  ~ , ~ ~ L L C Z U & ~  t h é b  p a n t i c u l i è n e .  



Notre  t r a v a i l  a permis  de  m e t t r e  e n  év idence  que  l a  

molécu le  de  myosine es t  une pholteine polymohphe . 
Ce polymorphisme se t r a d u i t  p a r  d e s  d i f f é r e n c e s  i m p o r t a n t e s  

1 
a u  n iveau  d e s  chaXnea launden e t  a u s s i  d e s  chaznen LZg2kea p o u r  

un m ê m e  muscle  de  d i f f é r e n t e s  e s p è c e s  o u  p o u r  d i f f é r e n t s  musc l e s  

d ' u n e  m ê m e  e s p è c e  . Dans n o t r e  m o d è l e , l e  Pokc,pour  un m ê m e  

muscle ,Le coeufi, nous avons  m i s  e n  é v i d e n c e  d e s  didbehencea 

enzfie Lea myoninea venltnicuLaihe elt a u h i c u l a i t e  ( c h a î n e s  l o u r d e s  

e t  c h a î n e s  l é g è r e s )  elt enlthe l e s  rnyoainea venl tkiculaiken d h o i i e  

elt c j a u c h e ( r é p a r t i t i o n  d i f f é r e n t e  d e s  v a r i a n t s ) .  

AUX d i f f é r e n t s  v a r i a n t s  d e  myosine v e n t r i c u l a i r e s  pour- 

r a i e n t  ê t r e  a u s s i  a s s o c i é e s  d e s  c h a î n e s  l é g è r e s  d i f f é r e n t e s  d a n s  

l e u r  s t r u c t u r e  p r i m a i r e  pu i sque  une h é t é r o g é n é i t é  d e  s t r u c t u r e  

a  é t é  mise e n  év idence  dans  les c h a î n e s  l é g è r e s  de  l a  myosine 

v e n t r i c u l a i r e  de  c o e u r  d e  Lapin .  
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CHAPITRE VI 



1 - ~EPARATION ET P W I  FICATION DES PROTEINES 

Pour nos études mus avons é t é  amenés à préparer l a  myosine e t  

1' actine de plusieurs types de mscles. 

1 1 d'un macle nohmL ad&e : les nyosines ont é t é  préparées et  

purifiées selon le protocole de Léger et  - a l  1975, auquel nous avons apporté 

l e s  nrzdifications suivantes : 

- l ' ac t ion du tampon phosphate de potassium 0,015 M de pH 6,8 ; 

KC1 0,3 M ; K4 P2 O7 0,01 M ; MgC12 0,001 M ; 8 L mercapto éthanol 0,01 M 

(Hasselbach et  Schneider 1951) est réduite à un temps de 7 minutes. 

- Sur l ' ex t r a i t  brut de myosine en solution, dans un tanpn 

imidazole - HC1 0,02 M de pH 6,8 ; KC1 0,3 M ;MgC12 0,005 M 7 B - mrcapto- 

éthanol 0,01 M, à une concentration de 4 à 7 mg/ml, nous laissons ag i r  l e  

sel disodique de l'adénosine 5' - triphosphate (Na2-AID) à une concentration 

finale de 0,005 M pendant 20 minutes en maintenant le pH à 6,8. La solution 

e s t  nuse à centrifuger à 105000 g pendant 2 heures. 

- La myosine à une concentration de 4 q / m l  est purifiée par frac- 

tionnement par l e  sulfate d'armionium. Seuïe l a  fraction qui précipite entre 38 % 

et  45 % de saturation de sulfate d ' m n i u n  est recueillie. Cette fraction 

mise en solution dans le taqmn t r i s - H C 1  0,05 M de pH 7,5 ; KC1 0,5 M ; 

B - mrcapto étha1-01 0,01 M est débarassée du sulfate d'amrionium par dialyse 

contre 20 volurries de ce même tampon pendant 24 heures. 



2 ) d '  un mwde doem : l a  myosine de muscle fwta l  est préparée 

dans les nî aneç conditions que celles décrites pour le muscle normal adulte. 

3 )  d'un mwde XumhuL : la tinieur généralement très consistante 

est homgénéisée avec un waring-blendor. La mpsine est extraite du broyat 

avec un tampn phsphate de potassium 0,Ol M de pi-i 6,8 ; K4 P2 O, 0,04 M ; 

KC1 0,6 M ; &@Cl2 0,001 M ; f.3 - mercapto-éthanol 0,01 M (6 m i  de tampon par 

gramne de broyat) pendant 90 minutes. La préparation est poursuivie dans les 

mêmes conditions que celles dkrites pour la myosine de muscle mrmal. 

b )  LA MYOSZNE "BRUTE" CARDIAQUE 

La myosine "brute" est préparée dans les conditions identiques à 

celles décrites pour la rryosine du muscle adulte normal sauf que l'étape 

addition de Na2- ATP e t  centrifugation à 105 000 g est remplacée par 10 étapes 

dissolution - précipitation. La dissolution de la myosine étant effectuée dans 

le tampon imidazole - HC1 0,02 M de pH 6,3 ; KC1 0,3 M ; MgC12 0,005 ivl ; f.3 

=capta-éthanol 0,01 M e t  la précipitation par 10 volunes d'eau à d0C. Toutes 

les étapes suivantes çont identiques. 

c )  LA MYOSINE DE MUSCLE LISSE D'UTERUS DE TRUIE 

La myosine de muscle lisse est préparée selon l e  protocole décrit 

par Tetaert e t  - al (1977) auquel m u s  avons apporté quelques niodifications. 

- pour obtenir le  plus d'actomyosine possible, les étapes de préci- 

pitation çont effectuées par dialyse contre 20 volumes d'eau contenant 50 nt4 de 

-cl2. 

- la  fraction 38-45 % de saturation en sulfate d'armionim est 

recueillie à l a  place de l a  fraction 36-53 8 

- l'étape de centrifugation à 105 000 g en présence de Na2-ATP puis 

purification par gel filtration sur colonne de sépharose 6 B est éliminée. 



L'actine de Porc est préparée à partir du muscle squelettique,du 

muscle cardiaque ventriculaire e t  auriculaire. 

a) PREPAUATION DE LA "POUDRE ACETON12UE1' 

La "poudre acétonique" est préparée à partir d'une méthode décrite 

par Young e t  F&es (1967). Le résidu obtenu après filtration de l ' m é n a t  

de muscle dans le  tampon phosphate de potassium 0,015 M de pH 6,8 ; KC1 0,3 M ; 

K4 P2 O7 0,01 M ; MgC12 0,001 M ; mercapto-éthanol 0,01 M est traité succes- 

sivement par : 

. 2 fois de l'eau distillée froide (4  volunies) e t  filtration sur 

gaze 

. 2 fois par une solution de Na Hm3 à 0,4 % (4 volunuss) e t  filtra- 

tion sur gaze 

. 5 fois par l'acétone. 

Le résidu obtenu est séché sur anhydride phospbrique (P2 Os) 

b )  EXTRACTION DE L'ACTINE 

L'actine est extraite de la poudre acébnique pendant 1 heure par 

20 fois son volume d'eau distillée à 4OC. Lie surnageant après filtration sur 

gaze est laissé à O°C pendant 30 minutes, puis centrifugé à 105 000 g pendant 

90 minutes. Le surnageant est amené a une concentration finale de 0,l M en 

KC1 e t  de 0,001 M en MgC12 à pH 8,O. L9"Actine - G" polymérise en "Actine - F" 
pendant 2 à 3 heures à terp5rature ambiante. Après centrifugation à 105 000 g 

(90 minutes) l e  culot (Actine - F) est dissout dans 0,15 M KC1 de pH 7,O. 

C )  PURIFICATION PAR CYCLE DE DEPOLYMERISATION-REPOLYMERISAT7UN 

Pour purifier davantage 1' actine, 1 "'Actine - F I '  est dépolymérisée 

par haqénéisation dans un tampon t r i s - H C 1  2nM de pH 7,5 ; C&12 0,2 nt4 ; 



ATP 0,s ITM ; B mercapta-éthanol 0,5 M. La suspension est dialysée une nuit 

contre ce mênire tampon. Après centrifugation à 105 000 g pendant 3 heures, 

l'actine - G est replymérisée en ajoutant du KC1 et du W l 2  pour obtenir 

des concentrations finales de 100 IIM et ïnM respectivement. 

A - PAR EXECI'ROPHOORESE PREPARATIVE 

Cette méthode que nous avons mis au point au laboratoire est basée 

sur les différences de migration électrophorétique, sur gel d'acrylamide, des 

deux chaines légères de la vsine et des chaînes lourdes. 

a) SUR GEL D'ACRYLAMLDE EN PRESENCE D'UREE 

La séparation des chaînes légères par électrophorèse préparative 

est effectuée sur deux gramnes de nyosine préalablmt dissociée dans 200 m i  

d'une solution d'urée 8 M contenant du B mercapto-éthsinol à 1 % (v/v), pen- 

dant ii heure à terature ambiante. 

L'appareillage d'électrophorèse qloyé est celui décrit par 

Kerckaert (1978) auquel mus avons apporté les mdifications suivantes : 

- un système de 8 plaques (200 x 160 x 6 un) 

- un gel d'acrylamide en gradient discontinu en présence d'ur6e 8 M 
polymérisé selon les conditions de Perrie et Perry (1970) : 11 cm de gel 

T = 20 % ; C = 2,s % et 5 cmde gel T = 15 % ; C = 2,5 % pour le gel de sépa- 

ration à pH 8,3 ; 3 un de gel de concentration de pH 6,7 T = 2,s % ; C = 20 % ; 

C et T sont les concentrations selon la mtation de Hjerten (1962). 

- une migration de 72 heures sous 50 mA, 35 v par plaque dans un 

tcrmpon tris-glycocolle 0,025M de pH 8,3 . 



- un systèsrie de régulation de -rature des tampns à 20°C 

- un système de recyclage des tampons inférieurs et supérieurs 

- une coloration et une fixation des barrdes protéiques par 
l'amido-schwarz à 1 % dans un mélange acide-acétique/éthanol/eau (1 ; 5 ; 5) 

pendant 3 minutes et une décoloration des plaques par le mélange acide-acétique/ 

&thanol/eau (7 ; X) ; 5 0 )  

- après broyage au waring-blendor (4 fois 10 secondes) de chacune 
des bandes colorées, l'élution des protéines est réalisée par une agitation dans 

un tampon tris-HC1 0,025 M de pH 8 ,O ; urée 4 M (20 minutes à 25OC) suivie 

d'une centrifugation à 10 000 g pendant 15 minutes. Les extractions sont arrê- 

tees quand la densité à 280 nm de l'éluat est voisine de zéro. L'éluat est 

soit dialysé puis lyophylisé, soit dessalé et concentré par filtration sur 
4 membrane millipre (N W M L : 10 ) . 

LRs protéines concentrées sur membrane ou par lyophylisation sont 

débarassées du colorant par chramatographie de gel filtration sur colonne de 

sephadex G15 ou G25 par adsorption non spécifique du colorant sur le gel. 

b )  SUR GEL D' ACRYLAMIDE E N  PRESENCE DE S D S 

La séparation est effectuée dans des conditions similaires à celles 

décrites pur le gel d'acrylamide en préseme d'urée : 

La myosine est dissociée et réduite en milieu tris-HC1 0,3 M de 

pH 8,9 ; S D S 5 % (p/v) B mercapto-éthanol 10 % (v/v) à lûO°C pendant 3 minutes. 

Le gel d'acrylamide est un gradient discontinu en présence de S D S 

0,l % (p/v) (5 cm de gel T = 30 % ; 10 cm de gel T = 20 % ; 3 cm de gel T = 10 % 

et 1 cm de gel T = 5 %-, C étant dans tous les cas égal à 2,5 %) 

B - MEXBODE PAR PWIPITATION ISOEXKTRIQUE 

Cette méthode de séparation des chaînes légères a été décrite par 

Hiratsuka (1980). Elle est basée sur une précipitation des chaînes lourdes à 

pH 6 , 6  de la rnyosine préalablement dissociée (tampon glycocolle 50 M;EDTA 1 M  



p~ 11,5 ; urée 4 M ; phényl-méthyl-sulfonyl-chloride 0,l ml ; B - -capta- 
éthanol 1 m) et  sur la tendance plus for te  de l a  chaîne légère L18 à 

s'acjgréger et à précipiter à pH 5,3. 

Les difzérentes étapes de cette technique sont : 

. une dialyse des chaînes légères p u r  éliminer l 'urée puis une 

concentration du dialysat par un imnersible de séparation mlécuiaire. 

. une précipitation isoélectrique, par t i t ra t ion  à pH 5,3 

par l 'acide c i t r i p  0,l M, une agitation lente à O°C, puis une centrifu- 

gation à 26 000 g pendant 30 minutes. Le surnageant contient l a  chaîne 

légère L27 tanàis que le culot qui est un mélange de chaines légères est 

resoumis, après dissolution, à un a e w c i h  cycle de précipitation-centri- 

f ugation . 

Après répétition de ce procédé l a  solution contenant l a  chaîne 

légère L18 est c lar i f iée  par centrifugation. 

a )  kN TAMPON TRIS-GLYCOCOLLE DE pH ti,4 : 

Les Glectrophorèses en présence de S D S sont effectuées en plaque 

(150 x 100 x 0,75 m) selon l a  technique de Kerckaert (1978) sur gel  gradient 

d'acrylamide (5 - 30 %) selon l a  technique décrite par Laesmili (1970) : 

C = 2,57 % et  T variant linéair-t de 5 à 30 %. 

Les échantillons dissous dans le tarrp-n tris-HC1 0,31 M pH 8,9 ; 

B - mcapto-éthanol 10 % (v/v) ; S D S 5 % (p/v) ; glycérol 10 % (v/v) ; 

traces de bleu de bramphénol canw mrqueur, sont complètement dissociés à 

100°C pendant 3 minutes. 



L'électrophorèse est conduite, en limitant l'intensité à 10 rnA 

e t  la  tension à 180 v, juçqu'à ce que l e  marqueur a i t  atteint l e  bas du gel 

( 6  heures environ) . 

Les protéines sont fixées et  colorées par une solution de bleu de 

Ccamssie R 0,25 % ( p h )  dans l'éthanol/eaq/aci& acétkque ( 50 : 45 : 5) .  

Les gels sont décolorés par diffusion dans l e  mélange méthaml/ 

eadacide acétique (10 : 40 : 3) . 

Pour la détermination des poids mléculaires une courbe étalon a été 

établie à partir des protéines, de référence, suivantes : Phosphorylase b (P.M = 

94 000) ; Alburnine (PM = 67 000) ; ovalbumine (PM = 43 000) ; anhydrase carbo- 

nique (PM = 30 000) ; inhibiteur de la  trypsine (PM = 20 100) ; ci - lactaïbumine 

(m = 14 400). 

b )  E N  TAMPON TRIS-ACIDE BORIQUE D E  pH ?,O 

Les électrophorèses sur gel gradient de polyacrylamide sont effec- 

tuées dans les &mes conditions que celles décrites ci-dessus en remplaçant l e  
A U  S 

tampn de gel e t  de migration tris HC1 0,023 M de pH 8,4 par un tampon tris- LI cLE 

acide borique 0,041 M pH 7,O. 
0 

Toutes les autres étapes, migration, coloration des gels, détermi- 

nation des p i &  moléculaires sont effectu6es dans les rriemes conditions que 

celles décrites précéderrmnt. 

Les gels de plyacrylamide en présence d'urée sont faits soit en 

tube (17 x 0,5 cm) , soit en plaques (15 x 10 x 0,2 cm) selon la méthode de 

Kerckaert (1978). La technique utilisée est celle décrite par Perrie e t  Perry 

(1970) . 

Le gel de séparation est tel que T = 20 % e t  C = 2,5 % tandis que 

l e  gel de concentration T = 2,5 % e t  C = 20 %. 
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Les protéines sont dissoutes dans un tampon urée 8 M ; f3 - mercapto- 

étharaol 1 % (v/v) avec des traces de bleu de bxamphénol pendant quelques 

minutes sous agitation à tapérature ankiante. 

L'électropbrèse est  réalisée à puissance constante en limitant 

volontairement l a  tension à 90 volts e t  l'intensité à 10 m A. ie tesnps de 

migration est égal à 1,5 fois l e  terrp?s de migration du bleu de bramphéml. 

Pour dissiper l'énergie dégagée lors de la migration électropbré- 

tique une régulation de l a  m a t u r e  des taqmns des réservoirs est réalisée 

Par: 

. circulation dans l e  serpentin, entourant la plaque dlélectropb 

rèse e t  imnergé dans le  tampon inférieur,dlun liquide thenriostaté à 15'~. 

. circulation entre le  tampon des réservoirs inférieur e t  supérieur 

qui permt, par élimination des produits d' électrolyse,d' eviter les changmts 

&? PM- 

. la coloration des protéines est identique à celle décrite précé- 

demnent . 

Les gels de polyacrylamide en présence de pyrophosphate de sodium 

sont effectués sur deux plaques (14 x 10 x 0,25 cm) en parallèle selon la 

méthode de Kerckaert (1978). Pour obtenir des gels ca-pcatifs, les plaques 

sont coulées ensemble, selon l e  principe des vases ccamninicants, avec la  

solution d ' acrylinnide . 

Les gels de polyacrylamide (C = 3 % ; T = 3 8) sont préparés à 4OC 

selon l a  m6thode de Hoh e t  a l  (1976) . - 

Les concentrations finales du gel à pH 8,8 sont 20 nM en Na4P207 ; 

10 % (v/v) de glycérol ; 0,15 % (v/v) de tétraméthylethylénédiamine ; 2 9 , l  g/l 

acrylamide e t  O, 9 g/l méthylène bis acrylamide. La polymérisation est initiée 

par l e  persulfate d'ammnium. 



Pour dissiper l'énergie due à l ' e f fe t  joule dans l e  gel, pendant 

l'électrophorèse e t  maintenir une terrpérature de 1 à 2OC dans les  taqons, un 

s y s t h  de t h m s t a t i s a t i o n  et de recirculation identique à celui d k r i t  

précédemnent a été util isé.  

Le tampon d'électrophorèse contient : chlorhydrate de cystéine 

2 mM ; Na4P2 O7 20 mM ; dithiothreitol 5 mM ; glycérol 10% (v/v) de @-ï 8,8 à 
- 

4OC. Après polymérisation l e  gel a été soumis à une préélectrophorèse d'environ 

60 minutes. 

Les échantillons sont dissous dans l e  tmnpon Na4 P2 O7 40 n$l 

de pii 8,8 ; dithiothreitol 10 mM ; en concentration finale puis centrifugés 

à 4 ' ~  pendant 120 minutes à 106 000 g. Le surnageant recueilli est mélangé 

avec un même volurrie de glycéol à 4OC avant d'être déposé sur l e  gel. 

L'électrophorèse e s t  conduite pendant 24 heures sous une diffErence 

de potentiel de 8 v/m, l ' intensité étant volontairemnt limitée à 100 mA. 

Après électrophorèse les  gels sont colorés par l e  bleu de ~oomass~& R 

dilué dans l e  méthanol/acide acétique/eau (4  : 1 : 5) pendant quelques heu& 

e t  décolorés danç l e  méthml/acide acétique/eau (50 : 5 : 45). 

Mus avons u t i l i sé  la technique selon O'Farrell (1975) avec des 

concentrations d'a-pholines de 5 % (pH 2,5 à 4 ; pH 4 à 6 ; pH 5 à 7 dans un 

rapport 2 : 2 : 1). 

Les gels sont polymérisés dans des tubes (13 x 0,3 cm) . Ils contien- 

nent de l'acrylamide tel p T = 6 % etc = 5,4  %. 

Les gels sont équilibrés en pH avec les  anpholines par une migration 

de l'anode à l a  cathde sous une différence de 400 v pendant 60 minutes. 

Après migxation les  gels sont d b u l é s  puis mis à équilibrer dans 

un tampon t r i s - H C 1  0,071 M de pH 8,4 ; 6 - mercapto-éthanol 0,8 M e t  S D S 2 % 

(p/v) pendant une heure sous agitation douce. 



Les gels ainsi équilibrés sont prêts pour une deuxièsrie dimenSion. 

La première dimension est soit une isoélectrofocalisation en tube, 

soit une électrophorèse sur gel de polyacrylamide, en tube, en prSsence d'ur6e. 

La seconde dirry3nsion est une électrophorèse en plaque (20 x 20 x 

Qt5 cm) de gel de polyacrylamide en présence de S D S .  Danç yn but canrparatif 

les plaques sont en parallèle e t  les gels coulés ensable, selon l e  priincipe 

décrit p ~ u r  les gels en @lieu non &ssociant, sont tels l e  gel de sépqra~ 

tion yérsfie C = 2,57 % ; T = 15 %, pour une hauteur de 18t5 cm tandis que l e  

gel de concentration C = 2,57 % ; T = 5 99 est mis à polymériser sur une hauteur 

de 1 a. 

Le gel obtenu ~ r è s  la première dimension est déposé sur l e  ~ e l  de 

concentration e t  maintenu pax de l'aywose à 1 % dans un t a p n  tris 0,071 

de pH 8,4 ; agarose 1 % (p/v) ; $ D S 10 % (plv) ; bleu de bramphénol 0,02 % . 
Qflgration électrophorétique s'effectue de la cathode vers l'anode à une 

intensité maxirc~inn de 65 mA sous une tension de 190 v, 

La thems.tatation, la circulation des tampons, la c~loratxton des 

protéines sont analogues à celles précédernilent décrites danç l e  cas des gels 

analytiques. 

Cette méthode de mise en oeuvre facile e t  rapide a été l a  plus 

J? -. ? 



utilisée dans notre travail. 

Elle est basée sur la loi de Beer-Lambert : 

A = &cl A : absorption en densité optique 

C : concentration de la solution 

1 : longueur de la cuve 

& : Coefficient d'extinction molaire 

Les coefficients utilises ont été : 

ce ~ ~ ~ ! 0 , 5 6  p u r  la myosine selon Shiverick et al (1976) - 
Le 290 =û,63 pour "l'actine - G1' ) 

)selon Houx et Ue (1974) 

ce 290 =0,66 pour "l'actine - FI' ) 

Le spectre U.V de la myosine ne révélant pas d'absorption à 320 mn, 
A 280 la concentration pour la myosine pure ( - > 1,6) est déterminée par 
A 260 0 

iWus avons utiliisé la niéthode décrite par Gornall et al (1949) - 
pur m s  protéines en solution dans le tampon tris-lIC1 5Q npl de pH 7'5 ; 

KC1 0,s M en utilisant la sérumalbumine cristallis&, en solution dans le 

bnpn wqne étalon, 

~Jous avons appliqué la méthode  décrite par kmry et al (1951) en 

méthode manuelle ou en méthode automatique sur chaine technicon p u r  les 

myosines préalablement dissoutes dans le S D S 1 I, (p/v). 



Ces t ro i s  méthodes donnent des valeurs de concentration simi- 

l a i res  avec une erreur de 3 %, lorsque les rapports d'absorbante à 280 nm 

(A 280) e t  à 260 hm (A260) vérif ient  

Quelles que soient les niesures des activi tés ATPasiques effectuées 

sur les  myosines, les conditions opératoires sont les suivantes : 

. incubation à 25OC pendant 5 minutes, dans un bain themiostaté 

sous agitation, dont deux minutes en présence d'ATP 50 mM. 

. réaction déclench6e par addition de 100 myosine à 1 mg/ml. 

. a r r ê t  de la réaction après un tempç variant de 1 à 11 minutes, 

suivant l a  r&thde ut i l i sée ,  soit par l 'acide trichlofoacétique 15 % (p/v) 

s o i t  par le système luciférine/luciférase. 

A - LES MILIrmX D' I L ~ ~ I O N  ( 2 . d  de volume f ina l )  

t 

a l  Ca 2 + - ATPuh e : deux milieux différents ont é té  u t i l i s é s  : 

1) Le milieu décr i t  par Green e t  Mmmerts (1953) tr is-HC1 0,05 M 

pH 7,5 ; CaC12 10mM ; KC10,5 M ; ATP 2,s W. 

2) Le milieu de Pope et  a l  (1980) : t r i s - H C 1  12,5 mM pH 8,O ; - 
MgC12 10 mM ; KC1 0 , 4  M ; ATI? 2,5 M. 

+ 
b )  K - ATPuhe : en l h i e u  t r i s - H C 1  0,05 M pH 7,5 en remplaçant 

le C X 1 2  10 m par 1 ' m A  1 m. 

c )  ATPdcse a c l i v E e  p a t ~  L'acZlne. : le milieu selon Pope e t  al (1980) - 
t # 

P &a u t i l i s é  : t r is -HC1 12.5 dl ; MgC12 3.75 dl ; KC1 30 W et  des concen- 

trations d'actine variant de 2 à 40 P 



13 - DOSAGE DE L'ATPASE 

Deux types de dosage ont été utilisés : 

a) DOSAGE DU PHOSPHORE 7NORGANlQUE L i B E R E  : c'est la m5thode de 

dosage la plus ancienne. Elle consiste en une mesure colorimétrique à 660 m 

du phospkrore iriorganique libéré selon la méthode de Fiske-Subbarow (1925) . 

Pour relier les valeurs de l'absorbance à la concentration en 

phosphore imrganique nous avons établi une courbe étalon. Elle a été effec- 

tuée en replaçant, dans la réaction d'hydrolyse de l'ATI?, la myosine ou 

1'ATP par des concentrations croissantes de KH2P04 et en effectuant sur un 

aliquot (2 ml)  la réaction colorimétrique. Cette courbe étalon, qui permet 

de relier l'absorbance à 660 m à la concentration en phosphore inorganique 

n'est linéaire que pour des concentrations inférieures à 6 

6) DOSAGE DE L ' A T P  NON CONSOMME : 

L'ATP rion c o n d  lors de la réaction d'hydrolyse est dosé juste 

après addition de la myosine et toutes les deux minutes, par prélèvement d'un 

aliquot (200 1) et mesure sur un appareil celltester 1030 Lumac, des unités P 
lunineuses produites par réaction de biolinninescence entre le systèm luci- 

férine - luciférase et 1'ATP. 

Cette m é W e  de dosage récente pemiet une évaluation rapide de 

l'état d'avancement de la réaction. 

A - FORMATION DES FI-S SY'MXETIQUES DE 

Afin de pouvoir catparer les filmts synthétiques, toutes les 

myosines sont précipitées au &EE stade de purification (myosines obtenues 

après dialyse contre le tampon tris-HC1 50 mM pH 7,5 ; MgC12 0,01 M contenant 



- 3 0 6 -  

1 ~ / m i  de nnc)si.ne est amne à une concentration en KC1 0,l M en ajoutant 

4 volumes d'un tampon phosphate de potassiun 0,01 M pH 6,8 ; MgCl* 0,01 M. 

Des colorations négatives avec l'acétate d'uranyle sont obtenues 

en disposant une goutte de la suspension protéinique sur une @le recouverte 

d'une m r a n e  en piolofom F (Stockem 1970) . Avant d'appliquer l e  contrastant 

la grille est rincée avec environ 10 gouttes d'une solution de KC1 0,l M, 

laquelle est éliminée ensuite avec du papier filtre. Une goutte d'acétate 

d'uranyle à 0,5 % dans l'alcool à 50° est  imf&iatem?nt ajoutée. Après 5 à 

10 secondes, l e  contrastant est éliminé e t  la  grille est séchée pndant une 

à deux minutes. Les préparations sont examinées au microscope électronique 

PKTLIPS EM 300 à 80 KV en utilisant un diaphragiw d'objectif de 5 0 p m  

C - E!I'üDE DE La LON- DES F I L R ! S  -1QUES DE MYOSINE 

La longueur des filaments est mesurée avec un double décimètre 

gradué au demi millimètre, à prtir des photos de microscopie électronique 

obtenues avec un grossissement final de 75 000. 

Pour chaque préparation de myosine l'étude de l a  longueur est effec- 

tuée dans une zone contenant environ 400 filaments. 

Les h i s togrms  des longueurs ainsi que les courbes de répartition, 

pour une largeur de classe de 100 rm ont été tracés. 

Le riombre de r'ilaments f o m t  chaque pic est c a l d é  par mesure de 

la surface sous chaque pic, soit enmesurant le  ncanbre de carreaux, sous la  

courbe tracëe sur papier millMtré, soit en mesurant la surface délimitée 

par l e  pic. 



A - COUPURE AU L !  DES MElXIQNINJ3S 

a) REDUCTION DES R E S l D U S  DE CYSTINES 

La protéine (qos ine  ou chaîne légère à l a  concentration de 

20 mg/ml) est mise à dissoudre dans le t m p n  t S i s r H C 1  100 nt4 pH 8,2 ; 

KC1 0,5 M ; E9T4 3 IIW en présence d'urée 8 M (préalablement dés3onisée 

sur résine AG 11 x 8). 

Lq réduction e s t  effectuée s o i t  en présence de B niarcapto- 

éthanol P r o l a b  (20 faes en excés) soit de dithiothréitol  Si- (10 fo i s  

en excés) sous azate e t  sous agitation pendant 4 heures à 25*C. L'excés en 

agent réducteur est en r a p p r t m l a i r e  par rapport aux résidus de Cystéine 

srésents . 

hl PRQTECTION DES R E S I P U S  P E  CYSTElNE 

La p r o t e c t i ~ n  des résidus de Cystéine a é t é  réalisée en u t i l i san t  

deux agents d'alkylation : 

A l a  protéine réduite, est ajoutée l'iodoacétamide Sigma (recristal- 

l i s ee  deux fo i s  dans l 'eau) 20 fo i s  en a c é s  par rapport à toutes les fonctions 

thiols  présentes (protéine e t  agent réducteur). La réaction se f a i t  à l ' ab r i  

ue l a  lumière sous azote e t  sous agitation pendant 30 minutes à 25'C. La f i n  

de l a  rgaction e s t  vérif iée par l a  réaction de Brand (1930). 

La réaction est arrêtée par addition d'acide acétique glacial,  

p u r  obteni'r un pH iinférieur à 5, puis l a  solution est dialysée à 4OC contre 

l 'eau addjiti'onnk d'acide acetique à 0,25 %. 

2) S - aminoéthylation 

A l a  protéine réduite, e s t  ajoutée l'éthylène-imine (Pierce) dans 



les conditions décrites par Easley e t  Putnam (1966). l a  réaction est f a i t e  sous 

azote à terripérature arthiante pendant 1 heure sous agitation. La f i n  de l a  réac- 

t ion  est contrôlée par l a  réaction de Brand. La réaction e s t  arrêtée c o r n  pur l a  

carboxyméthylation. Cette réaction p m t  l a  formation d'une S-aminoéthyl-cystéine 

q ~ k  est un isostère de l a  lysine. 
. - 

c )  ACTION DU BROMURE DE CYANOGENE ( B k C N )  

La protéine alkylée e s t  dissoute dans l 'ac ide foxmique à 70 % en 

volume final. A ce t te  solution, est ajouté le  Bmmure de cyanogène Merck (70 moles 

par résidu de Méthionine) e t  l'hydrolyse e s t  accomplie selon l a  technique décri te 

par Han et  a l  (1972) . - 

B - COUPURE AU NIWAU DES CYSTEINEç 

a )  REDUCTION D E S  R E S I D U S  DE C Y S T I N E  

La protéine e s t  mise en solution(20 mg/&) dans le tampon tris/HCl 
100 nt4 pH 8,2 ; KC1 0,5 M ; EDTA 3 nt4 en présence s o i t  d'urée 8 M soit de S D S 

(5 à 10 %).  La réaction e s t  effectuée dans les conditions d k r i t e s  ci-dessus, s o i t  

en présence de 6 - mrcapto-éthanol, s o i t  de DL-Dithiothréitol. 

6 )  HYDROLYSE PAR L ' A C I D E  2 - N I T R O  - 5 - TffIOCYANATOBENZOIQUE (NTCBA) 

A l a  solution protéique réduite, est ajouté le NTCBA 40 fois  en excés 

molaire par rapport au résidus de Cystéine ( p u r  palierauxSH apportés par l 'agent 

réducteur). La réaction a l i e u  sous azote à p H  8,2 e t  sous agitation à 37OC pen- 

dant 40 heures. La réaction est arrêtée par lyophylisation. 

cl HYDROLYSE PAR LE 2-METHYL-NI-BENZENESULFONYL-N~-BROMOACETH YL- 

~ U I N O N E D l I M l U E  (CYSSOR)  

La protéine réduite est dialysée contre l 'ac ide acétique 0,25 %. 

L'adialysable e s t  additionné û k  SDS 0,5 % et  de 1 nt4 d'EJXA pH 2,9 . A ce t te  

solution protéique est ajouté le  Cyssor 40  fo i s  en excés (rapport molaire) par 

rapport aux thiols  présents. Après barbotage d'azote (2 min) l a  solution est 

mise en agitation 12 heures à température ambiante puis 1 heure à 8 0 ' ~  (Holmes 

et Lawton 1977) 



C - COUPURE AU NIVEAU DES TYROSINES PAR LA N-l3FKBDSWINIMIDE (NBS) 

La protéine dont les résidus de Cystine ont  été réduits e t  l e s  

résidus de Cystéine alkylés, dans les conditions décrites dans le paragraphe 

VI: - A, est dialysée contre l 'ac ide acétique 0,25 % puis lyophylisée. Après 

lyophylisation, l a  protéine est mise en solution dans l 'ac ide acétique à 50 % 

(en contration finale) à une concentration de 250 p mles par litre. 

L'hydrolyse par l a  NBS e s t  effectuée dans les conditions décrites par 

Wilson e t  Cohen (1963) avec une concentration de 3 m l e s  de NBS par résidu de 

Tyrosine (dans ces conditions, e t  en l'absence de résidu de T r y p t o m  , l a  

l iaison tyrosyle e s t  hydrolysée sélectivement). ' 

D - ACTION DE L'ANHYDRIDE CITRACONIQUE : ClI-NYLATION 

Cet agent chimique réagit  avec les fonctions cl-NH des peptides ou 2 
des protéines a ins i  qu'avec les fonctions E-NH des résidus de Lysine. 2 

La protéine ou les peptides sontmis en solution dans un tampon 

bicarbonate d' ammnik 0,05 M de pH 8,3 (concentration f inale  de 1 à 20 mg/ml) . 
Au mélange sous agitation, on ajoute, en maintenant l e  pH à 8,3 (par l a  soude 5 N) , 
l'anhydride citraconique (20 m l e s  parr m l e  de "fonction cl et  E - NH2") en 6 fo i s  

à 20 min. d'intervalle. Après addition du dernier aliquot, l a  réaction se poursuit 

pendant 2 heures à tenpérature ambiante e t  sous agitation. La réaction e s t  arrêtée 

par dialyse à 4OC dans l 'eau ammniacale à pH 9,O. 

Cette réaction est réversible. La décitraconylation s e  faisant aisChent 

par incubation dans une solution aqueuse (50 %) d'acide formique pendant 16 heures 

à température ambiante. 

E - ACTION DE L'ANHYDRIDE MALEIQW : MALEYLATION 

L'agent chimique réagi t  avec les fonctions a e t  E - NH2 des acides 

aminés. 

La protéine e s t  dissoute dans l e  tampon phosphate de Potassium 0 , 2  M 
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à pH 9,O (concentration f ina le  de 5 à 10 q / m l ) .  La réaction de mléylation 

par l'anhydride mléique est conduite dans les conditions décri tes par J O r n v a l l  

(1970), 10 p nioles d'anhydride maléique par mle de Lysine sont ajoutées par 

pe t i t es  portions, sous agitat ion,  e t  en mintenant le  pH à 9,O. Il faut  environ 

15 minutes pur ajouter l'anhydride mléique. Après la dernière addition, la 

réaction e s t  poursuivie pendant 1 heure puis arrê tée  par dialyse contre le tampn 

NH4 JXO3 0,l M pH 8,O à température ambiante pendant 4 heures en changeant le 

tarrp.n toutes les heures. 

Cette réaction est réversible. La démléi la t ion est effectuée selon 

l a  méthode de D e  Lange e t  - a l  (1969) . La solution est acidi f iée  à pH 3,5 e t  rnainte- 

nue sous agitation constante à 40°C pendant 40 heures en présence de toluène 

(0,l m l )  p u r  évi ter  tout développement de microorganisiies. 

A - ACPION DE LA TRYPSINE (E.C.3.4.21.4.) (Pkrck) 

La trypsine u t i l i s ée  (Merck) a é t é  préalablement t r a i t é e  par l e  L - 
(1 tosylamido-2-phénil) éthyl chlorométhyl Kétone (TPCK) selon la technique de 

Kosta e t  Carpentier (1964) . 

a)  HYDROLYSE TOTALE 

1 - La chaîne légère (1 p mle par ml)  est dissoute dans l e  tampon 

bicarbonate d'amrionim 0,l  M pH 8,O. L'hydrolyse par l a  trypsine-TPCK est effectuée 

à 37OC pendant 4 heures avec un rapport enzyme/substrat de 2 %. 

2 - La myosine (1 p mle/ml) est dissoute dans le tampn phosphate 

20 m-EDTA 1 nt4 - NaCl  0,l  M pH 7,O. 

L'hydrolyse par l a  Trypsine-TPCK e s t  effectuée à 37OC pendant 

4 heures avec un rapport f i n a l  enzyme/substrat de 4 %. L'arrêt  de la réaction est 

obtenu en ajoutant du PEF 100 pl puis la solution est dialysée e t  lyophylisée. 
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b )  HYDROLYSE P A R T I E L L E  : CYNETIQUE D'ACTIOM S U R  LA CHAINE LEGERE 

Différentes conditions ont é té  u t i l i sées  : température (4 ; 20 ; 37OC) 

rapport enzyme/substrat (1 à 4 %) ; temps de réaction (O à 150 minutes) . 

L'enzyme est ajouté en une seule fo i s  au temps O. Des a l i q m t s  

100 y 1  sont prélevés à des temps de réaction variant de O à 150 minutes. La 

réaction est arrêtée par addition à 1 'aliqmt de l a  solution réductrice (33 y l )  

(cette solution e s t  c e l l e  u t i l i sée  p u r  l e s  gels de plyacxylamide en présence 

de SDS mis t ro i s  fo i s  concentrée) e t  par l a  mise à 100°C pendant 3 minutes. 

B - ACTIONDE L'a -CHïMOTRYPSINE (~.~.3 .4 .21.1)  (SI-) 

La chy-mtrypsine u t i l i sée  e s t  préalablement t ra i t ée  par le tosyl-lysyl- 

chlorométyl ketone (TiCK) . 

a)  HYDROLYSE TOTALE 

La protéine (1 . ~ i  rmle par m l )  e s t  dissoute dans l e  tampon bicarbonate 

d'ammnium 0,l M pH 8,O. L'hydrolyse par l a  chymtrypsine-TKK est effectuée à 

37°C pendant deux heures avec un rapport f ina l  enzyme/substrat de 1 %. L'arrêt  de 

l a  réaction e s t  obtenu par lyophilisation. 

6 )  HYDROLYSE P A R T I E L L E  : C I N E T I Q U E  D ' A C T I O N  S U R  LA CHAINE LEGERE 

La myosine est dissoute dans l e  tampon sesqui-carbonate 50 nt4 de 

pH 8,78. La réaction a é té  effectuée à différentes teng-ératures e t  à plusieurs 

concentrations enzym/substrat. A des temps d'hydrolyse variant de O à 150 minutes, 

sont prélevés des aliquots (1~0~1).  La réaction dans l 'a l iquot  e s t  stoppée dans 

des conditions identiques à cel les  que nous avons décrites p u r  l'hydrolyse 

par t ie l l e  par l a  trypsine. 

C )  HYDROLYSE L I M I T E E  : FORMATION DE HMM-SI 

La myosine est dissoute dans le tampon phosphate de potassium 20 ~ $ 4  

de pH 7,O ; KC1 0,5 M (10 à 15 n~$ml) .  On ajoute l'enzyme dans un rapport enzyme/ 

s&stxat 1/130. La réaction effectuée à 2 uOc,  est arrêtée après cinq minutes 

par dialyse à 4OC contre le tampon phosphate de ptassium 10 rrdvI de pH 7,O. 



a) HYDROLYSE P A R T I E L L E  SUR LA MYOSINE 

La myosine e s t  dissoute dans le tampon phosphate de potassiun 20  m 
de pH 7,O ; KC1 0,5 M (10 à 15 q / m l )  . On ajoute l'enzyme dans un rapiport enzyme/ 

substrat de 2 , 5  %. La réaction est effectuée à 3 8 ' ~  pendant des temps de 5 ; 8 ; 

11 ; 1 5  e t  20 minutes, puis arrê tée  par-dialyse à 4'C contre le tartpn +osphate de 

potassium 10 nN de pH 7,O; 

61 H YDROLYSE P A R T I E L L E  : C I N E T I Q U E  D ' A C T I O N  SUR LA CHAINE LEGERE 

La protéine dissoute dans le  tampon tr is-HC1 0,05 M de pH 8,O ; 

CaC12 5mM est mise en contact avec l'en- dans un r a p r t  enzp / subs t r a t  de 2 %. 

La réaction es t  effectuée à 3 7 ' ~  pendant des temps variant de 5 à 130 minutes. 

Les réactions sont arrêtées après prélèvement d'un a l i q m t  de 100 p l .  

P ACTION DE L'ENZYME STAPHYLOCOCYUS AUREUS V8 (SAV8) (MIUES Lab. ) 

a)  HYDROLYSE TOTALE S U R  LA CHAINE LEGERE 

La protéine dissoute dans le  tampon bicarbonate d'amnonium 1 3 0  nf4 de 

pH 8,O à une concentration de 10 q/d e s t  hydrolysée par SAV8 (E/S = 2 %)pendant 

18 heures à 37OC à 1 'obscurité e t  sous atmsphère d'azote. La réaction est arrêtée 

par dessalage sur colonne de séphadex G 2'5 (PDl0 Phamiacia) en u t i l i san t  l ' ac ide 

acétique 2 3%. L' é lua t  est alors lyophylisé. 

61 HYDROLYSE TOTALE S U R  LES P E P T I D E S  

LRs peptides sont dissouts dans le tampon bicarbonate d ' m n i m  1% 

à pH 7 , 8  à raison de 1 , 5  q / m l .  L'hydrolyse est effectuée à 37'C, sous azote e t  

sous agitation avec un r a p p r t  enzyme/substrat de 2 %, pendant 15 heures. 

c )  HYDROLYSE P A R T I E L L E  : C I N E T I Q U E  D ' A C T I O N  SUR LA CHAINE LEGERE 

La protéine es t  dissoute dans l e  tampon acétate d ' m n i u n  0 ,2  M de 

pH 4,O ; SDS 1 % ( 5  m g / d )  . L'hydrolyse est effectuée à 3 7 ' ~  avec un rapport 



enzyrne/substrat de 1/40 pendant des tempû variant de 5 à 150 minutes. La réaction 

est arrêtée suivant le protocolle déjà décr i t  p u r  les autres cinétiques d'action 

sur l a  chaîne légère. 

E - ACTION DE LA  COU^ (E.C.3.4.23.7) (SIGIW) 

a) HYDROLYSE P A R T I E L L E  : C I N E T I Q U E  D ' A C T I O N  S U R  LA CHAINE LEGERE 

La chaîne légère e s t  mise en solution dans un tampon phosphate 70 rrM 

de pH 7,4 à une concentration de 12 mg/&. A cette solution est ajouté l'enzym 

dans un rapport E/S = 1 %,. La réaction est effectuée à 37OC pendant des temps 

variant de O à 150 minutes. Elle est arrêtée carmrie décr i t  p r é c é d m n t .  

b )  HYDROLYSE L I M I T E E  

La chaîne légère e s t  hydrolysée pendant 50 minutes dans des conditions 

similaires à cel les  décrites ci-dessus. La réaction e s t  stoppée par addition de 

PMSF (50 ~1 d ' une solution à 100 mM dans 1 ' éthanol) . 

F - ACTION DE L'ELASTASE (E.C.3.4.21.11) (CALBIOCHEM) 

al HYDROLYSE L I M I T E E  DE LA MYOSlNE 

La protéine e s t  mise en solution dans le t a n p n  t r i s -HC1 0,2 M de 

pH 8,8 ; KCl  0,5 M à une concentration de 10 mg/&. L'hydrolyse par l ' é las tase  dans 

un rapport enzym/substrat de 1 % est effectuée pendant 4 minutes à 37OC. La réac- 

t ion est arrêtée en portant l a  solution à 100°C puis dialyse à 4OC contre le tam- 

pon phosphate de potassium 10 rrM de pH 4,5. 

b )  C I N E T I Q U E  D ' A C T I O N  SUR LA CHAINE LEGERE 

La chaîne légère e s t  mise en solution dans l e  tarrppn t r i s - H C 1  de pH 8,O. 

A ce t te  solution e s t  ajoutée l'enzyme dans un rapport E/S = 1 %. La réaction e s t  

effectuée à 4OC e t  à 2 5 ' ~  pendant des temps variant  de O à 20 minutes. 



a)  HYDROLYSE L I M I T E E  

La myosine est dissoute, dans le tampon phosphate de potassium 70 rM 

de pH 7,4 ; KC1 0,s M, à une concentration de 10 q / m l .  A la solution est ajouté 

1 'enzyme dans un rapport enzyme/substrat de 1 e t  l a  réaction se poursuit 

pendant 4 minutes à 40°C. La réaction est ar rê tée  en portant la solution à 100°C 

puis dialysée à 4 ' ~  contre le tampon phosphate de ptassium 10 fil de pH 4,5. 

b )  C I N E T I Q U E  D ' A C T I O N  SUR LA CHAINE LEGERE 

La chaîne légère est mise en solution dans les conditions décri tes 

ci-dessus. A l a  solution est ajouté l'en- dans un rapport E/S = 5 %,. La 

réaction est effectuée à 37OC pendant des temps variant  de O à 130 minutes. La 

réaction est arrêtée dans les conditions habituelles. 

H - ACTION DE LA PEPSINE (E.C.3.4.23) (SIGMA) 

a)  HYDROLYSE L I M I T E E  

La myosine e s t  mise en solut ion dans 1 'acide acétique 0,2 N (pH 2 ,O) . 
A cette solution est ajoutée l a  pepsine dans le rapport E/S = 1 %. La réaction est 

effectuée à 37OC pendant 10 minutes puis ar rê tée  en amenant le pM à 8,5 par 

1 ' ammniaque . 

b )  C I N E T I Q U E  D ' A C T I O N  SUR LA CHAINE LEGERE 

La chaîne légère, mise à dissoudre dans le  SDS 1 % (p/v) ; HC1 0,06 N 

(pH 1,8) , est hydrolysée par 1 'enzyme (E/S = 5 %, à 37OC pendant des temps a l l a n t  

de O à 130 minutes. 

1 - ACTION DE LA PAPAINE (K. 3.4.4.10) ( S I m )  

La chaîne légère mise à dissoudre dans le  tarqmn acétate d ' m n i m  



0,2 M (pH 7, l )  ; N$l2 0,002 M est hydrolysée à 37OC par l a  papaïne (E/S = 2 8 )  

pendant des temps variant  de O à 130 minutes. 

J - ACTION DE LA PAN--P- (ME=) 

La chaîne légère est mise à dissoudre dans le tampon sesqui-carbonate 

d ' m n i u m  50 mM de pH 8,78. L'hydrolyse e s t  effectuée par l'enzyme (E/S = 1 %) 

à 37OC pendant des temps a l l an t  de O à 150 minutes. Les a l i q w t s  prélevés aux 

différents temps sont t r a i t é s  dans l e s  conditions déjà décrites. 

K - ACTION DE LA PIEOTEASE EXTRAITE DE LA GLANDE SOUS MAXDLAIRE DE SOURIS 

(GSG)  (BOEHRINGER) 

La chaîne légère mise à dissoudre dans l e  tampon 4 - méthyl-mrpholine- 

acide acétique 0,l M de pH 8,0, e s t  hydrolysée par la protéase GSMS (E/S = 2 %) 

pendant 150 minutes à 3 7 ' ~  sous agitat ion e t  à l ' a b r i  de la lumière. La réaction 

est arrê tée  par congélation. 

L - ACTION DE LA THROMBINE (E.C.3.4.21.5) (MERCK) 

La chaîne légère est mise à dissoudre dans le tampon t r i s - H C 1  50 I@I 

de pH 7,9 ; MgC12 2 mM ; CaC12 2 m. L'hydrolyse par la tkrombine (105 unités NIH 

par nig de protéine) est effectuée à 3 7 ' ~  pendant des temps a l l an t  de O à 24 heures. 

A - DEFINITION 

La gel  f i l t r a t i on ,  technique de s é p r a t i o n  des peptides e t  des protéines 

est basée sur l a  t a i l l e  mlécula i re ,  a é t é  effectuée dans tous l e s  cas sur colonne. 



 es gels u t i l i sés  (Pharmcia) étaient  s o i t  des Séphadex (G15 ; 

G25 ; G50 ; GS5 ; Glm ; G 2C0 ) soit des Sépharose (4 B ; 2 B) . 

En chromtographie de gel f i l t r a t i on  on déf in i t  un Kav qui détermine 

l a  position d'un p ic  : 

Ve - Vo Kav : 
V t  - Vo 

vo : volume mrt 

vt  : volum2 total 

Ve : volume d'élution du soluté 

Ce gel  garnissant des colonnes (50 x 2,s cm) a é té  u t i l i s é  p u r  dessaler 

les fractions peptidiques ou dessaler e t  débleuir les préparations de chaînes lé- 

gères. L'élution a é té  e f f e c t u e  à un débit de 9,6 mi/h en u t i l i san t  cormie système 

tampon soit de l ' m n i a q u e  0,l M soit de l 'ac ide acétique 2,5 %. Les fractions 

recueil l ies sont d'environ 3 ml. Le prof i l  d'élution a é t é  é tab l i  par dosage auto- 

matique sur un a l i q m t  (0,5 mi) de chaque fraction au myen de l a  réaction de Lamy. 

C'est l e  gel qui garnit  les colonnes PDlO (Phamiacia). Il a é té  u t i l i s é  

p u r  dessaler les fractions peptidiques obtenues en fa ible  quantité. Le système 

d'élution e s t  le que celui  décr i t  p u r  le  gel  Séphadex G15. 

Les colonnes ut i l i sées ,  garnies de Séphadex G50 superfine (10-40~) 

ont toutes un diamètre intérieur de 2,5 cm et  ont é té  éluées à un débit  de 

25,2 d/h. Des fractions de 5 m l  ont é té  recueil l ies.  Les prof i ls  d'élution ont 

é t é  établis  directement en sor t ie  de colonne par spectrophotométrie à 235 nm et 

par dosage automatique sur un aliquot (0,5 ml) de chaque fraction au myen de l a  

réaction de LrirwLy. Les fractions correspondant à un m^enie pic ont é t é  rassab lées  

e t  lyophylisées. 



La t a i l l e  de l a  colonne e t  le systènie éluant u t i l i s é  dépendent 

des hydrolysats à séparer. 

a) TAMPON TRlS-HCL 50 mM de j3H 9,5 : PROPIONATE DE SODIUM 1 M 

Ce système éluant a é té  u t i l i s é  p u r  l a  séparation : 

. des hydrolysats de l a  myosine par le  BrCH (colonne 4 m) 

. des hydrolysats par l a  chymtrypsine de la chaîne légère La7 

(colonne 4 rn) 

. des hydrolysats par le BrCN de l a  chaîne légère L2, ou L18 

(colonne 1,25 m) 

. des hydrolysats par le N.T.C.B.A. de la chaîne légère L27 

(colonne 1,25 m) . 

b)  TAMPON SESQUI CARBONATE D'AMMONIUM 5 0  mM ph' g , 7 b  

C e  s y s t h  d'éluant a é t é  u t i l i s é  avec une colonne de 25 cm de long 

pur  séparer l e s  hydrolysats peptidiqws, de l'enzyme e t  de l a  par t ie  de l a  chaîne 

n'ayant pas été hydrolysée. 

E - SEPHADEX Gï5 

La colonne (100 x 2,5 cm) garnie de Séphadex G 75 superfine a é t é  éluée 

à un débit de 9,6 m l /h  p un tampon bicarbonate d ' m n i u m  50 mM de pH 8,O ; 

içopropanol 10 % (v/v). Des fractions de 3 ,2  ml. ont  é té  recueillies. Le prof i l  

d'élution a é té  é tab l i  dans des conditions identiques à cel les  décrites p u r  le 

gel Séphadex GS0. 

La colonne de Séphadex Glm (lm x 3 cm) a é t é  éluée, un tampn 

tr is-HC1 20 mM (pH 8 ,O) ; SDS 0,5  % (p/v) $ un débit de 9,6 ml/h e t  des fractions 



de 2,4 m l  ont é té  recueil l ies.  La CO& d'élution est obtenue par spectropho- 

tométrie à 230 nm de l 'é luat .  

Ce gel  a é té  u t i l i s é  dans l e s  conditions décrites ci-dessus pour 

le Séphadex GlO0- 

La colonne (100 x 3,5 cm) garnie de Sépharose 4 B a é té  éluée, à 4°C à 

un débit de 19,2 &/hl par un tampon t r i s -HC1 15 WI de pH 7,s ; KC1 0,s M ; MTA 

1 mM ; DTT 2,5 WI ; azide de sodium 200 ng/1  en présence ou en absence d'urée 4 M. 

Le profil  d'élution a é té  é tab l i  par spectrophotométrie à 235 nm directement en 

sor t ie  de colonne. Les fractions recueil l ies sont de 3,5 ml .  

1 - SEPHAROSE 2 B 

Ce gel  a été  u t i l i s é  dans une colonne (100 x 2,5 cm) avec un tampon 

d'élution tris-HC1 15 mM de pH 7,5 ; KC1 0,s M ; MT 2,5 nt4 à un débit  de 19,2 ml/h. 

L'éluat, sur lequel est é tabl i  un enregistrement spectrophotométrique à 230 nm, 

est recuei l l i  en fractions de 3,8 ml. 

Cette technique e s t  basée sur l ' a f f i n i t é  qu'ont certaines protéines 

pour les ions. 

Le gel  que nous avons u t i l i s é  est un Sépharose 4 B epoxy (Pharmcia) ; 



La colonne (30 x 0,9 cm) garnie par l e  gel  a é t é  lavée par de l 'eau d i s t i l l é e  

puis activée par une solution de CaC12 dans l 'eau à 1 q/d. 

Les protéines déposées ont  été séparées, à un débit  de 25,2 ml/h par 

des solutions de : 

. tampon t r i s - H C 1  50 n@!ï pH 8,O ; KC1 0,35 M 

. t a p n  phosphate de potassium 0,2 M de pH 4,5 ; KC1 0,8 M 

. tampon t r i s - H C 1  50 de pH 6,5 ; KC1 0,6 Pi1 ; M T A  50 m. 

Des fractions de 2 m i  sont recueil l ies.  Le prof i l  d'élution est 

établi ,  en continu, en sor t ie  de colonne par spectrophoinnétrie à 280 nm. 

C e t t e  technique de séparation e s t  basée sur les différences de charge 

que peuvent avoir, suivant l e  pH, l e s  produits à séparer. E l l e  a été ut i l i sée ,  

sur colonne, avec deux types de garnissage : les échangeurs d'aniions e t  les échan- 

geurs de cations. 

A - LES ECHANGEURS DE CATIONS 

a )  LA R E S I N E  "CHROMOBEADS" dg Xype, P (TECHNICON) 

Cette résine est un polystyrène sulfoné à faible pourcentage de 

réticulation. E l l e  a été u t i l i sée  dans une colonne à jaquette (140 x 0,635 cm) 

régulée à une température de 50°C. 

L'hydrolysat peptidique (100 à 150 mg) est élué au myen de tampons 

formiate e t  acétate de pyridine de pH et  de m l a r i t é  croissants, sous une pression 
2 IMxinnrm de 25 kg/m et  à un débit de 36 ml/h.  



- 600 m l  : pyridine 0 , l  M - H m H  pH 2,9 

- 1200 ml d'un gradient compsé de 800 ml. de pyridine 0 , l  M H O H  de 

pH 2,9 e t  400ml de pyridine 0 , l  M - IZCOOH de pH 4,25. 

- 600 mi d'un gradient composé de 200 nfl de pyridine 0,l M - HCOOH de 

pH 4,25, 200 mi de pyridine 1 M - HCOOH de pH 5,O et 200 ml de pyridine 2 M - 
acide acétique de pH 5 ,O. 

Des fractions de 6 ml ont é t é  recueil l ies.  La courbe d'élution a é té  

établie par dosage à l a  ninhydrine sur un aliqmt (0,32 ml) de c h a p  fraction au 

myen d'une réaction antanatique adaptée à l'autoanalyseur Technicon. Elle a é té  

conplétée par des réactions de Pauly et  de Sakaguchi qui m t t e n t  en évidence 

respectivemnt les peptides à histidine et à arginine. 

Les fractions correspondant à un &TE pic  sont rassemblées et lyophy- 

lisées. 

Cette résine est dérivée du gel  Séphadex G25 par l ia ison d'un groupe 

sulfopmpyl (O-CH2-CH2-CH2 S03) . 

Cette résine a é t é  ut i l i sée  dans une colonne (20 x 0,85 cm) à un 

débit de 1,8 d /h .  Les fractions recueil l ies étant de 0 ,9  ml. Le système d'éluant 

u t i l i s é  é t a i t  un gradient formé de 4 cel lules  contenant 2 0  ml de formiate d ' m -  

nium 10 IWI de pH 3,O ; NH4C1 0,l  M e t  60 mi de fonniate d ' m n i u m  50 IW de pH 3,7 ; 

NH4C1 0,5 M. 

Le p ro f i l  d'élution a é té  é t ab l i  par spectrophotométrie à 235 nm 

direterrient en so r t i e  de colonne. 

B - LES ECHANGEURS D'ANIONS 

Cette résine, un coplymère acrylique sous forne de perles rigides de 

40 à 80 pm de diamètre, a été ut i l i sée  en colonne (25 x 2,5 cm) à terpérature 



ambiante et  à un débit de 150 ml/h; Les fractions recueil l ies étant  de 10 m l  

environ. L'élution de 100 mg de l'hydrolysat chymtrypsique de l a  chaîne légère 

L27 a é té  effectuéeau myen de tampns formiate de pyridine de m l a r i t é  croissante 

et  de pH décroissants : 

- 1200 m l  de pyridine 0,2 N à pH 8,4 

- 1600 ml d'un gradient l inéaire  (8,4 à 6,6) de pH ; pyridine 0,2 N 

- 1600 à pH 6,6 d'un gradient l inéaire (0,2 N à 0,6 N) de pyridine 

- 1200 ml à pH 6,6 d'un gradient l inéaire (0, 6 N à 1N) de pyridine 

- 600 ml d'un gradient l inéaire  (6,6 à 5,25) de pH ; pyridine 1 N  

- 2200 ml d'un gradient l inéaire  (5,25 à 4,O) de pH ; pyridine 1 I\J 

- 500 ml d'un gradient l inéaire  ( 4  ,O à 3,5) de pH ; pyridine 1 N 

- 300 m l  d'un gradient l inéaire  (3,5 à3 ,O ) de pH ; pyridine 1 N 

- 1300 m l  d'un gradient l inéaire  (1 N à 2 N) de pyridine à pH 3,O. 

Le prof i l  d'élution a é t é  é tab l i  par dosage à l a  ninhydrine, sur un 

a l i q m t  (0,32 ml) de chaque fraction, en automatique dans les conditions précédem- 

ment décrites. Les fractions correspndant à un m5n-e pic sont rassemblées e t  lyo- 

phylisées. 

b )  LA RESINE DEA€ SEPHADEX A50 (PHARMACIA) 

La résine DEAE Séphadex A50, u t i l i sée  dans une colonne (160 x 2,5 cm) , 
e s t  éluée à un débit de 19,8 ml/h ; à température ambiante par un gradient linéaire: 

- 1033 ml de pyrophosphate de potassium 40  IN de pH 7,4 

- 1033 m l  de pyrophosphate de ptassium 40 nt4 KC1 0,5 M de pH 7,4. 

D e s  fractions de 6 rd. ont é t é  recueil l ies.  

La courbe d'élution a é t é  établie par spectrophotmétrie à 280 nm 

directenient en sor t ie  de colonne. 



Cette technique de séparation a été utilisée soit sur feuille de 

papier Whatmn no 1 ou 3 (46 x 57 cm) soit sur plaque de cellulose (20 x 20 cm). 

A - SUR FEUILLE DE PAPIER WHATMAN 

Cette technique décrite par Biserte et - al (1960) nous a permis de 

contrôler l'homgénéité des peptides soit de les repurifier. 

a)  LA PREMl EUE DIMENSION est une électrophorèse haut voltage (2200 v! 

de 1 h 30 à pH 3,6 en tampon pyridine/acide-acétique/eau (10 : 100 : 2820) 

<v/v/v, . 

b )  LA DEUX1 €ME DIMENSION est une chromtographie descendante de 

18 heures à 20°C dans le système butanol/pyridine/acide-acétique/eau (150 : 100 : 

30 : 120) (v/v/v) . 

La révélation de la feuille est effectuée soit par la nlinhydrine- 

cadmium soit par la ninhydrine à 3 p u r  mille dans l'acétone. 

B - SUR PLAQUE DE CELLULOSE 

Cette technique nous a permis de contrôler l'homgénéité des 

fractions obtenues après chromatographie d'échange d'ions. 

a )  LA PREMlERE DIMENSION est une électrophorèse haut voltage (1400 v) 

de 30 minutes à pH 3,6 en taxpn pyridine/acide-acétique/eau (10 : 100 :282û). 

6 )  LA DEUXIEME DIMENSION est une chromtographie ascendante dans le 

tampon butanol/pyridine/acide-acétique/eau (150 : 100 : 30 : 120). 

La révélation de la plaque est effectuée par la :ninhydrine-cadmium. 



XIV - ELECTROPHORESE DI ACS~NALE 

Cette technique décrite par Tang et Hartley (1967) pemt de 

séparer les peptides à &thionine ou à cystéine. Elle consiste en : 

- une électrophorèse haut voltage (3000 v pendant 1 h 15) sur une 

bande de papier Whatmn no 3 dans un tampon pyridine/acide acétique/eau (10 : 100 : 

2820) à pH 3,6. Après migration la bande de papier est séchée. 

- une alkylation de la bande de papier par pulvérisation de l'iodoacé- 
tamide 0,l M soit à pH 3,5 (alkylation des méthionines) soit à pH 8,2 (alkylation 

des cystéines) . La bande est mise dans un dessicateur saturé avec du tampon de 

pH 3,5 (alkylation des méthionines) ou du tanpon de pH 8,2 (alkylation des 

cystéines) pendant 16 heures à 20°C. Après séchage sous la hotte l'excés d'iodo- 

acétamide est éliminé par trempagessuccessifs dans l'acétone. 

- une électrophorèse haut voltage de la bande alkylée préalablement 
cousue au milieu d'une feuille de papier Whatman no 3. Cette électrophorèse 

s'effectue perpendiculairement à la première dans le t q n  de pM 3,5 pendant 

1 h 25 mus 3 000~. 

- la révélation des peptides est effectuée par le fluram 0,01 % dans 

l'acétone sur la feuille préalablemnt séchée sous la hotte. 

Les peptides sont alignés sur la diagonale de la feuille à l'exception 

des résidus préalablement alkylés. 

- Les peptides localisés sont récupérés par élution des tâches 
préalablement découpées. 



A - L'HYDROLYSE 

Dans un tube à hydrolyse on a joute 2 mi d'une solution peptidique, 

2 ml d'acide chlorhydrique (HC1 32 pur cent Merck) et 2 à 3 gouttes de solution 

de phénol (5 pur cent dans l'eau). Le tube dont la solution a été dégazée est 

scellé sous vide. Dans le cas courant le tube est laissé 24 heures dans une étuve 

à 105OC. 

Pour une détermination plus précise de la ccmpsition en acides aminés 

l'hydrolyse a été effectuée en présence et en absence de trvptamine pendant des 

temps de 24, 48 et 72 heures. 

L'hydrolysat est séché sous vide avec un évapmh (Buchler) . 

B - CCWOSITION EN ACIDES AMINES 

La composition en acides aminés de l'hydrolysat peptidique a été 

déterminée au myen d ' autoanalyseurs automtiques : 

a) BEOL BLC 5 AH : cet appareil &nt le seuil de quantification 

était de 10 mnomles a été utilisé au début de notre travail. Il nous a permis 

d'étudier les compositions en acides aminés des chaînes l6gères (L27 et LI*), 

des peptides de l'hydrolysat par le BrCN séparés p gel filtration sur colonne 

de Séphadex G50, peptides de 1 ' hydrolysat trypsique séparés par dramtographie 
d' échange d' ions sur colonne de chrombeads P. . . 

b)  BECKMAN 719 CL. Cet appareil dont le seuil quantifiable est la nano- 

mle a été utilisé pur les peptides isolés par WLC. 



A - DANSYLATION 

Nous avons u t i l i s é  la technique déc r i t e  par Tetaer t  et  - al  (1974) 

qui  se r é s m  en l ' é tude  des extrémités N- terminales de la  protéine t o t a l e  ou 

des fracprients p l y p p t i d i q u e s  par la  technique de Gros et  Labouesse (1969) tandis 

que les acides aminés en posi t ion N - terminale des petits peptides sont  déterminés 

en u t i l i s a n t  l a  technique de Gray e t  Hartley (1970) . 

B - PTH MIINOACIDES 

Pour déterminer les deux acides-aminés en posi t ion N - terminale 

de nos peptides nous avons auss i  u t i l i s é  l a  technique de dégradation récurente 

dlEChnan rrodifiée et adaptée d'après le protocole de Van Eerd et  Takahashi (1976) e t  

Kopeyan et  Rochat (1972). 

Les  PTH amino-acides formés sont  iden t i f i é s  de quatre façons 

différentes : 

a) PAR MlCRÛCHROMATOGRAPH 1 E SUR COUCHE MINCE D E  S I  LICE (Kieselgel 

60 F 254 Merck) en u t i l i s a n t  les systèmes de migration de Edman e t  Begg (1967) e t  

de Iian et  - al (1977). 

b )  PAR M1CROCHROMATOGRAPH1E SUR PLAQUE (5 x 5 cm) (Fert igfol ien F 1700 

Schleicher e t  Schüll) en u t i l i s a n t  la technique de Kulbe (1974) . 

cl PAR CHROMATOGRAPH 1E EN PHASE GAZEUSE, en u t i l i s a n t  une colonne 

WHP 100/200 mesh imprégnée de chlorophénylsilicone SP 400 à 10 % selon le  système 

de Pisano e t  - a l  (1972) . C e t t e  méthode est très sensible (0 ,2  à 0,5 rriammles) e t  

elle permt d'analyser quantitativement les PTH amino-acides. Par cette technique 

les PTH amino-acides les plus polaires  ne peuvent pas être i d e n t i f i é s  directement 

e t  requièrent une conversion en des dérivés plus v o l a t i l s  (Pisano et  Bronzert 1969). 
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d )  PAR Cff ROMATOGRAPH 7 E  L I Q U I D E  HAUTE PERFORMANCE ( H P L C )  . Cette 

technique p e m t  une quantification ,d'un plus grand nonbre de résidus, minimisant 

les  risques d'erreur en présence d'un bruit  de fond inévitable en fin de dégrada- 

tion automatique, et en dosant l e  pourcentage de contaminants du peptide. 

Cette technique ne nécessite aucune transfonriation préalable à 

l ' injection de l'échantillon ; e l l e  es t  rapide e t  peu couteuse. 

mrs de l a  détermination de nos PTH amino-acides par HPLC, nous avons 

u t i l ï sé  une colonne Cl* (10 p Waters) dans les  conditions d'élution décrites par 

Hermann e t  - a l  (1978). Dans ces conditions les P'IH-Methionine e t  PTH-Valine d'une 

part e t  les  PIN-Isoleucine e t  PTH-Phénilalanine ne sont pas séparés e t  doivent 

Btre identifiés s o i t  sur colonne ~Bondapak CSJ ( m m )  soit  par chromawaphie 

en phase gaz. 

La chromatographie liquide haute performance, technique récente 

(1960) , se divise suivant l a  nature de l a  phase stationnaire en quatre d e s  : 

- la  chromatographie d'absorption 

- la chromatographie de partage 

- la  chromtographie par échange d'ions 

- la chramtographie d'exclusion stérique 

La distinction entre les deux premiers mdes es t  malaisée.Dans l a  

majorité des cas l e s  deux processus préexistent. Enpratique, l a  distinction se  

f a i t  en fonction des polarités relatives des deux phases: 

- la phase nomiale : l e  lit de niatériau stationnaire est de nature 

fortement polaire e t  l a  phase mobile es t  a p l a i r e .  Le t y p  de colonne retient 

les  composés plus polaires plus longtemps que les composés mins polaires ou 

a p l a i r e s  . 



- l a  phase inversée: le  lit de matériau est de nature apolaire e t  la 

phase m b i l e  e s t  constituée d'un liquide polaire. Un conpsé  y est retenu plus 

longtemps quand sa polar i té  est faible.  

Dans notre t ravai l  de s ép ra t i on  de peptides par HPLC, les phases 

stationnaires sont des particules de s i l i c e  de granulométrie myenne 5p, 7Get  

10v sur lesquelles sont greffées des fonctions superficiel les qui sont s o i t  

des ûctylsilanes ( OS ou 8 ) ,  s o i t  des Octad&ylsilanes ( ODS ou 18 ) ou des 
i phénylsilanes ( @ ) . 

Une colonne remplie de particules de silice de 10p sur lesquelles 

sont greffées des fonctions octadécylsilane sera appelée C18 ( 10p ) ou RP-18 

( 10u ) ou ODS ( 10v ) .  

Les phases mb i l e s  ut i l i sées  sont : 

l - solvant A : de l 'eau ultra-pure Millipre additionnée de 0,013 M 

d'acide trifluoroacétique ( TFA ( PIERCE sequanal grade ) . 
- solvant Bo : acétonitr i le üvasol ( MERCK ) ou R-S pur HPLC 

( CNIIX) ERBA ) auquel est additionné 0,013 M de T'FA. 

- solvant B1 : 1-propanol R-S pour H P K  ( CARLO ERBA )auquel e s t  

additionné 0,013 M de TFA . 
- solvant B2 : 2-propanol R-S pour HPLC ( CARLO ERBA ) ou Uvasol 

( b S K  ) auquel e s t  additionné 0,013 M de TE'A. 

La phase m b i l e ,  solvant A, est le h n p n  d'équilibrage des colonnes 

e t  l e  tampon d'élution des peptides hydrophiles. La phase m b i l e  de concentration 

solvant BI e s t  u t i l i sée  p u r  éluer les peptides plus hydrophobes en fonction- 

nerruint isocratique ( le pourcentage de solvant B e s t  f ixe  ) ou en gradient 

( le  pourcentage de solvant B augmente l inéairemnt au cours du temps ) . La 

pente du gradient varie suivant les séparations à effectuer, de que l a  

forme du gradient. 

Le débit u t i l i s é  e s t  te l  que l a  pression maxirmrm en tête de colonne 

s o i t  inférieure à 3.500 p.s. i  ( .L 241 bars ) ce qui correspond par exemple à un 

débit  de lnl/min p u r  une C18 ( 10u ) WATERS e t  0.5 &/min pour une C18 ( 5 p  ) 

WHATMAN. 

Les appareillages u t i l i s é s  p u r  notre t ravai l  ont é t é  nombreux. Il 

se  décompose a insi  : 

- l 'appareil  diHPZX: composé d'un s y s t h  de pompes p u r  former le 

gradient e t  d'un progranmteur de type 

. 204 / U 1616 GN WATERS ( 2 pompes et  programmteur manuel ) 

. CCM II SOPARES ( 2 pompes e t  un prograrra~teur m u e 1  ) 

. 1084 b HEFJLF:!ïT-PACKARD ( 2 pompes e t  un programateur automatique) 



. Si? 8700 SPECIRA-PHYSICS ( une pcwpe à t ro i s  voies et un 

pmgrammteur au-tique ) . 
. V 5060 VARIAN ( une po~npe t ro is  voies et un programteur 

automtique 1. 
- un système de détection en sortie de colonne. Nous avons u t i l i sé  

des détecteurs à absorption U.V. avec cellules HPïC de type : 

. Uvicord S L.K.B. de longueur d'onde fixe à 206 m. 

. U.V. 1/214 PHARMACIA de longueur d'onde fixe à 214 m. 

. M 441 WTERÇ de longueur d'onde fixe à 229 m. 

. Spectmmnitnr III SûPAFüB de longueur d'onde variable e t  une 

lecture à 230 m. 
Les peptides ont été obtenus par chmmtographie Caes hydrolysalx sur 

colonnes analytiques, en d t i p l i a n t  l e  nonJsre de dépots et en collectant ensable 

les fractions éluées au &mes tempç de rétention. 
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ETUDE DU POLYMORPHISME DE LA MOLECULE DE MYOSINE ET DE LA STRUCTURE PRIMAIRE 

DE LA CHAINE LEGERE DE PLUS HAUT POIDS MOLECULAIRE DE LA MYOSINE DE VENTRICULE 

GAUCHE DE GCEUR DE PORC 

RESUME DE LA THESE 

L'étude de la composition en chaînes Iégères de la myosine de différents 
B \ y q , . -  k,~,,. , types de muscles avait permis d'introduire la notion d'isoenzymes de 

& 3 myosine. 
?G;& r,& 

Pour vérifier cette notion, nous avons analysé la composition en chaînes 
légères pour (i) les myosines de différents types de muscle chez le porc 

.. . (à l'état adulte et fœtal), (ii) les myosines de muscles squelettiques pour 
. ,,-L :L , t différentes espèces (à l'état foetal, tumoral et normal), (iii) les myosines %; 

-., -. &.h$,j- I 
I r _  y,.,,; , cardiaques au cours de l'évolution des espèces (des Amphibiens aux &=z +fr, 
g.Ld!*<r L C  . q-f,i& mammifères supérieurs). Nos résultats montrent clairement le polymorphis- - ; - ,,Y, ,.+ 

'LF'4cc me de la molécule de myosine (au niveau chaînes Iégères) et que le porc .,:- ' 

est un modèle particulièrement intéressant. 

'Y' . . , p g  
.& ' 4 ~ k  -3 1, ...- ,L< 

II nous avait apparu que cette notion d'isoenzymes puisse exister 
avec des différences se situant au niveau des chaînes lourdes. Pour confir- 
mer cette hypothèse, nous avons comparé les myosines provenant de 
ventricule gauche et de ventricule droit pour notre modèle, le porc. En 
utilisant des techniques très différentes (des mesures d'activités ATPasiques 
à l'étude d'hydrolysats par des agents chimiques, etc...), nous avons 
mis en évidence l'existence de plusieurs variants de myosine cardiaque 
de structure primaire distincte dont la répartition varie d'un ventricule à 
l'autre. Les myosines auriculaires et ventriculaires sont aussi différentes 
dans le cas du porc (au niveau des chaînes lourdes mais aussi des chaines 
légères). 

- .. Une hétérogénéité de structure primaire de Lm n'a pas été mise en 
-, r 7 8 -  

...t, : i.:k~y évidence n'ayant étudié que les peptides majeurs purifiés par HPLC et 
3 h*~ détermine que la partie C-terminale. Les 213 de la séquence de la chaine 

légère de plus haut poids moléculaire ont été néanmoins déterminés. 1 
: t . ~ - y - p - z  r ->#A 

- . r - f , . ;  
Soutenance prévue le 22 juin 1982 




