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INTRODUCTION



Le couplage excitation-contraction des fibres musculaires est géné-
ralement décomposé en deux phases : l'une concerne le couplage &lectro-calcique,
c'est-3-dire les phénoménes intervenant entre l'excitation et la libé&ration
de Ca' ' des réservoirs internes constitués par le réticulum sarcoplasmique ;
1'autre le couplage mécano—chimique correspondant 3 la transformation de
1'énergie chimique lib&rée au cours de l'hydrolyse de 1'ATP en énergie méca-
nique. Si les différents &vénements responsables du couplage mécano-chimique
des fibres musculaires striées squelettiques sont connus, par contre les
processus physicochimiques impliqués sont encore, 3 l'heure actuelle, du
domaine de l'hypothése.

Au niveau de la fibre musculaire striée squelettique de crabe,
1'étude de 1'activité ATPasique et de la contraction des myofibrilles isolées
en relation avec leur environnement ionique, ont fait 1’objet d'un mémoire
de thése (BRULE, 1978). Ce mémoire a permis la mise en é&vidence, dans les
mécanismes mécano-chimiques, d'optima de concentration pour les ions ca'’ et
Mg++, du rdle activateur des ions Na' ou K+, et a permis d'attirer 1'attention
sur 1'influence de l'environnement anionique au niveau de ce couplage.

Notre travail a consist@ 3 poursuivre et 3 mieux définir les effets
des anions sur ce couplage mécano-chimique.

La premiére partie de ce mémoire porte sur 1'&tude de la composition
en protéines des myofibrilles, de fagon & déterminer 3 quel type de fibre
musculaire la fibre de Crabe s'apparente.

La deuxidme partie concerne 1l'étude de la relation liant 1'activité
ATPasique 3 la contraction des myofibrilles placées dans des conditions dites
de référence, c'est-3-dire en présence d'ions chlorure.

La troisiéme partie concerne les modifications des caractéristiques
enzymatiques et mécaniques lors d'un remplacement total ou partiel des iomns

Cl™ par des ioms acétate (CH3COO_), méthylsulfate (CH3OSO3_) ou nitrate (NO3-).



Enfin, une derniére partie concerne la conclusion générale des
différents résultats qui sont présentés et discutés au fur et 3 mesure de
leur énoncé.

Avant d'aborder 1'exposé des résultats, il est donné une revue
bibliographique concernant la composition des myofibrilles et,dans leur
grande ligne, les différents processus impliqués dans le couplage mécano-

chimique.



HISTORIQUE



1) Les constituants protéiques des myofibrilles.

En 1939, ENGEIHARDT et LUBIMOVA trouvent que la myosine posséde une
activité enzymatique en présence d'ions ca’t. Cependant ce n'est qu'id partir
des années 1940-1947 que les expériences de SZENT-GYORGI permettent de mieux
comprendre les relations liant les myofibrilles & leur contraction. Cet auteur
découvre que les myofibrilles sont en fait constituées de myosine et d'actine.

La myosine et l'actine représentent environ 80 7 des protéines con-—
tractiles. Depuis les premiers travaux de SZENT-GYORGI, d'autres brotéines
musculaires ont &té& identifiées telles que : la tropomyosine (TM) et la
troponine (TN) (EBASHI et ENDO, 1968), l'aactine et la BRactine, la protéine C
(MANNHERZ et GOODY, 1976), la prot&ine M, la titine, la desmine (WANG et al.,
1979), la protéine de la ligne Z (OHASHI et MARUYAMA, 1979).

Toutefols, les proté&ines qualififes d'essentielles, et dont le rdle
est aujourd'hui précisé sont au nombre de quatre :

. La myosine, qui est concentrée au niveau des gros filaments (bande
anisotrope du sarcomére : bande A).

. L'actine, la tropomyosine et la troponine, qui forment les filaments

fins (bande isotrope, pénétrant plus ou moins profondément dans la bande A).

a) Filaments épais (myosine).

La myosine, principale protéine contractile, est formée par une
molécule asymétrique comportant une téte globulaire. Elle poss@de deux chaines
lourdes de poids moléculaire &levé, auxquelles sont associes de fagon cova-
lente des chaines 1&géres. Les &tudes de fragmentations protéolitiques de la
myosine ont permis d'obtenir d'importantes informations sur sa structure (LOWEY
et al., 1969) (rig. 1).

Ces auteurs observent que la myosine briévement soumise 3 1l'action

de la trypsine est coupée au niveau de liaisons peptidiques particuliéres,
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Reprisentation schématique de La structure de La myosine. HUM, mero-
myosine Lounde ; MM, fné}wmgoune Légene ; S-1, sous-gragment 1 ; S-2, sous-
fragment 2 ; LC, chaines Légeres (d'apnds DANCKER, 1977).



situées 3 peu prés au milieu de la queue de la molécule donnant un fragment
lourd et un fragment l&8ger appelés respectivement méromyosine lourde (BMM)

et méromyosine 1lég8re (LMM). De plus, si la méromyosine lourde est elle-

méme soumise 3 1'action de la papaine, deux fragements sont alors obtenus

et en particulier le fragment Sl au niveau duquel se trouvent les chalnes
18g8res de la myosine (LC) impliquées dans l'activité ATPasique et dans la
capacité d'interagir avec 1'actine. De plus, il existe deux protéines majeures
pour le systéme phosphorylant : la kinase et la phosphatase, toutes deux

situées au niveau de la chaine légére.

La kinase est un enzyme hautement spécifique dont 1'activité est
dépendante du calcium, mais indépendante des nucl@otides cycliques. Cet en-
zyme a &té& isolé du muscle squelettique (NAIRN et PERRY, 1979), cardiaque
(FREARSON et PERRY, 1975), du muscle lisse et de cellules "non musculaires"
(DABROWSKA et HARTSHORNE, 1978). Cette kinase est composée de deux proté&ines
- la premidre est une chaine lourde, responsable de la spécificité de l'en-
zyme, qui ne peut que catalyser la phosphorylation de la chaine légdre de 1la
myosine ; - la seconde plus légére est la proté&ine liant le calcium : la

calmoduline.

La phosphatase "d&phosphoryle" la chaine 1légd&re de la myosine de
fagon spécifique. Toutefois, son activité n'apparait pas €tre dépendante du
calcium.

La myosine seule provoque 1'hydrolyse du groupement phosphore ter-
minal de 1'ATP, mais son activité enzymatique est relativement faible. En
présence d'actine, par contre, cette hydrolyse de 1'ATP augmente de plus de
20 fois car l'actine, sous sa forme filamenteuse accroit la quantité& d'ATP

liée 3 la myosine sous la forme de myosine-ADP-Pi (OFFER et al., 1972).

b) Filaments fins (Actine-tropomyosine-troponine).

Principal constituant des filaments fins (60 %), l'actine, simple
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Strwucturne molzauwlaine du filament fin ; Le diametre du "globule" d'actine
est de 5,5 nm environ (d'aprnés EBASHI et ENDO, 196§).



chaine protéique contenant 376 acides—aminés (WEIHING et KORN, 1972), se
présente sous deux formes : actine G (globulaire) et actine F (fibreuse) ;
cette derniére est un polym@re d'actine G.

De fait, 1'actine et la myosine sont les &léments nécessaires et
suffisants pour opérer la transduction de 1l'énergie libérée par 1'hydrolyse
de 1'ATP en énergie mécanique. Cependant le contr8le de la contraction mus-
culaire par le calcium dépend d'un groupe de protéines régulatrices qui sont
associées au filament d'actine, ce groupe comprend la tropomyosine (TM) ;;”
le complexe troponine (IN) formé de trois sous-unité&s (EBASHI et ENDO, 1968)
(Fig. 2).

Les rapports stoechiométriques des divers composants du filament
fin montrent qu'une unité est constituée de 7 mol&cules d'actines G pour une

molécule de tropomyosine et de troponine (POTTER et GERGELY, 1974).

- La tropomyosine est une molécule polaire de forme allongée (410 A°

de long) dont le poids molé&culaire est de 1l'ordre de 70 000 daltoms. Elle est
compos€e de deux chaines polypeptidiques enroulées en hélice a et est associée
au filament d'actine. Toutefois, la tropomyosine extraite de muscles de
vertébrés n'a pas toujours une méme structure, en ce sens qu'elle peut &tre’

formée d'une sous-unité o et d'une sous-unité B (CUMMINS, 1979).

-~ La troponine est un complexe prot&inique composé de 3 sous—unités,

qui régule l'activité contractile dans les muscles de vertébrés (TNI, TNT, TNC).

- La TNI (Troponin-inhibiting subunit) est une molécule basique.
Tout le long de cette molécule se trouvent des résidus hydrophobes dont deux
représentent respectivement le site de liaison 3 l'actine et le site d'inter-
action avec la TNC. La fonction essentielle de la TNI est d'inhiber 1'inter-
action actine-myosine en relation avec la tropomyosine et le remaniement des
sous—-unités de la troponine (PERRY et al. 1972). Ainsi EATON et al. en 1976

montrent que la tropomyosine, seule, inhibe 50 3 60 Z de 1'interaction actine-



myosine alors que 1'addition de TNI Eléve cette inhibition & 100 7, en

augmentant 1'affinité de la tropomyosine pour la F. actine.

- La TNT (Tropomyosin-binding subunit) est la sous—unité la plus
basique dont le site de liaison de la tropomyosine a pu étre localisé au
niveau de N terminal (CASPAR et al., 1969). La fonction de la TNT est de
connecter le complexe TNC-TNI au filament d'actine, ce qui confére la sensi-

bilité calcique & l'interaction actine-myosine.

- La TNC (Troponin-calcium binding subunit) est la sous-unité 1la
plus acide car elle poss&de une grande quantité@ de résidus d'acide aspartique
et glutamique (LOWEY et al. 1969 ; COLLINS, 1974). Seule cette sous—-unité
de troponine lie le calcium. POTTER et GERGELY en 1974 proposent un modéle
dans lequel la TNC posséde 6 sites liant les ions ca’’ ou Mg++, ces sites
pouvant étre regroupés en 3 paires. Une paire de sites liant exclusivement
le magnésium, une autre exclusivement le calcium, et une derniére liant de
facon compétitive le calcium et le magnésium. Ainsi 1'ion Mg++ affecte 1l'af-

finité de 1'ion Ca & pour la TNC.

2) Cinétique de 1'interaction actine-myosine—ATP.

Le calcium, par l'intermédiaire de la TNC, active 1'ATPase de la
myosine qui hydrolyse 1'ATP, ce qui permet la libération de 1'énergie néces-
saire 3 la contraction.

Actuellement, deux modéles permettent d'expliquer les différentes
phases de la cinétique enzymatique. Le plus classique, celui de LYMN et
TAYLOR (1971), fournit un mécanisme possible pour le cycle dissociation-
association de la myosine 3 1l'actine. L'autre modéle (modéle de 1'état réfrac-
taire modifié), découlant en fait du modéle de LYMN et TAYLOR, s'appuie sur
des considérations expérimentales récentes effectuées par STEIN et al. en
1980. Si pour LYMN et TAYLOR, le phosphore inorganique (Pi) 1ibéré est 1'Etape

lente du cycle, pour STEIN et al., c'est la présence d'une étape de transition



entre un &tat réfractaire et un &tat non réfractaire qui régule la cinétique

(Fig. 3).

L'hydrolyse de 1'ATP en ADP et Pi en présence d'actomyosine
comprend essentiellement 4 &tapes : — une &tape de liaison de l'actine 3 la
myosine et au nucléotide ATP ; - une &tape de dissociation de 1l'actine du
complexe myosine~ATP ; — une &tape d'hydrolyse de 1'ATP et de réassociation

de 1'actine ; — une &tape de libération des produits d'hydrolyse (ADP, Pi).

l1&re &tape :

La sous—-unité §, de la myosine (Fig. 1) se lie 3 l'actine avec

7 3 108 M~ (WHITE et TAYLOR, 1976 ; GREENE

une constante de liaison K, de 10
et EISENBERG, 1980). Aprés cette liaison de l'actine 3 la myosine une chute
trés importante de l'énergie libre est observée in vivo, elle correspond 3
la liaison de 1'ATP 3 1'actomyosine (DAWSON et al., 1978). La constante
d'équilibre de 1'ATP & 1l'actomyosine (K,) est de 1'ordre de 107 M_1 (MARSTON
et WEBER, 1975). Comme pour la liaison de 1'ATP i la myosine, la liaison

de 1'ATP au complexe acto-myosine se déroule probablement en deux &tapes

avec la formation d'un intermédiaire qui est suivi par une modification de

conformation moléculaire (SLEEP et TAYLOR, 1976).

28me étape :

Cette étape concerne la dissociaticn de l'actine du complexe acto-
myosine-ATP (K3). Cette dissociation se produit parce que la liaison de 1'ATP

au niveau de la t@te de la myosine affaiblit la liaison actine-myosine.

3éme étape :

Cette &tape concerne le clivage initial de 1'ATP (sans libération
des produits), attaché 3 la HMM (chaine lourde de la myosine), en ADP et Pi

(KS)’ et la réassociation de l'actine au complexe myosine-ADP-Pi.
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Lymn and Taylor Model:

Ni = ?‘TZM-D‘-M::M-D - M
AMTZ=AMT  AMDPiTE=AMD==AM
Modified Refractory State Modael:

K, Ks Kg K11
—:__MTZMDHR‘_MDPIN;“_‘: —M

Tl ol 2

M=Z=AM-T=2=A-M-D PlRQAMDPlN‘AMD
Kq Ke Kg K1o

Fgure 3

Cindtique de £'hydrolyse de L'ATP par La myosine (M) et £'actomyosine (AM)
sutvant deux modéles, celul de LWMN et TAYLOR et celul de L'etat régractaire
modi§<i¢ de STEIN et al. T, ATP ; D, ADP ; Pi, Phosphate inorganique.
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Dans le modéle d'état réfractaire modifié&, l'hydrolyse de 1'ATP
peut se réaliser par le biais de la myosine ou de l'acto-myosine. Ainsi,
SLEEP et HUTTON (1978) en mesurant le clivage initial de Pi en présence
d'actine, suggérent que cette &tape peut &tre aussi rapide, que S1 soit ou

non attaché i 1l'actine (K5 = K6).

Cette &tape concerne la libération du Pi puis de 1'ADP du complexe
AM~-ADP-Pi.
LYMN et TAYLOR sugg@rent que cette &tape entralnant la libé&ration

de Pi est lente. Pour STEIN et al. (1980), c'est 1'étape de transition AM—D--Pir

—
—

AM-D-Pin qul est lente.

En conclusion, les caractéristiques de ces chémas aménen; 3 penser
que la liaison de 1'ATP 3 la myosine dans le complexe acto-myosine cause une
dissociation rapide de l'actine et de la myosine, suivie par le clivage
initial de 1'ATP qui donne le complexe M~ADP-Pi qui se décompose lentement
pour donner les produits de la réaction en absence d'actine. Par contre, la
réassociation de 1'actine avec le complexe améne une libération rapide des
produits, ceci repré@sentant en fait la base de 1'activation de 1'ATPase de
la myosine par 1l'actine.

La nature cyclique (association—~dissociation) explique l'interaction
des "cross—-bridges" entre la myosine et l'actine. Les modifications des "cross—
bridges" ont pu &tre &tudiées par les techniques de diffraction aux rayons X
et de microscopie &lectronique (REEDY et al., 1965). Ces &études ont permis de
mettre en &vidence une modification de l'angle des "cross-bridges" passant

-

de 1'état d'"attachement" 3 1'8tat relaxé&. Ces changements d'angle ont &té
pris en compte dans le mod@le de LYMN et TAYLOR. Ainsi le changement de 45° 2
90° (&tat relaxé), est supposé correspondre au clivage initial de 1'ATP par

la myosine et le changement de 90° 3 45° (&tat d'"attachement") correspondre

3 1'activation par l'actine lors de la libération de 1'ADP et du Pi.
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Myosin
Heavy Chains

Ca 2+ | Myosin-Based Regulation

2+ _pindi
Actin-Based Regulation a) Ca<™-Binding
Troponin-Tropomyosin Myosin 5

Light Chains

b) Phosphoryiation

Actin

Tropomyosin

Reprisentation des Thods puinelpaux systemes de négulation (d'apres
ADELSTEIN et EISENBERG, 1980).
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3) Régulation de 1'interaction actine-myosine-ATP.

Le mécanisme régulateur dominant dans le muscle squelettique de
vertébrés et le muscle cardiaque est basé sur l'actine, celui basé& sur la
myosine jouant un rdle important dans les muscles de mollusques et les
muscles lisses de vertébrés (Fig. 4). I1 faut cependant signaler que,
certaines fibres contiennent 3 la fois les deux systé@mes régulateurs basés

sur 1l'actine et sur la myosine (SZENT—GYGRGI, 1975).

- Régulation par le filament fin :

Dans les muscles cardiaques et squelettiques de vertébrés, l'activité de
1'ATPase de la myosine purifiée est trés faible en absence d'actine. L'ad-
dition d'actine augmente 1'hydrolyse de 100 3 200 fois, cela méme en absence
de calcium. La régulation est imposée par addition de tropomyosine et de
troponine qui se lient au filament d'actine (WEBER et MURRAY, 1973).

En absence d'ions Ca' ( <10-7M), la tropomyosine occupe avec la
troponine une position excentrique qui recouvre la région de 1'actine conte-
nant le site réactionnel pour la myosine. Il y a donc un empé@chement stérique
34 l'interaction actine-myosine. Cette situation ré&sulte du fait que la TNI
maintient la TM dans cette position excentrique grice i sa haute affinité
pour l'actine. Par contre, en présence d'une concentration d'ioms cat”
supérieure 3 10—7M, la diminution de 1'affinité de la TNI pour 1l'actine
permet & la TM d'occuper sa position "maturelle'", c'est-d-dire dans la gorge
du filament d'actine. Ce déplacement découvre alors le flanc du filament

d'actine et permet ainsi son interaction avec la myosine.

- Régulation par le filament épais :

Cette régulation est envisagée pour 2 types de muscles, 1'un correspond aux
muscles de mollusques, l'autre aux protéines contractiles isolées du muscle

lisse et des cellules autres que les fibres musculaires.
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Les muscles de mollusques contiennent au niveau de la myosine une
chaine légére spécifique qui inhibe, en absence de calcium, 1'ATPase de la
myosine activée par l'actine. Ainsi, lorsque la concentration de calcium
atteint IO_SM, 1'ion Ca ' se fixe directement 3 la myosine, et léve 1l'inhi-
bition (SZENT-GYORGI, 1975). .Ce type de régulation, qui a été décrit pour
le muscle de la coquille Saint-Jacques, est le seul qui ne demande pas de
modifications covalentes ou 1'addition de protéines séparées pour &étre dé-
pendant du calcium.

La myosine isolée de nombreux muscles lisses tels que le gésier
(SOBIESZEK et SMALL, 1977) et 1'uté&rus (LEBOWITZ et COOKE, 1979) nécessitent
la phosphorylation de la chaine légére de la myosine pour que 1l'activation
de 1'ATPase de la myosine par l'actine puisse se réaliser. Le calcium se
liant 4 la calmoduline régule ce systéme par le biais de la kinase qui cata-
lyse la phosphorylation de la myosine.

En conclusion de tous ces types de régulation, 1l apparait que la

liaison du calcium aux protéines contractiles est de premiére importance dans

‘ . 5w i 5 e i +%
la contraction musculaire. Ainsi, une augmentation de l'activité de Ca de
=7 o =5 ~ . e e > : . ;
10 i 10 "M est nécessaire pour initier l'activation de 1'ATPase de la

myosine par l'actine, et ceci dans tous les systémes décrits, soit par liaison
avec la TNC (muscle squelettique et cardiaque), la calmoduline (muscle lisse

et cellules '"nmon musculaires'), ou encore avec la myosine (mollusques).

4) Fibres musculaires de crustacés

En 1975, LEHMAN et SZENT-GYORGI montrent qu'au niveau du muscle
squelettique de crabe, la régulation calcique se situe au niveau du filament
fin, par contre en 1977, LEHMAN 3 la suite de nouvelles expériences est
amené 3 conclure que celle-ci est situe au niveau du filament épais (myosine).
Cependant cet auteur admet que suivant les conditions expérimentales, 1'un ou

1'autre type de régulation peut s'affirmer.
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De plus, outre 1'intervention des ioms Ca++ dans la régulation de
1'interaction actine-myosine-ATP, il est nécessaire de considérer d'autres
facteurs dont le rdle est loin d'étre négligeable, tels que le pH, la force
ionique, la concentration en ions Mg++, ATP, cations monovalents (Na+, K+)
et anions. Le rdle important des facteurs pﬁ, force ionique,concentrations
en ioms Mg++, ATP et cations monovalents, dans l'hydrolyse de 1'ATP et le
développement de la tension mécanique, a été& mis en évidence par de nombreux
auteurs tant au niveau de la fibre squelettique de crabe (PORTZEHL et al.,
1969 ; DE VILLAFRANCA et FRIEDMAN, 1975 ; BRULE, 1978), de balane (ASHLEY
et MOISESCU, 1977), qu'au niveau de la fibre cardiaque (FENNER et al., 1973)
ou de vertébré (STRZELECKA-GOLASEZWSKA, 1978 a et b ; TANAKA et TANAKA, 1979).
Cependant, peu de travaux relatifs 3 1l'influence des anions ont &té réalisés
sur les fibres de crustacés, si ce n'est ceux de ASHLEY et MOISESCU (1977)
et de BRULE (1978).

L'influence d'anions sur différentes ATPases est cependant bien
8tablie. En effet, de nombreux travaux mettent trés clairement en &vidence

le rdle activateur ou inhibiteur des anions au niveau de différentes ATPases

tels que : celle des branchies (HO et CHANG, 1980); celle de la mitochondrie

(EBEL et LARDY, 1974 ; SANTIAGO et al., 1980 ; LOPEZ-ZABALZA, 1980 ; SUZUKI,
1980) ; celle des vésicules synaptiques de 1l'organe &lectrique de la torpille
(ROTHLEIN et PARSONS, 1980). Cette méme influence est retrouv@e par WAREN et
al. (1966), SEIDEL (1969), puis par JACOBS et GUTHE (1970) au niveau des myo-
fibrilles du psoas de lapin. Ces auteurs montrent que l'activité ATPasique

et la contraction des myofibrilles dépendent de 1l'espé&ce anionique. Plus
récemment au laboratoire, les travaux de BRULE (1978), BRULE et al. (1980),
WION (1980) ont également mis en &vidence 1'importance de quelques anions dans
le développement de la contraction et dans l'activation de 1'ATPase des

myofibrilles de crabe.



TECHNIQUES
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1) Animaux d'expérience

Les expériences sont réalisées 3 partir de myofibrilles de fibres
musculaires squeletttiques isolées des pattes locomotrices (péripodes Pel,
Pe2, Pe3) du crabe carcinus maenas. Les animaux proviennent des cdtes de la
mer du Nord et sont fournis réguli&rement au laboratoire. Ils sont conservés
en vie dans une eau de mer réguliérement renouvelée et maintenue 3 basse

température (de l'ordre de 10°C).

2) Enregistrement de la contraction des myofibrilles

La fibre isolée, dont le diamétre varie de 100 3 400 pm et la
longueur de 3000 & 10 000 pm, est obtenue par section, sous contrdle bino-
culaire, des fibres voisines ainsi que des nombreux filets nerveux. Cette
fibre isolée reste solidaire, d'un c8té, d'une petite surface de carapace
et, de l'autre, d'une portion d'endosquelette (1'apodéme). La dissection
est effectuée, sous contrSle binoculaire, dans le liquide physiologique (ASW),
dont la composition, en mM, donnée par FATT et KATZ (1953) est : NaCl, 513 ;

b

KC1, 12,9 ; CaClz, 11,8 ; MgClz, 23,6 ; co3

isol&e, est placée dans une petite cuve remplie de ce liquide physiologique

HNa, 2,6. La fibre, une fois

(pH 7,8). Dans cette cuve en plexiglass d'une contenance de I ml, la fibre

est maintenue 3 une de ces extrémités (c8té de la carapace), par une machoire
de‘plexiglass, 1'autre extrémité (apodéme) est relide par un petit crochet

34 la tige d'un transducteur, constitué par une cellule Ul5P (ancienne téte

de lecture d'électrophone). La fibre, avant tout traitement, est amenée 3 sa
longueur d'équilibre (lo) ; lo représente la longueur maximale pour laquelle
est décelée la plus faible tension au niveau du transducteur (de 1'ordre de

2 mg). La fibre est alors &tirée de 25 7 3 partir de cette longueur d'é&quilibre,
lo. Dé&s lors, "les myofibrilles isolées" sont obtenues selon la méthode mise

au point par BRULE et GUILBAULT (1975).
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La fibre est soumise & ASW dépourvu de calcium et de magnésium et
auquel est ajouté de 1'EDTA. Ce traitement est réalisé dans le but d'é&liminer
tout le calcium de la fibre. Dans un second temps la fibre est traitde par
une solution hypertonique de glycérol afin de réaliser le découplage entre
1'excitation et la contraction (BOLZER, 1961 ; RAPOPORT et al., 1968) et
de détruire "fonctionnellement'" les systémes membranaires. La fibre est fina-
lement mise dans une solution relaxante qui permet le relachement complet des
myofibrilles. A la suite de ces divers traitements la fibre musculaire ne

présente que des myofibrilles fonctionnelles (BRULE, 1978).

3) Isolement des myofibrilles en vue de la mesure de leur activité ATPasique

La technique de préparation des myofibrilles isolées est celle
décrite par PERRY et GREY (1956) et HOTTA et BOWEN (1970), adaptée par
BRULE (1978) aux fibres de crabe. Les fibres musculaires sont homogénéisées
dans un broyeur (virtis 23). Des centrifugations successives dans diverses
solutions permettent l'obtention d'un culot final renfermant essentiellement
des protéines contractiles comme en atteste l'examen biochimique et de micros-
copie Electronique (BRULE, 1978). Dans les conditions normales, elles sont
conservées dans une solution de KCl 0,IM. Dans le cas oli est &tudiée 1'in-
fluence d'une espdce anionique, elles sont alors placées dans une solution

du sel de potassium correspondant (KCH3COO, KCH3OSO3, KNOB).

- Dosage spectrophotométrique des protéines

la quantité de protéines myofibrillaires présente en suspension est dosée
par une méthode colorimétrique dérivée de celle de LOWRY et al., 1951. La
lecture s'effectue au spectrophotométre 3 750 nm ceci 30 min aprés &tablis-
sement 3 1'obscurité de la coloration bleue spécifique des protéines en
présence du réactif de Folin. Pour chaque série de dosages une courbe &talon
est réalisée en partant d'une solution de B.S.A. (Bovin Sérum Albumine) 3

500 /ml en présence de 0,05 ml de KCl 0,IM pH 6,8, et ce, dans le but de con-

server une concentration ioniaue identique 3 celle de la suspension de myofibrilles



- Détermination de l'activité ATPasique :

1'activité ATPasique de ces suspensions myofibrillaires est déterminée par
la mesure de la quantité de Pi libérée au cours de 1l'hydrolyse de 1'ATP par
les myofilaments. Une coloration bleue apparalt en ajoutant dans le mélange
final de 1'amidol. En | heure, 3 l'obscurité, la coloration est &tablie, et
ainsi le dosage du Pi est effectué 3 1'aide d'un spectrophotométre réglé
sur une longueur d'onde de 725 nm. Comme pour les protéines, une courbe

étalon est réalisée en partant d'une solution de KH, P04.

4) Solutions

Les protéines contractiles en suspension ou les myofibrilles

isolées sont mises en présence d'une solution dont le contenu ionique donné

. e e P - . +
par BRULE (1978) constitue le milieu de référence, 3 savoir : Ca +, l mM ;

Mg++, 7 mM ; Na+, 54 mM ; ATP-—, 4 mM et Cl—, 172 mM. Dans un premier temps,

3 partir de ce milieu 1l'influence de 1l'activité des ions ca*t (a Ca++) est
8tudiée sur l'activité ATPasique et la contraction des myofibrilles. Dans

un deuxiéme temps, est &tudife selon le méme protocole, 1l'influence des ions
Ca'" dans le milieu od les ioms Cl~ sont totalement ou partiellement remplacés

3 » CHy= 0-80,", ou CH,C00 .

e

par les ions NO

5) Détermination de l'activité des ions calcium (a ++) dans les solutions
ta

- . . e . ++ . .

La détermination de l'activité@ des ioms Ca des diverses solutions
utilisées est ré@alisée 3 partir d'une mesure potentiométrique (ionanalyseur
orion research microprocessor). L'électrode de mesure est tré8s spécifique.

.. . . . . . ++ .
Ainsi, pour une variation de dix fois la concentration de Ca elle répond
par une variation de potentiel de 29 mV, il s'agit donc bien d'une Electrode
'n‘ . L3 ++ " . -~ ++
réversible aux ions Ca . L'électrode mesure fidélement a.,** pour des valeurs

comprises entre 5.10_.7 3 IOIM. L'étalonnage de l'Eélectrode est obtenu & partir

18

de trois solutions de CaC12 dont 1'activité de calcium est connue. Dés lors, la
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0 0 o o o e P ++ P s
détermination de l'activité des ions Ca dans différentes solutions peut
étre effectuée.

Toutefois, les €lectrodes de mesure ne sont pas exclusivement sensibles au
5 i@ g ++ ; = :
calcium, ainsi 1l'ion Mg  peut interférer et causer de ce fait une erreur
- . . o s ++
de 1'ordre de 10 7 dans la détermination de l'activité des ioms Ca .
; . ; ; o ++
Cependant, cette interférence n'est significative que lorsque 1'ion Mg

-

est présent dans la solution 3 une concentration 1000 fois supérieure a

++ iy o
celle de Ca . Comme dans les conditions expérimentales, la plus forte
.. . ' ++ ++ '
variation de concentration entre 1'ion Mg et Ca est de 1'ordre de 500
o

il est concevable de considérer que les trés faibles activités de Ca

déterminées dans ces conditions sont satisfaisantes.

b



RESULTATS
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1) Structure et composition proté€inique des myofilaments.

En 1970, MATHIEU sur la fibre musculaire striée squelettique de
crabe, montre par une &tude microscopique que 1l'espace myofibrillaire est
comparable 3 la "Fribrillenstruktur" décrite par KRUGER (1949) 3 propos
des muscles rapides de vertébré&s. Toutefois, méme si l'organisation classique
de l'actine et de la myosine donne la striation connue, il apparait un désyn-
chronisme net de la striation entre les myofibrilles voisines, voir méme
une obliquité des bandes 3 1'intérieur d'une méme myofibrille.

Sur des fibres "glycé&rinées", oll il n'existe plus de structure
membranaire de soutien (DELORME 1977 voir BRULE 1978), la tension développée
passe par un maximum et se maintient durant quelques temps (de l'ordre de la
minute) ; il n'est pas possible de la maintenir plus longtemps car il y a en
effet rupture de la préparation. Cette rupture pourrait s'expliquer par un
état de rigor des myofibrilles isolées, car lors de l'isolement de la prépa-
ration, elles se trouvent, pendant un court instant, en abscence d'ATP.
Cependant, 1'addition d'ATP et d'un complexe régénérateur de 1'ATP (phospho-
créatine et créatine Kinase) aux différentes solutions utilis&es pour 1'obten-
tion de ces myofibrilles isolées, ne modifie en riem les ré&sultats obtenus lors
du développement de leur tension mécanique. En fait, cette rupture est comprise
dans la mesure ol les sarcoméres présentent des longueurs différentes. Ainsi,
au niveau de chaque sarcomére, du fait de leur différence de longueur, les
forces génératrices &lémentaires sont différentes et peuvent expliquer la
rupture des myofilaments.

Dans le but d'une &tude plus précise de la composition des myofila-
ments de la fibre musculaire striée squelettique de crabe, une &lectrophoré&se
analytique sur gel d'acrylamide en présence de sodium dodecyl sulfate (S.D.S.)

de 1l'actomyosine a &té réalisée (Fig. 5).
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ELectrophorise anaylytique de L'actomyosine de crabe sur gel d'acrylamide
en présence de SDS.

A, monoméres de chaines Lourdes de myosine ; B, paramyosine ; C, actine ;
D, tropomyosine ; €, TNI ; F TNT ; H, I, J, chaines Légeres de myosine
G, TNC.
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Une protéine oligomérique peut &tre dissociée en sous-unités et
le poids moléculaire de ses sous-unité@s déterminé par 1l'électrophor@se sur
gel SDS. L'électrophorése sur gel en gradient d'acrylamide (6 3 20 %) et en
préseﬁce de sodium dodécyl-sulfate (SDS) est faite sur plaque (150 x 150 x
1 mm), selon la technique de LAEMMLI (1970). Ce traitement de la protéine
par un détergent, SDS, permet la dissociation en sous-unités et déroule com-
plétement chaque chaine polypeptidique pour'former un complexe allongé entre
le polypeptide et le SDS ; les chaines hydrocarbonées &tant solidement liées
par des liaisons hydrophobes 3 la chafne polypeptidique. Ainsi, les groupements
(sulfate) chargés du détergent sont expos&s au milieu aqueux. Ces complexes
ne différent donc que par leur masse. La vitesse de migration n'est fonction
par conséquent que de la masse de l'ensemble polypeptide-SDS~-. La migration
de ces complexes se r@alise sur un gel en gradient d'acrylamide (6 3 20 2)
pendant 6 heures 3 30°C sous (50 mA) 35V. Le champs &lectrique fourmit la
force d'entralinement des molécules. Sachant que les molécules migrent lingai-
rement sur le gel en fonction du logarithme de leur poids moléculaire, il est
possible de déterminer, grice & des protéines témoins de poids moléculaire
connu, celui des différents composants de l'actomyosine. La technique d'élec-
trophorése préparative sur gel d'acrylamide (Fig. 5), permet de mettre en
évidence des monoméres de chaine lourde de myosine (A : 200 000 daltons), de

paramyosine (B : 90 000 daltons), d'actine (C : 42 000 daltons), de tropomyo-

sine (D : 37 000 daltons), de TNI (E : 34 000 daltons), de INT (F : 30 000
daltons), de TNC (G : 15 000 daltons), ainsi que trois types de chaines
légéres de myosine (H, I, J : 23 000, 18 000, 14 000 daltoms).

L'étude de la structure de l'actomyosine par cette technique d'&lec-
trophorése, donne aussi une séparation quantitative des différents composants,
quantité qui peut &tre déterminée 3 1'aide d'un "scanner". Cet appareil permet

en fait de quantifier un composant présent dans le gel, en fonction de sa
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- kgure 6

Progil de "scannen" détermine a parntirn de L'electrophorise analytique
de L'actomyosine de fibre de crabe.



densité optique. La figure 6 aonne le profil de "scanner" obtenu pour les
différents composants de l'actomyosine. Comme la surface de chaque pic cor-
respond 3 la quantité d'un composant donné, il est alors possible d'é&valuer
les proportions des différents composants.

La myosine proprement dite, représente 60 % de 1l'actomyosine,
1l'actine 17 %, la paramyosine 7 7, la tropomyosine 8 7' et le complexe de la
troponine 8 7. Au vu_de ces résultats, il apparait donc que l'actomyosine de
crabe de par sa composition présente les caract@ristiques d'un muscle strié
squelettique. Ainsi les chaines lourdes de myosine et l'actine sont en pro-
portion et ont des poids moléculaires comparables 3 ceux déterminés pour le
muscle squelettique strié de lapin (GAZITH et al., 1970). De méme, il est
bien connu que la répartition en chaines 1égé@res de la myosine varie selon
le type de muscle &tudi&. Par exemple, la myosine du muscle cardiaque poss&de
deux type de chaines l&géres, celle du muscle squelettique trois, alors que
celle du muscle lisse, deux. Toutefois, l'actomyosine de crabe poss&de aussi
certaines caractéristiques de muscle de Mollusques, puisqu'elle contient de
la paramyosine. Cette molé&cule, qui est formé&e de deux polypeptides (Mc CUBBIN
et KAY, 1968 ; DE VILLAFRANCA et HAINES, 1974) est supposée jouer un rdle de
support 3 la myosine (DE VILLAFRANCA, 1971 a et b).

Ainsi, 1'actomyosine de crabe, comme celle de beaucoup d'invertébrés
(SZENT—GYaRGI, 1975) présente 3 la fois des caractéristiques des muscles

squelettiques de vert&brés et de Mollusques.

2) Activité ATPasique en conditions de référence et expression des résultats.

Nos conditions de référence correspondent 3 une mesure d'activité
ATPasique dans un milieu oli 1a concentration des cations est maintenue cons-
s ' s . ++ ' . '
tante 3@ 1'exception de celle des ions Ca , et oli 1'anion d'accompagnement
est 1'ion chlorure. Aprés avoir déterminé la concentration d'ATP nécessaire

pour obtenir une réaction optimale, l'activité ATPasique peut alors &tre

24
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uM Pi/mg proteines/10min.
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Relation Liant Le taux de PL Libéné a La concentration d'ATP.
Chague point de fa courbe neprnésente m* o (n = 5).
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mesurée par détermination photocolorimétrique du phosphore inorganique

e oo s . . e e . ++ .
1libéré (Pi), et exprimée en fonction de l'activité@ des ions Ca . Par diverses
représentations, il est possible d'entrevoir la cinétique de la ré&action

enzymatique.

2-1 Détermination de la concentration d'ATP.

La figure 7 montre les effets de la concentration d'ATP sur la
vitesse de réaction enzymatique.
Dans la théorie de MICHAELIS-MENTEN, l'enzyme (E) réagit dans une premidre
étape avec le substrat (S) pour former le complexe enzyme-substrat (E-S).
Ce dernier se décompose dans une deuxidme &tape pour redonner l'enzyme et
libérer le produit (P) selon les réactions suivantes :
E + S &T—=E-ST—=E + P

Ce qui, dans le cas de l'activité ATPasique devient :

E + ATP—E-ATP ——E + ADP + Pi
L'équation de MICHAELIS-MENTEN permet, par l'intermédiaire d'une constante
(Km) de relier la vitesse initiale d'hydrolyse (Vo) 3 la vitesse maximale
(Vm) et 3 la concentration initiale en substrat (ATP).

Vo =Vm., (ATP) / (Km + (ATPR) ).
La constante &e MICHAELIS-MENTEN (Km) peut &tre déterminée graphiquement,
elle est égale 3 la concentration de substrat pour laquelle la vitesse de
la réaction est la moitié de la vitesse maximale. La figure 7 montre que la

constante Km est égale 3 2,3.10-4

M. Cette activité ATPasique mesurée par la
quantit& de Pi libér&e, qui pré@sente un optimum thé&orique de 0,874 p M.Pi/mg
protéine;s/10 min, se trouve &tre considérablement réduite pour des concen-
trations inférieures 3 4mM. Pour de tré&s faibles concentrations 4'ATP, la
vitesse de la réaction enzymatique est proportionnelle 3 la concentration du

substrat. Pour de fortes concentrations de substrat, la vitesse devient cons-—

tante, l'enzyme est alors dit "saturé par son substrat', et se retrouve
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entidrement sous la forme E-ATP, ce qui permet d'obtenir pendant toute la
durée de la réaction une vitesse d'hydrolyse constante et maximale. Cette
derniére condition est réalisée lorsque la concentration en substrat est
égale 3 10 fois Km. Compte-tenu de la valeur de Km (2,3 . 10-4M), pour la
suite des expériences, la concentration en ATP a &té fixée 3 4mM. Cette
concentration est d'ailleurs &gale 3 la concentration saturante déterminée

par FENNER et al. (1973) pour la myosine myocardiaque.

2-2 Activité ATPasique en fonction de a R

(o
L'ATPase myofibrillaire ne doit pas son activité uniquement 3 sa
structure protéique, mais nécessite en outre des cofacteurs ou coenzymes
comme le calcium qui se comporte en réalité comme un "substrat spécifique"
de 1'enzyme.
Le réle joué par le calcium dans la régulation de la contraction
et de la relaxation a &té& rapporté dans de nombreuses revues parmi lesquelles
citons SANDOW (1965), FUCHS (1974), EBASHI (1976). Le calcium régule en fait
1'association de 1'actine et de la myosine lors de l'hydrolyse d'ATP en se
fixant soit sur la TNC, soit sur la Kinase ou soit sur la myosine (cela
dépend du muscle &tudié). Si le calcium est considéré comme un "substrat" de
1'enzyme, 1'analyse de la cinétique de 1'hydrolyse de 1'ATP en fonction de

a, ++, ne peut étre déterminée dans le cadre de la théorie de MICHAELIS-MENTEN,

Ca
car cette équation de vitesse ne peut s'appliquer que pour une réaction
enzymatique 3 un seul substrat. Toutefois, il a &t& démontré qu'avant la
fixation du calcium, 90 7 de la myosine se trouve présente sous la forme de
myosine=ADP-Pi (LYMN et TAYLOR, 1971 ; WEBER et MURRAY, 1973 ; LYMN, 1974 ;
MANNHERZ et GOODY, 1976, ADELSTEIN et EISENBERG, 1980). Dans ces conditions,
1'ion Ca'" peut &tre considéré comme le seul substrat, et l'analyse de 1la

cinétique enzymatique envisagée 3 partir de 1'&quation de MICHAELIS-MENTEN :

Vo = Vm , Aa / (KD + a Ca++)'
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Vo : vitesse initiale d'hydrolyse d'ATP
Vm : vitesse maximale d'hydrolyse d'ATP
K, : constante apparente de dissociation du complexe enzyme-calcium

e s . ++
Boast * activité de 1'ion Ca .

Cette équation peut &tre transformée algébriquement en d'autres relations

d'une utilisation plus aisée pour l'exploitation des résultats. L'une d'elles

-~

consiste simplement 3 prendre l'inverse de 1'&quation de MICHAELIS-MENTEN.

% 1

Cette équation lin&aire (—l— = — x -
Vo Vm ca*tt
permet d'une part de déterminer la vitesse maximale (Vm), la constante appa-~

+ %E_) (relation de LINEWEAVER-BURK)

rente de dissociation (KD), et d'autre part de donner d'intéressants rensei-~
gnements sur les différents types d'inhibition enzymatique. Une autre trans-

aCa'H' KD 1 a,. 4+
formation de 1l'&quation de MICHAELIS-MENTEN : ——— = — + — x Ca (repré-

Vo Vm Vm
sentation de HAENES), permet de donner simplement Vm et KD’ et d'amplifier
les défauts de lin@arité qui se trouvent &tre minimisé&s par la relation de
LINEWEAVER-BURK.

La relation traduisant la phase d'activation de l'activité& ATPasique
en fonction de l'activité& de calcium (aCa++), exprimée selon la représentation
de HAENES est linfaire comme le montre la figure 8. La valeur calculée de
‘i;effet maximal est de 0,85 pMPi/mg.protéines/10min., alors que la valeur
expérimentale obtenue est de 0,826 vMPi/mg.protéines/lOmin. (valeur comparable
d celle obtenue par PORTZEHL et al. en 1964 pour les myofibrilles de crabe).
La constante apparente de dissociation (KD) qui représente l'activité de
calcium pour laquelle la vitesse de réaction est &gale 3 la moitié de la
vitesse maximale est de 3,05.10_6M. A partir de 1'équation de cette droite, la
relation hyperbolique, liant l'activité ATPasique 3 l'activité de calcium
(Fig. 9), peut &tre déterminée.

Dans la littérature, trés souvent l'activité& APTasique est exprimée

non pas en fonction de l'activité@ des ions, mais en fonction du logarithme

décimal de l'inverse de cette activité : pCa = -log (aca++). La figure 10
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au Logarithme décimal de Kp-

Chaque point des courbes représente m* o (n = 5).



traduit la relation liant pCa 3 la quantité de Pi libéré en 10 minutes par
mg de protéines (myofilaments). Cette courbe montre que l'activité ATPasique
&es protéines myofibrillaires est en relation avec la fixation du calcium

au niveau de ces protéines, et présente deux phases : une phase d'activation
qui est déterminée 3 partir de la relation de HAENES, et une phase d'inhibi-
tion.

- La phase d'activation (pCa »4,09) résulte de la fixation d'un calcium sur
un site régulateur situé soit sur la troponine C (LEHMAN et SZENT GYORGI,
1975), ou sur la myosine (LEHMAN, 1977). La valeur de Kﬁ de la troponine C
isolée déterminée par POTTER et GERGELY (1975), est de 0,4.10-6M. Toutefolis,
lorsque KD est déterminé 3 partir du complexe troponine (TNC~TNI-TNT), ces
derniers auteurs montrent que la valeur est d'environ 10 fois plus grande.
Dans ces conditions, la valeur de KD que nous avons déterminée ne permet pas
de supposer que la fixation du calcium se ferait exclusivement au miveau de
la myosine, puisque la valeur de KD déterminée précédemment est de 3,05.10_6M

donc interm&diaire entre celle déterminée pour le complexe troponine et celle

pour la troponine C.

- La phase d'inhibition (pCa<4,09), tout & fait en accord avec PORTZEHL et al.

(1969), résulte soit de la fixation d'un calcium sur un second site 3 faible
affinité et dont la saturation provoque une dé&formation inactivante de 1'en-
zyme, soit d'une fixation partielle du calcium, par excas, sur son site,
la fixation &tant alors insuffisante pour assurer la réaction, ou soit comme
le suggére SOBIEZEH et SMALL (1976), d'une compétition entre le Ca-ATP et Mg
ATP pour le site de 1'ATPase de la myosine. Cette phase d'inhibition permet
d'expliquer la différence existante entre la valeur expérimentale de Vm (0,826
pMPi/mg.protéines/10.min) et celle calculée a partir de la relation linéaire
(0,85 yMPi/mg.protéines/10.min.).

Connaissant Vm théorique, il est &galement possible d'exploiter les

résultats 3 l'aide de la "représentation de HILL" dans le but de déterminer -

la valeur stochiométrique de la réaction. Ce type de représentation graphique
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consiste en fait 3 exprimer le logarithme d&cimal du rapport de la valeur de

la vitesse sur celle de la vitesse maximale diminuée de celle de la vitesse
log. (Vo/(Vm - V0) en fonction de la valeur de l'activité de calcium pro-

duisant 1l'effet. Cette relation est lin&aire et de la forme log.(VoArm - Vo) =

a ,log. a + b.

catt
Si la pente (a) a une valeur &gale 3 | ou trés proche, la réaction

enzymatique est dite de "type bimoléculaire" ; en d'autres termes une molécule

d'enzyme réagit avec une molécule de calcium. Quand la valeur de a est é&gale

da 2, 3, 4, ou 3@ un nombre non entier, ceci indique que la réaction est beau-

coup plus complexe. Dans les conditions de référence, la figure 11 qui traduit

la relation de HILL montre que la valeur de la pente de la droite est de 0,953,

donc trés proche de 1 ; ce ré@sultat permet de considérer que la réaction

enzyme-substrat est de type bimoléculaire.

2-3 Activité ATPasique en fonction du temps de stockage des myofilaments

La relation de HAENES (Fig. 8), traduisant 1l'activité& ATPasique
en fonction de an,++ pour des protéines ayant séjournées soit 40 ou 1020 min
dans la solution de KCl1 0,1 M (pH 6,8) et 3 0°C, montre une variation en
fonction du temps de la vitesse maximale d'hydrolyse d'ATP qui, de 0,851 yMPi/mg.
protéines/10 min aprés 40 min de st&ckage, passe 3 0,629 pMPi/mg.protéines/
10 min, aprés 1020 min, soit une diminution de 26 %. Par contre, la valeur
de K, ne varie pas de fagon significative (de 3,05.10—6M, elle passe 3
3,95.10-6M). Cette baisse d'activité ATPasique en fonction du temps a &té mise
en évidence par AZUMA et al. (1975), ils montrent que 1l'activité ATPasique de
la myosine d'un mollusque maintenue dans une solution de KCl 0,5 M et & 0°C

est relativement instable et diminue de 10 3 30 % par jour.

y . ey . . ++
2-4 Contraction des myofibrilles en fonction de qca’ ",

La contraction qui résulte d'un raccourcissement myofibrillaire est

die 3 1'intervention du calcium qui module 1'interaction de la myosine avec
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1'ATP et 1l'actine, mais elle est &galement en relation avec l'activité ATPasique
(WEBER et MURRAY, 1973 ; FUCHS, 1974 et 1977 ; MANHERZ et GOODY, 1976 ;
ADELSTEIN et EISENBERG, 1980).

Pour expliquer le phénoméne de la contraction, deux hypothé&ses sont
couramment envisagées.

lére hypothése

Lorsque le calcium est 1ib&ré dans le sarcoplasme, il se fixe immédiatement
sur un site régulateur, ce qui entraine la fixation de la myosine sur un
monomére de G actine. Il s'ensuit alors une modification conformotionnelle
productrice d'énergie telle que la té@te de la myosine forme un angle de 45°
avec sa queue, permettant au filament fin de se déplacer le long du filament
épais (MANHERZ et GOODY, 1976 ; ADELSTEIN et EISENBERG, 1980).

28me hypothése

Lors de 1l'hydrolyse de 1'ATP par la téte de myosine.é pH 7, la formation
d'ions H provoque une acidification locale au niveau de la charniére flexible
d'une molécule voisine de myosine. Cette acidification induirait un changement
de conformation, vraisemblablement une transition dépendante du pH d'une
structure en hélice o 3 une conformation au hasard.

La relation liant la tension mécanique développée par les myofibrilles
en fonction de an 4+ (Fig. 12) présente un décours hyperbolique en ce qui

4

concerne la phase d'activation (aCa++4;1’61'10— M). La tension maximale déve-
loppée, dans ces conditions, pour une activité de ca’’ de 1,61 . 10—4M est

de 2,32 Kg : cm-z.

ASHLEY et MOISESCU en 1977 sur les myofibrilles de Balane ont montré l'action
coopérative de deux ions ca’t dans le mécanisme de développement de la tension,
ce qui traduit l'intervention de deux substrats. Ce fait signifie que la re-

lation de MICHELIS-MENTEN i un substrat n'est plus applicable dans ces con-

ditions. Sur le couturier de grenouille, HASELGROVE (1972,1975) présume que
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les changements de conformation du filament de myosine associés aux mouvements
des "cross-bridges" lors du développement d'une tension, sont indépendants de
1'intéraction de ce filament avec 1l'actine. Ces changements résulteraient en
fait d'un syst@me de contrdle calcique intervenant directement au niveau de
la myosine et en parallé&le avec le syst@me calcique 1ié 3 1l'actine. Beaucoup
de muscles d'inverté&brés contiennent 3 la fois des syst@mes régulateurs basés
sur 1'actine et la myosine, la troponine &tant en concentration insuffisante
pour expliquer le développement de la tension mécanique. Dans ces muscles, le
calcium et le magnésium interviendraient en se liant sur une chaline l&gére

de la téte de la myosine (LEHMAN et SZENT GYORGI, 1975 ; GOLDBERG et LEHMAN,
1978). De méme, HUXLEY (1972), MORIMOTO et HARRINGTON (1974), puis LEVY et al.
(1976) montrent en fait que la liaison du calcium sur la myosine, durant 1l'ac-
tivation du muscle, affecte directement la mobilité des "cross-bridges'.

De 1'ensemble des résultats, FUCHS (1974, 1977) conclut que de toute &vidence
lorsque les liaisons des '"cross-bridges” entre l'actine et la myosine sont
formées, non seulement un site additionnel liant le calcium apparait, mais
une propriété coopérative est imposée aux sites de liaisonm.

En ce qui concerne nos résultats, dans la mesure ol l'analyse de la cinétique
enzymatique de 1'hydrolyse d'ATP en fonction de l'activité du calcium ne fait
intervenir qu'un seul site liant 1'ion Ca++, site (Ml) situé soit sur la TNC
ou sur la myosine, il apparalt que le second calcium se fixerait sur un autre
site (MZ) simultanément ou apr@s que 1l'hydrolyse de 1'ATP ait &té réalisée

et suivant un schéma de ce type :
K

++ »* . e e .
Ca’ + M - Mzt—‘——L“-—- Ca~M, + ADP + Pi——>Activité ATPasique

+
ADP M2

Pi +
+ K
Ca +—W———=(Ca =~ M1 - M2 - Ca-—3Tension

-

Cette suite de réaction est similaire 3 une ré&action 3 double déplacement

connu en biochimie sous le nom de mécanisme "ping-pong". Ainsi, pour ce
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mécanisme, le substrat (A) se combine avec 1'enzyme (E) pour donner un com-
plexe (EA) qui libére le produitv(P), en laissant 1l'enzyme sous une autre

forme (Ei). Le second substrat (B) se combine alors avec Y pour donner le
complexe E'B qui se décompose en libérant le produit Q et 1'enzyme libre E.

L'équation générale de la vitesse de la réaction est :

Vo = Vm / (1 + (RAL/A) + (KB, /B))

Ce qui donne en double inverse :

= =1

1/Vo =(KA /vm (A)~! + (1 + KB . (B)7") Vm
Dans 1'hypothése oli ce mécanisme est impliqué lors du développement de la
tension, les deux substrats A et B sont identiques (ions Ca++) et se fixent
sur un sité Ml avec une constante K1 et sur M2 avec une constante K2.

Dans ces conditions, la relation devient alors :

1 1

1/To = (K,/Tm) (aCa++)' + (1 + (Kz/aCa++)).Tm-

ol To est la tension développée pour une aCa++ donnée et Tm est la tension
maximale théorique.

L'équation peut encore s'inscrire :

(aCa++/To) = (K1 + KZ/Tm) + (aCa++/Tm)

Cette relation linéaire permet donc de déterminer de fagon précise Tm, mais
ne permet que de déterminer la somme des deux constantes K1 et K2 sans dis—
sociation possible. C'est 3 partir de 1'&quation de cette droite, que la
relation (Fig. 13) liant la tension au logarithme décimal de 1'inverse de
a t+ a été établie. Cette relation donne 3 K (somme des deux constantes K
et K2) la valeur de 3,24 . 10-_5

1

M. En féalité,wéomme pour l'activité ATPasique
I; relagion liant la tension & pCa (Fig. 13), décrit en fait deux phases ;

une phase d'activation (pCa:>3,8) qul est prise en compte pour déterminer

la relation linaire et une phase d'inhibition (pCad(3,8). Cette valeur
"charniére'" de pCa de 3,8 est comparable 3 celle mentionnée par HELLMAN et
PODOLSKY, 1969 ; PORTZEHL et al., 1969 ; ENDO et al., 1977 ; SAIDA et NONOMURA,
1978 ; TANAKA et TANAKA, 1979 ; CORNELIUS, 1980. En effet, pour des concen-

. ++ r s 1a—b . . P a
trations de Ca  supérieures 3 10 M (pCa<‘4), la tension maximale décroit,
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cette inhibition ré&sultant ' une compétition entre Ca-ATP .ot e Mg-ATP pour

le site de 1'ATPase de la myosine (SOBIESZEH et SMALL, 1976).

La contraction des myofibrilles en présence d'ions Cl~ présente donc un

optimum de contraction de 2,32 kg.cm—z, pour une valeur de pCa de 3,8,

alors que la valeur déterminée 3 partir de la relation linéaire est de 2,78
kg.cm—z. Cette valeur théorique de tension mécanique correspond 3 celle effec-
tivement enregistrée au niveau de la fibre intacte, lors d'une contracture
potassique (BRULE et al., 1972 ; BRULE, 1978). Une méme différence de tension
mécanique enregistr@e au niveau de la fibre intacte et pelée ne peut s'expliquer
uniquement par un retard dans la diffusion du Mg.ATP ou par une déplétion de
celui-ci (CORNELIUS, 1980), mais est probablement liée 3 la technique d'iso-
lement utilisée (glycé&rol). A 1l'appui de cette hypothé&se, ORENTLICHER et al.
(1974) montrent que l'isolement des myofibrilles par le Brij 58, au contraire
des autres produits, cause moins de diminution de tension mécanique.

Si le schéma 3 double déplacement est applicable au mécanisme de la contraction
des myofibrilles, il est possible de déterminer la valeur de K, en étudiant la
relation liant 1'activité de 1'ATP 3 1'activité de calcium. La valeur de K,
déterminée dans ces conditions est de 3,05 . 10_6M. Par soustraction (K - K1 =Ky),
la valeur de Ky serait alors de 2,94 . IO—BM.

Connaissant la valeur de Tmax théorique, il est possible de dé&terminer de

facon plus précise les valeurs de K1 et K2 4 1'aide de 1la relation de ASHLEY

et MOISESCU (1977) découlant d'un schéma, qui rend compte de 1'action coopé-
rative de deux ions Ca W dans le processus d'activation de la tension des
muscles équelettiques de crustacés. Ainsi, pour ASHLEY et MOISESCU, le dévelop-
pement d'une tension résulte en fait de la fixation de deux ions ca’™ sur

deux sites différents M, et M,, la fixation du second Ca = sur M2 ne pouvant

se réaliser qu'aprif fixation du premier sur ;? site Ml’ selon le shéma suivant :

* =+ 2 N
catt + M, - M, = ca M, - b«"‘2 + Ca+:———-——CaMl - M, - Ca
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A partir du schéma consécutif 1'équation donnant la relation liant T 3 ap t

est la suivante :

T/Tm = K', - K' a i (1+K'1. a,++ +K' K', a ++2)—1 ol K', et

1 2 Ca Ca . 1 2 "Ca 1

K'2 réprésentent les constantes apparentes d'association, et sont égales &
1'inverse des constantes apparentes de dissociation. (K'l = I/Kl $ K'2 = l/Kz),
Par transformation algébrique, la relation d'ASHLEY-MOISESCU donne :

2 ,Tm

(agg*)" (== 1) = ag,* . K + K 1K

Cette équation est représentée par une droite de pente Ky dont 1'ordonnée i
1'origine est Kl . K2. A partir de nos résultats K1 a une valeur de 1,55.

5M. A partir de 1l'équation de cette droite

107% et celle de R, de 3,15.10°
donnée ci-dessus, la relation sigmoide liant la tension développée par les
myofilaments d pCa peut étre déterminée (Fig. 13). Cette figure montre en fait
une légére différence entre les relations déterminées 3 partir du schéma 3
double déplacement, et i partir du schéma d'ASHLEY et MOISESCU (1977). Cette
derniére relation ayant un meilleur coefficient de corrélatiomn (r =.996),
représente probablement mieux le phénoméne 1ié au développement de la tension.
Quoiqu'il en soit il apparait toutefois que deux ions ca’’ sont
requis pour le développement d'une tension. Pour ce qui est des valeurs de
K, et de Ky, il est 3 noter une différence suivant que ces valeurs sont déter-
minées 3 partir de 1l'équation qui traduit le mécanisme 3 double déplacement ou
celui d'ASHLEY-MOISESCU. Il faut cependant signaler que pour le premier méca-
nisme, il a &té postulé que K1 représenterait la constante apparente de dis-
sociation du calcium pour le site M5 déterminée 3 partir de la relation liant
1'activité ATPasique 3 l'activité de calcium (Fig. 8) ; or la détermination
de cette constante pour l'activité ATPasique n'est pas réalisée 3 partir des
myofibrilles "en place'" comme pour la tension, mais sur des myofilaments en
suspension (voir chapitre technique). Ceci pourrait expliquer la modification

~

de 1'affinité du calcium pour le site M, et donc aboutir 3 une valeur de Kl
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sensiblement différente. La valeur de K1 (1,55.10—6M), obtenue par le modéle
d'ASHLEY-MOISESCU, est plus proche de la constante déterminée pour la TNC
(0,4.10-6M) par POTTER et GERGELY (1975).

De ce fait, il est permis de supposer, en accord avec de nombreux auteurs,
que 1'affinité du site calcique pouvait &tre modifiée par les techniques
d'isolement des myofibrilles. Dans notre cas, l'isolement est réalisé d'une
part par le triton -X-100 pour ce qui est de la détermination de la relation
Activité ATPasique - pCa, et d'autre part par le glycérol pour la détermi-
nation de la relation tension - pCa. En effet, CORNELIUS (1980) montre qu'il
existe une différence de 1 unité de pCa entre la relation tension - pCa
obtenue pour la fibre enti8re et celle pour la fibre "pelée" chimiquement 3
1'aide de triton X 100. Pour cet auteur, cette différence ne peut s'expliquer
nonN pay yn retard dans la diffusion' du calcium, mais plutdt &tre liée

3 la technique d'isolement utilisée.

2-5 Corrélation entre 1l'activité ATPasique et la tension mécanique

L'utilisation pour la contraction de l'énergie libérée au cours de
1'hydrolyse de 1'ATP par les myofibrilles est encore envisagée de fagon dif-
férente selon les auteurs. Ainsi pour TAWADA et al (1974), l'énergie délivrée
par le clivage de 1'ATP est thermodynamiquement utilisée pour le travail
mécanique, alors que pour HATZE (1973), 1l'énergie chimique est convertie en
énergie &lectrique, laquelle est 3 son tour convertie en €nergie mécanique
et en chaleur. Quoiqu'il en soit, ume relation s5sez simple entre 1'activité
ATPasique degla myosine et de la vitesse de raccourcissement '‘de différents muscles de
vertébrés et d'invertébrés a &été déterminde par BARANY (1967). Par contre,
pour BOWEN et MANDELKERN (1971), la relation est plus complexe puisqu'une
tension mécanique importante peut se développer lors d'une faible hydrolyse
d'ATP. Cependant, une bonne corrélation entre 1'hydrolyse de 1'ATP et la

tension mécanique des fibres est obtenue par BENDALL (1953) notamment avec
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des fibres traitZes par le glycérol.

En ce qui concerne les myofibrilles de crabe, la figure 14 qui traduit la
tension mécanique développée d'une part, et l'activité& ATPasique d'autre part
en fonction de pCa, montre une variation de une unité pCa entre les deux
phénoménes qul sont paralléles.

‘Dans ces conditions, il est donc possible d'envisager la détermination d'une
relation liant 1'activité ATPasique (V) et la tension mécanique (T). La
relation %w= £f(V) est une droite dont 1l'équation est %% = 2,944 - 2,973.Vo

(r = .997). A partir de cette équation, la relation liant T i V présentée

d la figure 15 est une hyperbole. Cette relation hyperbolique entre 1'activité

ATPasique et la tension mécanique a déji &té précisée par BENDALL (1953) pour

des fibres traitées comme dans nos conditions expérimentales par le glycérol.

2-6 Conclusion

Dans nos conditions de référence, les myofilaments de crabe, placés
dans un milieu ne renfermant comme anions que les ions Cl  (hormis 1'ATP)
présentent pour une pCa de 4,09 un taux d'hydrolyse d'ATP maximal de 0,826
pMPi/mg.protéines/10 min. Cette valeur est tout 3 fait comparable 3 celle
déterminée par PORTZEHL et al. (1964) sur la méme préparation. Par ailleurs,
la demi-activation apparalt pour une activité de calcium de 3,05.10_6M (KD).
La réaction enzymatique observée dans de telles conditions de ré&férence est
de type bimoléculaire, et peut &tre analysée suivant 1'équation de MICHAELIS-
MENTEN. Les myofibrilles isolées en place nécessitent deux ions calcium pour
le développement du phénoméne mécanique. La cinétique de la tension mécanique,
en fonction de pCa, peut &tre analysée-de deux fagons : soit par le mécanisme
d double déplacement, ou soit par celui d'ASHLEY-MOISESCU (1977). Ce
dernier mécanisme permet en plus de déterminer les deux constantes apparentes
de dissociation (K1 et Kz) des sites M1 et M2 pour le calcium (K1 a une valeur

6

de 1,55.10 "M et K2 une valeur de 3,15.10—5M). La tension maximale dé&veloppée



3 =
~ 2-‘
£
o
o
=
- 7 -

0" [ I 1 L]
(o) 0.25 0.5

0.75 1

pM Pi/mg proteines/10min.
kgure 15

Relation Liant La ftension mécanique developpée par Les myofLibrilles
(Kg.om %) au taux de Pi Libere (WMP.i/mg. proteines/10 min.).
Chaque point pour La tension heprnisente m *

T o (n= 8) et chague point
pour Le taux de PL Libene m* o (n = 5).



46

par les myofibrilles en place est de 2,32 kg.cm—z, elle apparait pour une
pCa de 3,8. Enfin, la relation liant 1l'activité ATPasique et la tension
mécanique est de la forme :

Vo

— -+
To a Vo b

Si cette relation permet une bonne corrélation entre l'activité ATPasique

et la contraction des myofibrilles, elle ne correspond probablement pas &

la r8alité dans la mesure ol les préparations des myofibrilles sont diffé-
rentes suivant que 1'on mesure leur activité ATPasique, ou leur contraction.
Malheureusement il n'a pas &té& possible sur ce type de préparation de suivre
simultanément la contraction sur une période de 10 min. compatible avec une
mesure relativement précise de son . activité ATPasique. En effet, la tension
mécanique, dans les conditions d'isométrie, du fait de la longueur différente

des sarcom@res, ne se maintient pas plus d'une minute.

3) Effet du remplacement des ions Cl par différents anioms :

L'influence des ions Ca'@ sur 1'activité ATPasique et la contraction
des myofibrilles, est &tudiée 3 partir de milieux ol les ions Cl  sont rempla-
cés totalement ou partiellement par les ions CH3COO-, CH3OSOB- ou NOS—'

Une grande variété d'anions est connue pour affecter 1'hydrolyse
de 1'ATP lorsque celle-ci est catalysée par 1'ATPase mitochondriale (EBEL et
LARDY, 1975 ; LOPEZ-ZABALZA et al., 1980) ou 1'ATPase de la myosine (JACOBS
et GUTHE, 1970 ; SEIDEL, 1969, WARREN et al., 1966). En 1980, LOPEZ et al.
montrent que les deux types d'anions, activateur et inhibiteur, sont en com-
pétition pour le méme site de 1l'enzyme. WARREN et al. (1966) démontrent, i
1'aide de techniques physicochimiques que les anions désorganisent en fait

la structure des différentes macromolécules, notamment celle de 1'ATPase de

la myosine.

3-1 Influence des ions CH,COO—

Quelle que soit l'origine de 1'ATPase, 1l'anion acétate (CH,C00 ) a

3
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3 O »
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toujours &té& considéré comme un activateur (WARREN et al., 1966 ; SEIDEL, 1969 ;
JACOBS et GUTHE, 1970 ; EBEL et LARDY, 1975 ; SANTIAGO et al., 1980 ; LOPEZ-ZABALZA

H

et al., 1980).

3-1-1 Ions CH3COO- et Activité ATPasique des myofilaments en fonction de pCa.
a) myofilaments stocké&s en solution de KC1 0,1 M :
En présence de différentes concentrations d'ions CHBCOO-, les relations liné-
aires liant aCa++/V a ag,tt (Fig. 16) permettent de dommer la valeur de 3,49.
10-.6 * 0,3.10-6M pour la constante apparente de dissociation du complexe
protéines - Ca++ ; cette valeur est comparable i celle déterminée dans les
conditions de référence (Cl = 172mEq , KD = 3,05.10-6M Fig. 8). Il est de
plus possible de constater une augmentation de la vitesse maximale d'hydrolyse
de 1'ATP en fonction de l'accroissement de la concentration en ions acétate.
Comme le montrent les figures 16 et 17, la valeur de la constante apparente
de dissociation (KD) du complexe protéine—-Ca, déterminée pour différentes
concentrations d'ions CHBCOO—, est identique. Dans ces conditions, les ions
acétate ne semblent pas modifier 1'affinité du catt pour son site, mais
simplement augmenter la vitesse de disparition du complexe protéine-ATP. Ceci
traduit le fait que 1l'ion acétate intervient en tant qu'activateur ou que
1'ion chlorure vis-d-vis de 1'acétate intervient en tant qu'inhibiteur non
compétitif simple. Un inhibiteur non compétitif simple peut se combiner 3 la
fois avec 1l'enzyme libre et avec le complexe enzyme-substrat. Les inhibiteurs
non compétitifs simples se fixent au niveau d'un site de 1l'enzyme qui est
différent du site actif, ils entralnent un changement de conformation de
1l'enzyme tel que le complexe enzyme-substrat ne peut se former ou se décomposer
3 sa vitesse habituelle. Ainsi, au niveau des myofilaments de crabe, 1'ion C1
pourrait intervenir en se fixant réversiblement sur un groupement fonctionnel
de 1'enzyme indispensable au maintien de sa conformation tridimentionnelle
active., Cette conformation deviendrait de plus en plus active en fonction de

1'augmentation de la concentration en ion acétate. D'ores et déj3, il est possible
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pM Pi/mg proteines;/1omin.

Rgure 17

Taux de PL Libéne (uwMPL/mg.protéines/10 min.) en fonction de pCa
(protiines ayant éte stockées 40 min. dans La sofution de KCL 0,1 M) pour
digferentes concentrations d'acétate et de chlorure ( w , 50mM.CL™ et
122 v CH £007, n, = 0,995 ; O , 76 nM CL* et 98 md CH £O0, n, = 0,998 ;

®,/22 M C&L ot 50 mM CHé.’OO » Ny = 0,994).

La variation de La concentration en CL  est obtenue avec une modification
sdmultange et inverse de La concentration en CH £00.

Dans chaque cas My rneprésente La pente de La relation de HILL.

Chaque point des courbes reprisente mt o (n = 5).

H
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pM Pi/mg proteines/1omin.
&

pCa
Rgure 18

Ingluence des Lons cH §OO' (122 mM) sun La nelation sigmoide Riant Le .
- taux de PL £ibené (WMPL/mg.protéines/10 min.) a pCa. Les myogilaments sont
préalablement stockés dans une solution de KCL 0,1 M pendant 40 min. ( @ )
ou 1020 min. { © }.
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uM Pi/mg proteines/10min.
ﬁ’

o 1 ] 1 . L]
o 25 50 75 125
[CH,CO0TmM
Rgure 19

Relation Liant Le taux de PL &ibéné (wMPL/mg.proteines/10 min.) a La
concentration de CH 3COO- (M) pour une valeur de Aot égale a 87,28.70'éw.
Les myofilaments sont préalablement stockes dans une sofution de KCZ 0,1 M

pendant 40 min ( @ ) ou 1020 min. ( O ).



de postuler un rdle, non pas inhibiteur, mais de régulateur de 1'ion Cl au
niveau du couplage mécano-chimique. Les relations sigmoides représentées 23
la figure 18 montrent, en fonction du temps de stockage des myofibrilles
dans la solution de KCl 0,1 M, une diminution de la vitesse maximale d'hydro-
lyse d'ATP (de 1,46 uMPi/mg.protéines/10 min aprés 40 min, elle passe i
1,115 uMPi/mg protéines/10 min apr@s 1020 min) soit une diminution de 23 Z.
Par contre, la valeur de KD ne varie pas de fagon significative (3,73.10_6M
contre 3,59.10_6M). Cette diminution de V est identique 3 celle établie en
conditions de référence (Fig. 8). De méme, dans tous les cas, la valeur du
coefficient de HILL est trés proche de 1, ce qui signifie qu'en présence
d'ions acétate, la r8action est toujours de type bimoléculaite.

En conclusion, l'activité ATPasique des myofilaments stockés en
solution de KC1 0,1 M posséde, en présence de CH3COO"(Fig. 16, Fig. 17), une
constante apparente de dissociation du complexe enzyme-calcium identique 3
celle de référence avec un accroissement de 1l'optimum d'activité ATPasique ;
cet accroissement dé@pendant de la concentration en ions CH3COO—. Ce dernier
fait est illustré par la figure 19 qui représente le taux maximum d'hydrolyse
d'ATP en fonction de la concentration en ions acétate pour une activité de ca’
constante (81, 3.10-6M), et ce, aprés 40 min. ou 1020 min. de stockage des
protéines dans une solution de KCl 0,1 M. Ainsi, pour une variation de la
concentration en ions acétate de O mM 3 122 mM, 1l'activité ATPasique augmente
de 1'ordre de 47 7 et de 56 % respectivement apr&s 40 min. et 1020 min. de

stockage.

b) myofilaments stock&s en solution de CH3COOK 0,1 M :
En présence d'ions CH3COO-, la relation sigmoide liant le taux d'hydrolyse
d'ATP 3 pCa (Fig. 20), présente un optimum de !,76 uMPi/mg protéines/10 min.
pour une pCa de 4,3 alors que 1l'optimum théorique n'est que de 0,8 60 uMPi/mg

protéines/10 min. dans les conditions de référence. Ainsi le remplacement

de tous les ions Cl par des ions CH3C00_ provoque une augmentation de 125'24.;.

+
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15+

pM Pi/mg proteines/10 min.

05 =

o L} | T 1
7 6 5 4 3
pCa
Kgure 20

Relation Liant'Le faux de PL £ibéré a pCa déteruminée pour une concentra-
tion de CH £00° de 172 nM. Les myofilaments sont priatablement stockés dans
une solution de KCH3C00 0,17 M pendant 40 min. ( ® ) ou 1020 min. ( © ).

Chaque poinkt de La courbe représente m * o (n = 5).
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Rgure ?1

Wiation de La constante apparente de dissociation, KD’ ( A ) et de

La vitesse d'hydrnolyse d'ATP, exprimie en \MPL/mg.protéines/10 min., { ® ),

en gonetion du temps de stockage des prozZines dans La solution de KCH £00 0,1 M.
Les néactions enzymatiques sont néalisies dans une solution rengermant

une concentration d'acétate maximale (172 mf).
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kgure 22

Séparation chromatographique des digférents metabolites de L'ATP, en
tampon Lsobutyrique.
A Cette chhomatoghaphie donne Les résultats de £a dégradation de L'ATP

T
{ AR

) e |
\ Ak
R

2 pan des proziines szockZes dans une sofution de KCL 0,1 M ou de KCH3CO0 0,7 M
par rapport a une solution témoin renfermant de £'ATP, de L'ADP et de £'AUP.
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de 1'activit& ATPasique pour les protéines ayant s&journées 40 min. dans la
solution de CH3COOK 0,1 M, par contre, l'accroissement n'est plus que de 94,5 %
aprés 1020 min. Dans ces nouvelles conditions de stockage des protéines
(KCgBCOQ), une variation de la constante apparente de dissociation du com-
plexe enzyme--Ca++ en fonction du temps, est observée . Cette cons-

tante qui, dans les conditions de référence a une valeur de 3,05.10—6M, aprés
40 min. de stockage dans le CH3COOK 0,1 M, augmente (KD = 4,45.10-6M) pour
ensuite diminuer puisqu'elle n'est plus que de 1,415.10_6M apréds 1020 min.
(Fig. 20). La figure 21 donne la variation de cette constante apparente de
dissociation, ainsi que la variation de vitesse d'hydrolyse d'ATP en fonction
du temps de stockage des protéines en CH3COOK 0,1 M.

La différence observée dans les valeurs de KD déterminées dans les
conditions d'un stockage des proté€ines en solution de KCH3COO 0,1 M peut s'ex-
pliquer en proposant un rdle destabilisant de 1l'ac&tate en absence de chlore
vis-3-vis du site liant le Ca''. La diminution de la valeur de K, en fonction
du temps de stockage des protéines en solution de KCH3COO rend compte d'une
augﬁentation de 1'affinité des sites pour le cat. Ainsi, aprés 1020 min. de
stockage dans 1'acétate, l'affinité des sites pour le calcium est plus impor-
tante de 68 7% qu'aprgs 40 min. de stockage.

L'ion CHBCOO_ apparait donc provoquer une variation de 1l'affinité des sites
pour le ca’™ et une augmentation de l'activité ATPasique par rapport 3 l'ion
chlorure. Cette augmentation de l'activité@ ATPasique par l'acétate peut s'ex-
pliquer par un renforcement de la conformation active de 1'ATPase de la myosine,
mais aussi éventuellement par une activation d'une ADPase qui hydrolyserait
1'ADP en AMP et Pi. Afin de vérifier ce dernier point, une chromatographie a
été réalisée 3 partir de deux lots de protéines stockées dans une solution de

KC1 0,1 M et dans une solution de KCH,C00 0,1 M (Fig. 22).

3

»

Comme pour la mesure de l'activité ATP.asique (voir chapitre technidués,
0,1 ml de suspension de myofibrilles (110§/ml) sont additionnées au milieu

de réaction. D&s lors, 50 ul sont immédiatement prélevés et mis en présence
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RefLation Liant Le taux de Pi £ibéne (i Pi/mg.protiines/10 min.) &
Mg déterminée pour une concentration maximale de CH 3COO~ de 172 M (pCa>D9).
Les myodilaments sont préalablement stockés dans une solution de KCH L00 0,1 M
pendant 40 min.

Chaque point de £a courbe représente m t o (n = 5).

NS
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d'1l ul d'une solution d'ATP marquée au C14, (correspondant 3 0,05 ucCi.).

Apré&s 10 minutes, (temps de ré&action), 30 ul de 1l'incubat sont déposés sur

une ligne tracée 3 9 cm du bord inférieur d'une feuille de papier whatman 3MM
et séchés rapidement afin de stopper la réaction enzymatique. La chromatogra-
phie 3 affinité de phase s'effectue pendant 18 heures environ 3 la température
de 20°C. Elle est réalisée en une seule &tape dans un tampon isobutyrique

(66 ml d'acide isobutyrique, 10 ml de NH4OH concentré et 33 ml d'HZO). La
migration chromatographique des d&rivés de 1l'adénine (ATP, ADP, AMP), se
réalise en fonction de la polarité& des molécules car le papier (cellulose) qui
est trés hydrophile retient tout ce qui est polaire, alors que le solvant
organique (acide isobutyrique) entraine ce qui est moins polaire. Comme le
montre la figure 22, aucune hydrolyse d'ADP en AMP et en Pi n'est visualisée.
L'action de 1l'acétate est donc bien localis@e au niveau de 1'ATPase de la
myosine. De méme, il est possible d'envisager que 1l'acé&tate puisse &tre un
activateur d'une ATPase dépendante du Mg++, puisqu'en présence d'une faible
activité de calcium (pCa»9), une activité ATPasique de 1l'ordre de 0,2 um de
Pi/mg protéines/10 min est observée.

La figure 23 infirme cette hypoth&se puique aucune variation significative

de 1'activité ATPasique n'apparait pour une grande variation de pMg. L'action
de 1'ion CH3COO- est donc bien d'activer 1'ATPase de la myosine dépendante

du calcium. De plus, comme le montre la figure 24, cet effet activateur est
réversible.

Pour 1'étude de cette réversibilité, les dosages enzymatiques sont effectués

d partir d'une méme suspension myofibrillaire divisée en trois parties. Une
d'entre elles est lavée dans la solution de KCl 0,1 M, et les deux autres

dans celle de KCH3COO 0,1 M. Enfin, une des deux derniéres parties est relavée
40 min. ou 1020 min. apr&s dans la solution de KC1 0,1 M. Il est ainsi possible

d'obtenir des myofibrilles en suspension dans une solution ne renfermant queif}v

trés peu d'acétate. Le dosage enzymatique peut alors &tre effectué sur ces
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Quantité de PL Libéné en fonction de L'environnemnet anionique du milieu
de reéaction.

Les points marqués acétate correspondent a £'activite ATPasique mesurée
en présence de cet anion wtilisé en nemplacement des <ions chlore.

Les dosages sont effectuds a partin d'une meme suspension myogibrillaire
divisie en 4 parnties (2 d'entre ﬁlzeé dtant Lavées en milieu sans chlonre).

Les 4L2ches dirnigées verns Le bas, aprés un passage de 40 ou 1020 min. en
acétate, indiquent que ces deux suspensions sont nelavées en milieu de
négenence.

Chaque point de £a figure reprisente m 5 (n=5).
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Taux de P{ Libéne en fonction de pCa (protéines ayant 22 stockZes 40 min.
dans La solution de KCH 3COO 0,1 M) pour differentes concentrations d'acétate et
de chlorure (m , 122 md C& et 50 mM CH§OO- ; nH = .0,898 ; o, 76 md CL et
98 mMd CH 3{.’00-, noy= 0,999 ; @ , 172 mM CHSCOO-, ny = 0,966).

Dans chaque cas ny représente fa pente de La nelation de HILL.

Chaque point des counbes représente m* o (n = 5).
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Fgure 26

Taux de Pi 2ibéné en fonction de pCa (protéines ayant &te stockees 1020 min
dans La solution de KCH 3[300 0,1 M) pour difgerentes concentrations d'acétate
ot de chlorune | m, 122 md CZ™ et 50 mMd CH £00°, nH = 0,876 ; o , 76 MM CL

et 98 mv CH £00, n = 0,97 ; @ , 172 md CH LOO, n = 0,94).
Dans chaque cas nH neprésente La pente de La relation de HILL.

Chaque point des coutbes reprdsente m X o (n = 5).
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lots de protéines ayant séjournées pendant 40 min. et 1020 min. dans une
solution de KC1 0,1 M ou de KCHBCOO 0,1M. La figure 24 traduit la réversibi-
1lité et montre que l'ac&tate n'apparait pas &tre fix8e de fagon covalente 3
un groupement fonctionnel indispensable 3 la catalyse. Ce fait justifie
1'analyse de la cinétique des réactions enzymatiques 3 1'aide de 1l'équation
de MICHAELIS-MENTEN, puisque pour &tudier 1l'activation ou 1l'inhibition d'um
facteur il est nécessaire que la formation des complexes enzymes—substrat-
activateur ou inhibiteur soit réversible.

En présence de différentes concentrations de CH3COO— et dechlorﬁfé
les relations sigmoides (Fig. 25) déterminées 3 partir de la relation de
HAENES, montrent que la valeur théorique de la constante apparente de dis-—
sociation (4,45.10—6M) est identique quelle que soit la concentration en ions
CH3COO_, alors que la vitesse maximale d'hydrolyse d'ATP augmente en fonction
de l'accroissement de la concentration en CHBCOO—. Ce résultat est identique
34 celui obtenu lors du stockage des myofilaments en solution de KCl 0,1 M
(Fig. 17). L3 encore, l'acétate apparait intervenir comme un activateur et 1l'iom
chlorure comme un inhibiteur non compétitif simple.

Pour les protéines stockées dans l'acétate pendant 1020 min. les
relations sigmoides liant la vitesse d'hydrolyse de 1'ATP # pCa (Fig. 26),
montrent une diminution de la valeur de la constante apparente de dissociatiom
et une augmentation de la vitesse maximale d'hydrolyse d'ATP en fonction de
1'accroissement de la concentration en iom CH3OO-. Ce fait rend compte 13
encore d'un rdle activateur de cet anion. Toutefois, en ce qui concerne la
variation de la constante apparente de dissociation, elle ne peut &tre uni-
quement imputable 3 un effet du stockage, mais &galement due 3 un effet de la
concentration finale d'acétate sur l'affinité du site calcique dans la mesure
oli cette constante varie en fonction de la concentration en acétate. Sur des

protéines stock8es dans 1l'ac&tate depuis 1020 min., cet anion apparait &tre
i e

encore un activateur (augmentation de 1'hydrolyse de 1'ATP en fonction de '

1'augmentation de la concentration en acétate), mais 1'ion chlorure n'apparait plus
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kgure 27

Retation en. double rieiprogue 1/ Va 1/as ++ (orotiines ayant &te
stockies 1020 min., dans La sofution de KCH 3OO 0,1 M) pour différentes concen-
thations d'acétate et de chlorure ( m , 122 M C&™ et 50 mM CH 3COO— ; O,
76 MM CL et 98 mi CH3COO- ; @ , 172 md CH3COO—).

Les points correspondent aux valeurs moyennes expérimentales.
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intervenir comme un inhibiteur compétitif simple, (la valeur de KD diminuant
en fonction de la diminution de la concentration enzehlorure). Afin d'obtenir
de plus amples renseignements sur le type d'inhibition produit par les ions
Cl™ la "lindarisation" en double réciproque de la relation de MICHAELIS et
MENTEN montre que les diverses droites obtenues suivant les concentrations
en acétate et chlorure se coupent toutes 3 gauche de l'axe des ordonnées, en

-~

un point d'abcisse correspondant 3 une valeur de a, ++ de 7.10_5Mf(Fig1 27). Ce

Ca
résultat caractérise un type d'inhibition connu sous le nom d'inhibition non
compétitive mixte. Il s'agirait domc d'ume inhibition due 3 la déformation de
1l'enzyme sous l'effet des iomns chlorure conduisant 3 la fois 3 une diminution

de 1'affinité et 3 une réduction du pouvoir catalytique. Ces deux effets
n'intervenant statistiquement pas forcément pour les mémes concentrations en
inhibiteur (chlorure). Enfin comme dans toutes les conditions de stockage des
protéines le coefficient de HILL est tr&s proche de 1 cela implique que la
réaction reste de type bimoléculaire.

En conclusion : la compétition entre les ions ac8tate et chlorure
dépend de la dur&e de stockage des prot&ines en solution de CH3COO 0,1 M. Pour
des protéines ayant sé&journées 40 min. dans 1'acétate, 1l'ion chlorure intervient
en tant qu'inhibiteur non compétitif simple, alors que pour les protéines
ayant séjournées pendant 1020 min., il intervient en tant qu'inhibiteur non
compétitif mixte. Toutefois, dans les deux cas, il apparait que 1l'ion acétate
puisse étre considéré comme un activateur. Cet effet activateur est illustré
d la Figure 28 qui montre que, quelle que soit la durée de stockage des protéines
dans une solution de KCH3COO 0,1 M, la vitesse d'hydrolyse de 1'ATP est fonction
de la concentration en ion CH3COO-.

Ainsi, apr@s 40 min. de stockage, pour une variation de la concentration en

acétate de 50 mM 3 172 mM, 1'activité ATPasique augmente environ de 95 % alors

e

que l'accroissement n'est que de 49 % aprds 1020 min. de stockage. RN
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pM Pi/mg_proteines/10min.

o L] ] L 1 ] ]
50 75 100 128 B0 178
[cH,C00TmM
Hgure 78

Relation Liant Le taux de PL Libéné a La concentration de CH £00™ (nM)
pour une valewr de Ao tt ggale a 5.70'5M. Les myofilaments sont prialablement

stockds dans une solution de KCH £00 0,1 M pendant 40 min. ( m ) ou 1070 min.

( O ).
Chaque point de La coutbe heprésente m T o (n=5).
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Refation Liant La tension mécanique (Kg.cm-z), développée par Les
myofibrilles & £'activits de caleium en présence de 172 mM d'acitate.




T(Kg.cm-?)

kgute 3

Relation Liant La tension mécanique (Kg.cm'z), développée par Les
myo gLbrilles, a pCa en présence de 172 md d'acltate. :
La courbe en thait plein est thacée a partin de L'équation du mécanisme
-a double déplacement, celle en pointillée a partin de R'équation du schéma
d'ASHLEY-MOTSESC U (1977).

\‘. \_*‘ u,i.
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3-1-2- Ions CH3COO- et contraction des myofibrilles en fonction de a PR

C
La relation liant la tension mécanique développée par les myofibrilles

en fonction de a, ++ en présence d'ions acétate (Fig. 29) conserve comme dans

Ca

les conditions de ré&férence un aspect hyperbolique. L3 encore deux phases
apparaissent : une phase d'activation et une phase d'inhibition. Par contre,
la pente concernant la phase d'activation est plus importante puisque 1'optimum

de 2,37 Kg.c:m--2 est atteint pour une a,_++ de 2,58.10_5M contre 16.10—5M en

Ca

référence (Fig. 12-13).

Afin de mieux préciser le rdle de 1'ion acétate dans le développement de la
tension, les relations déterminées 3 partir du schéma 3 double dé&placement ou
du schéma de ASHLEY-MOISESCU (1977) traduisant 1'effet coopératif des ions
Ca++, ont &té &tablies.

A partir du schéma 3 double déplacement la relation (Fig. 30),liant la tension

au logarithme décimal de 1l'inverse de a, ++, permet de d&terminer

Ca

. .. . -2
un optimum thé&orique de contraction de 3,18 Kg.cm =, et une constante K,
. . -6 .
qui représente la somme de K1 et KZ’ de 9,94.10 M. Connaissant la valeur de
Tmax théorique, il est alors possible d'étudier la relation liant la contraction

a pCa++ selon le modéle de ASHLEY-MOISESCU (1977) permettant 1'é&valuation de K,

et K2. Tout comme dans les conditions de référence, la figure 30 montre une
trés légére différence entre la relation obtenue 3 partir du sché@ma 3 double

déplacement, et celle 3 partir du schéma d'ASHLEY et MOISESCU. La relation

6

d'ASHLEY-MOISESCU permet de déterminer un K, de 0,89.10 'M et un K, de 9,16.

1 2

-6 .. ez . -
10 "M. Par rapport aux conditions de référence, il apparait d'une part une

augmentation de la tension maximale (3,18 Kg.cm—2 contre 2,78 Kg.cm-z), et

6

d'autre part une diminution de K M et 9,16.10—6M contre res-

6

, et K, (0,89.10°

pectivement 1,55.10 M et 3,15.10_5M). Le point le plus important qui doit

R,
P - - PR P e Fer
étre dégagé concerne ar rapport aux conditions de référence, l'augmentatibsmi’® )
b b4 ‘ ;1. ?

'n\‘ iy ;

T gmgn

de Tm ; augmentation qui peut d'ailleurs &tre reliée 3 celle observée pour

1'activité ATPasique.
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Tension mécanique développée par Les myofilaments (Kg.cm'z, O ) et taux

de PL £ib2né (WMPLi/mg.protéines/10 min.; @ ) en fonction de pCa.
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3-1-3- Corrélation entre l'activité ATPasique et la tension :

La figure 31 montre’ les deux relations liant d'une part la contrac-
tion et d'autre part la vitesse d'hydrolyse de 1'ATP 3 pCa. Entre les deux
courbes, il apparait un parfait parallélisme, le décalage &tant de 0,4 unité
pCa. Comme dans les conditions de référence, il existe donc une &troite rela-
tion liant les deux phénoménes. Cette relation exprimée 3 la figure 32 a &té
obtenue 3 partir de la relation linéaire suivante : Vo/To = 1,256-0,323Vo
(r = .989). La relation liant To 3 Vo est donc 13 encore une relation hyper-
bolique. Toutefois, il est 3 noter une diminution de la pente de la relation
(-0,323 contre -2,97 en référence). Cette diminution de la pente de la relation

"mauvais rendement" lors de la conversion de 1'énergie

linéaire rend compte d'un
chimique 1lib&rée par 1l'hydrolyse de 1'ATP en énergie mécanique.

En accord avec les ré&sultats de JACOBS et GUTHE (1970), il semble
que l'ion CH3COO’ agit sur l'actomyosine de crabe comme activateur en augmentant
1'affinité des sites pour les ioms Ca++, mais aussi en modifiant directement
ou indirectement le site actif responsable de 1'hydrolyse de 1'ATP. Nos
résultats sont également en accord avec ceux obtenus par WARREN et al. (1966),
SEIDEL (1969). Pour ces auteurs, la modification du site actif serait essen-
tiellement die 3 un changement de conformation de la protéine, imputable au
groupement méthyl de 1l'acétate. Dans le but de vérifier cette influence éven-
tuelle du groupement méthyl, 1'&tude des ions méthylsulfate (CH3OSO3-) a 8té

réalisée.

3 H

3-2 Influence des_ions CH,0S0

Contrairement 3 l'acétate, beaucoup moins de travaux concernent les

effets du méthylsulfate sur l'activité ATPasique de 1'actomyosine et sur la

. 3

tension mécanique développée par les myofibrilles isolées.
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3~2=1- Ion CHBOSO3- et Activité APTasique des myofilaments en fonction de pCa :

a) Myofilaments stock&s en solution de 0,1 M :

En présence de différentes concentrations d'ions CH3OSO " les relations sig-

3
moides liant la vitesse d'hydrolyse d'ATP 3 pCa (Fig. 33), déterminées 3 partir
de la relation linéaire de HAENES, montrent que :
- d'une part, l'hydrolyse d'ATP maximale théorique (0,86 uMPi/mg.protéines/
10 min.) ne varie pas en fonction de 1l'augmentation de la concentration en
méthylsulfate (taux maximum d'hydrolyse semblable au taux déterminé dans les
conditions de référence).
- d'autre part, en fonction de la concentration en CH30503— la valeur de KD
augmente et donc l'affinité du site pour le calcium diminue. Ainsi, comme le
montre la figure 33, la valeur de KD qui est de 3,05.10-6M en conditions de
référence passe 3 I,OI.IO—SM en présence de 122 mM de méthylsulfate et 50 mM
de chlorure.

Des résultats obtenus, il ne semble pas que les ions CH3OSO = modi-

3

fient la vitesse de disparition du complexe myofilament-ATP, mais diminuent

et sz . . ‘s ++
1'affinité du site actif pour 1'ion Ca .
Ceci permet d'avancer l'hypoth&se que 1l'ion CH30803 intervient en tant qu'in-
hibiteur compétitif puisque quelle que soit sa concentration, le méme taux
maximum d'hydrolyse est atteint. L'inhibition compé&titive se rencontre géné-
ralement dans le cas oli 1'inhibiteur est un analogue chimique du substrat, en

1'occurence le calcium, il existe dés lors une sorte de compdtition entre

1'inhibiteur et le substrat pour le centre actif. L'inhibiteur peut former un

complexe avec 1l'enzyme, et bien que ce complexe soit dissociable tant que

1'inhibiteur demeure fix&, il occupe une partie plus ou moins &tendue du

centre actif et empé&che alors la fixation du véritable substrat. Il en résulte
RN
H

NP
une augmentation de la constante apparente de dissociation (KD) de 1'enzyme'" ;
R

pour le substrat, alors que l'optimum de la réaction n'est pas modifiée. Ce-

pendant, en ce qui concerne notre analyse, le méthylsulfate n'est pas un
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de chbowe (O , 17214 CL, ny= 0,987 ; w , 122 mid CZ et 50 nM CH SO
ny.= 0,993 ; , 76 md CL et 98 mM CH :§)303, ny = 0,987 . ; 50 Ml CeT et
122 mM CH30303-, 'nH = 0,97).

Dans chaque cas, ny reprisente La pente de La nelation de HILL.

Chaque point des courbes représente mt 5 (n = 5).
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Taux de PL £ibéré en fonction de pCa (protéines ayant éte stockées 40 min.
dans La so0fution de KCH 3 0S80 3 0,1 M) poun digferentes concentrations de méthyl-
sulfate et de chlorure (m , 172 mM CHé)SOs, ny = 0,966 ; o , 76 md CL et
98 md CHé)SOs, ny = 1,0% ; O, 122 mh C&L et 50 mM CHg)SOs‘, ny = 0,953.

Dans chaque cas ny représente La pente de La relation de HILL.

Chaque point des cowrbes repnésente m f o (n=75).
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analogue chimique du calcium et par comnséquent, ce type d'inhibition ne
devrait pas pouvoir s'appliquer. Toutefois, MONOD (voir PENASSE, 1974), a
montré que ce type d'inhibition pouvait s'appliquer dans 1e cas des enzymes
oligomériques. Ainsi, la fixation du substrat ou de 1'inhibiteur, chacun sur
un site particulier, s'accompagne d'une dé&formation de 1'enzyme. Cette défor-
mation peut atteindre la région du site de fixation du substrat et par consé-
quent défavoriser cette derniére fixation. Il en résulte alors un comportement
compétitif, et ce méme pour des ligands n'ayant pas le méme site de fixation.

Des enzymes sont dits oligomériques lorsqu'ils contiennent deux ou
plusieurs chaines polypeptidiques séparées. C'est le cas de 1'ATPase myofibril-
laire dans la mesure oli le site actif liant 1'ATP est situé sur la chaine
légére de la myosine et ol le site de fixation du calcium est situé au niveau
de la troponine C ou au niveau de la chafne lourde de myosine ; de ce fait,
dans le cadre de notre &tude, 1l'hypoth&se de MONOD peut s'appliquer et permet
d'expliquer 1'inhibition compétitive entre le calcium et le méthylsulfate.

En conclusion, l'activité ATPasique des myofilaments stocké&s en
solution de KC1 0,1 M en fonction de pCa mais aussi en fonction de la concen-
tration en ions CH3OSOS— ou C1~ (Fig. 33), présente une augmentation de la
valeur de la constante apparente de dissociation du complexe enzyme-calc{ﬁﬁ
qui suit 1'augmentation de la concentration en CH3OSO3-,~a10;s que 1'optimum
d'activité ATPasique est identique. Ceci est confirmé puique la figure 34
montre que le taux d'ATP hydrolysé pour une activité de ca’’ constante (161,28
10-6M) est indépendant de la concentration en Cl et en CH3OSO3—,

De plus, dans tous les cas, la détermination du coefficient de HILL
donnant une valeur tré&s proche de 1, montre queila réaction reste toujours de

type bimoléculaire.

b) Myofilaments stockés dans la solution de KCH3OSOB.O,1.M.

En présence uniquement d'ions CH3OSO3— la relation sigmoide liant le taux R

d'hydrolyse d'ATP a pCa (Fig. 35), présente un’taux-optimum-d*hydrolyse d'ATP

de 0,41 pMPi/mg.protéines/10 min. Ainsi, le remplacement de tous les ions Cl
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Quantite de PL Libene en fonction de 2'environnement andionique du milieu
de nréaction.

Les points marnqués méthylsulfate conrespondent a L'activité ATPasique
mesurle en présence de cet anion utilise en remplacement de L'ion chlore.

Les dosages sont efpectués a partin d'une méeme suspension myogLbrillaire
divisie en 2 parnties (L'une d'entre elles dtant Lavée en milieu sans chlore).

La 4Léche dinigée vens Le bas, aprés un passage de 40 min. en méthylsulgate,
Lndique que cette suspension est nelavie en miliew de néférence.

+

Chaque point de La gfigure représente m > o (n = 5).
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par des ions CHBOSOB— provoque cette fois une diminution de 52 7 du taux
maximum d'hydrolyse d'ATP par rapport aux conditions de référence.
En présence de différentes concentrations d'ions CH3OSO3-, les relations
sigmoides (Fig. 35) déterminées 3 partir de la relation lindaire de HAENES,
montrent, comme dans le cas des proté&ines stockées dans la solution de KC1
0,1 M, que l'optimum d'activité ATPasique est indépendant de la concentration
en ions Cl™ et CH30503-. En ce qui concerne la valeur de la constante appa-
rente de dissociation du complexe calcium—enzyme, elle est 13 encore propor-
tionnelle & 1'augmentation de la concentration en CH3OSO3_. D'autre part,
comme dans le cas des protéines en présence d'ions CH3COO_, les effets du
éHBOSO3_ sur l'activité ATPasique sont parfaitement ré&versibles (Fig. 36).

I1 semble donc que le méthylsulfate n'affecte pas de fagon drastique
la conformation de l'actomyosine, par consé&quent 1l'analyse de la c¢inétique
de la réaction enzymatique 3 1'aide de 1'&quation de MICHAELIS-MENTEN, est
possible. De plus avec MONOD, il peut &tre envisagé 1'hypothé@se d'une
40805

De plus, la diminution de 1l'optimum d'activité ATPasique observée dans le cas

inhibition de type compétitif produite par les ions CH

des protéines stockées en CH3OSO " doit &tre interprétée comme la conséquence

3

du mode de stockage de ces protéines.
Ces résultats concernant les effets du méthylsulfate mettent une fois de plus
en valeur le rdle important joué par 1l'ion C1™. Ainsi, lors du stockage des

protéines en solution de KCH3OSO (absence de chlorure), l'enzyme acquiert une

3

configuration moins active que lors d'un stockage des protéines en KCl 0,1 M.

Cette modification de la configuration enzymatique peut &tre dfie probablement

3 une liaison du méthylsulfate sur un site liant les anions, cette liaisom
étant'l4ache," car la réversibilité est possible (Fig. 36).

En conclusion, la courbede la figure 37 qui représente le taux d'ATP hydrolysé en

-

fonction de la concentration en chlorure pour une a, ++ constante (161,3.10-6M),

Ca
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Relation Liant La temsdon mécanique (Kg.cm_z) , développée par Les myofL-
brilles, & pCa en présence de 76 md de CL™ et de 98 mM de CH £SO 3_.

La courbe en thait plein est tracie a partin de L'équation du méeanisme
a double déplacement, celle en pointilles a partin de L'équation du schéma
d"ASHLEY et MOISESCU (1977).
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confirme le maintien de 1'activité ATPasique & un taux constant &gal 3 environ
50 7 du taux maximal atteint dans les conditions de ré&férence.

Enfin, la détermination du coefficient de HILL donne 13 encore une
valeur proche de 1, signifiant donc que la ré&action en présence de CH3OSO -

3
reste de type bimolé&culaire.

3-2-2- Ion CH30503— et contraction des myofibrilles en fonction de aCa++ :

Les myofibrilles isolées 3@ 1'aide des diverses solutions mais ol
les ions Cl~ sont remplacés par les ioms CHBOSOB_ (voir chapitre techniques),
ne peuvent, développer quelle que soit 1l'activité de calcium, qu'une tension
mécanique au plus égale 3 0,3 kg.cmfz. C'est la raison pour laquelle les ré-
sultats exposés ci-dessus concernent la contraction de myofibrilles isolées.i
partir de solutions ne renfermant que les ioms Cl~ : les ioms CH3OSO3— n'étant
introduits que dans les diverses solutions de contractiom.

Tout comme dans les conditions de référence, la relation liant la
tension mécanique développée par les myofilaments en fonction de~aCa++ conserve
pour la phase d'activation un aspect hyperbolique, et présente &galement une
phase d'inhibition, comme le montre la figure 38. L'optimum de 2,32 kg.cm—2
est atteint pour une activité de calcium de 4.10_4M, alors qu'il l'éfait dans

4

les conditions de référence pour une valeur de a, ++ de 1,61.10 ''M.

Ca
I1 apparait ainsi qu'en présence de CH3OSO3— les myofibrilles dé&veloppent une
tension maximale &quivalente 3 celle déterminée dans les conditions de réfé-
rence . Afin‘de mieux préciser le rdle de CH3OSO3— dans le développement de la
tension, ont &té établies les relations déterminées 3 partir du schéma i double
déplacement et de celui de ASHLEY-MOISESCU (1977). A partir du schéma 3 double
déplacement, la relation de la Fig. 39 liant la tension mécanique & pCa permet de
déterminer un optimum de contraction de 2,94 Kg/c:m-2 at une constante K qui repré-
sente la somme de K1 et K2 de 1,28 10-4M. Connaissant la valeur de Tmax.mhéofique,

il est possible d'étudier 1'évolution de la contraction en fonction de pCa (Fig. 39)

4 1'aide de la relation de ASHLEY-MOISESCU et ainsi d'é&valuer les valeurs de
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ReLation Liant La temsion mécanique développée par Les myopibrilles
(Kg.cm_z) aux taux de PL £ibéné (um Pi/mg. protéines/10 min).

Chaque point de La tension représente mt o (n = §) et chaque point pour
Le taux de PL Libérné mt o (n = 5).
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K1 et K,. Comme dans tous les cas précédemment Etudiés, la figure 39 montre une
légére différence entre les relations détermines & partir du schéma 3 double
déplacement et 3 partir du schéma d'ASHLEY-MOISESCU. Cette derniére relation
permet de déterminer une valeur de K1 de 1,6.10-5M et de K, de 1,09.10_4M. Ces
constantes sont bien plus grandes que celles obtenues en conditiomns de ré&férence,
(respectivement 1,55.10'6M et 3,15.10—5M). Comme pour i'activi?é ATPasique le
maximum de tension atteint est le méme que dans les conditions de référence,

T, . . ++
seule semble &tre;affectée l'affinité des sites pour les ions Ca . !

3-2-3- Corrélation entre l'activité ATPasique et la tension :

La figure 40 qui traduit la contraction des myofibrilles ainsi que
leur activité ATPasique en fonction de la pCa, montre encore une &volution
paralléle des 2 courbes avec un décalage de 2,1 unité pCa.

I1 est donc encore possible de déterminer une relation entre 1'acti-
vité ATPasique et la tension mécanique. Cette relation donnée i la figure 41
est hyperbolique puisqu'elle est &tablie 3 partir de 1'équation linéaire :
Vo/To = 1,608 - 3,383 Vo (r = .982)

En méthylsulfate, contrairement 3 ce qui &tait observé en présence
d'acétate, il apparait que la pente de la relation (-3,383) est peu différente
de celle déterminée en conditions de référence (~2,973). Ce fait signifie que,
pour une méme tension, il faille autant d'ATP hydrolysé en présence d'ions
CHBOSO3- qu'en présence d'ions C1  d'ol un "rendement" mécanique comparable.
Toutefois, il faut préciser qu'en présence de méthylsulfate, pour obtenir une
activité ATPasique et une tension mécanique identiques 3 celles observées en

présence de chlorure, il est nécessaire que l'activité de Ca soit beaucoup -

plus importante.

3-2-4~ Conclusion : ‘hﬁi,’

Que ce soit sur des protéines stockées en solution de KC1l 0,1 M ou
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Hgure 47

Taux de PL £ibéné en fonction de pCa (protéines ayant ete sitockies 40 min
dans La solution de KCL 0,1 M) pour différentes concentrations de mithate et
de chlorune | A, 172 mi C&7, n y= 0,987 ; O , 76 nM CL et 9§ mM NO , :
= 0,811 ; ® , 50 md C& et 122 M NO ., n, = 0,862.

Dans chaque cas ny nepnésente La pente de La nefation de HILL.

Chaque point des courbes repnésente m * o (n = 5).
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de KCH3OSO3 0,1 M, les ions CH3OSOB_ n'agissent pas sur l'actomyosine en tant
qu'activateur comme 1l'ion CH3COO-, mais en tant qu'inhibiteur "compétitif". De
plus, le stockage des proté@ines dans la solution de méthylsulfate, ou 1l'absence
de chlorure conduit 3 une diminution de 52 7 de 'l'activité ATPasique.
L'isolement des myofibrilles 3 l'aide de solutions dont 1'ion chlorure est
remplacé par 1'ion méthylsulfate permet le développement ultérieur d'une ten-
sion au plus égale 3 0,3 kg.cm—z. L'ensemble de ces ré&sultats concernant les

effets des ions CH3OSO3 ne permet pas de conclure avec WARREN et al. (1966),

SEIDEL (1969) que le groupement méthyl de l'acétate soit responsable

de l'activation, puisque deux ions ayant en commun un groupement CH3 se

montrent, l'un activateur (CH3COO—) et 1'autre, inhibiteur (CH30803—).

3-3- Influence des ions NOB_ :

Quelle que soit 1'origine de 1'ATPase, 1l'anion NO3 a toujours &té

considéré comme un inhibiteur (WARREN et al., 1966 ; SEIDEL, 1969 ; JACOBS et
GUTHE, 1970 ; SANTIAGO, 1980 ; LOPEZ-ZABALZA et al., 1980).

Notre choix s'est donc porté sur 1'étude de cet anion, d’'une part parce qu'il
est connu comme un agent potentiateur de la contraction sur la fibre squelet-
tique et d'autre part, parce qu'il est généralement réputé, comme cela est
précisé ci-dessous, comme un inhibiteur des ATPases. Si la contraction est
proportionnelle A& 1'activité ATPasique, l'ion NO3_ ne devrait pas étre consi~-

déré comme un potentiateur direct de la tension mécanique mais indirect par le

biais de changement de perméabilit&s ioniques membranaires.

3-3-1- Ions N03- et activité ATPasique des myofilaments en fonction de la pCa :
a) Myofilaments stockés en solution de KC1 0,1 M
En présence de différentes concentrations d'ions NO3-, les relations sigmoides

liant la vitesse d'hydrolyse d'ATP a pCa (Fig. 42), déterminées 3 partir de 1la

relation linéaire de HAENES, montrent une augmentation de la valeur de la
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Relation Liant Le taux de PL Libéné a La concentration de NO 3_ (mi) pour
'@M. Les myofilaments sont préalablement

stockes dans une solution de KCL 0,1 M pendant 40 min.

Chagque point de La courbe représente m* o (n = 5).
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Quantité de PL Libérni en gonction de L'environnement anionique du milieu
de réaction.

Les points marquiés nitrate correspondent a L'activité ATPasique mesure
en présence de cet anion utilisé en remplLacement des Lions chlore.

Les dosages sont efpectuls a partin d'une meme suspension myosLbrillaire
divisée en 7 parties (L'une d'entrne elles étant Lavie en miliew sans chlore).

La 4Leche dirnigée verns Le bas, apres un passage de 40 min. en nitrate,
indique que cette suspension est rnelavie en milieu de rZgerence.

Chaque point de La gigure représente m* o (n = 5).
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constante apparente de dissociation du complexe enzyme-calcium ainsi qu'une
diminution de l'optimum d'activité ATPasique en fonction de 1'augmentation

de la concentration en nitrate. Ainsi, une &lévation de la concentration en

nitrate de OmM 3 122 mM. augmente la valeur de K de 3,05.107° 2 6,07.10 %

et diminue l'activité ATPasique maximale th&orique (0,851 uMPi/mg protéines/

10 min. & 0,469 UMP{ /mg protéines/10 min.).

Ces résultats Précisent, en ce qui concerne 1l'activité ATPasique, que

1'ion NO3- intervient en tant qu'inhibiteur. Ce type d'inhibition ne peut &tre

défini correctement puisque pour une faible concentration de NO3 ce n'est que

la vitesse d'hydrolyse d'ATP qui est modifiée, alors que pour une forte concentra=

tion, c'est 1'affinité d'un site pour le calcium qui est modifiée (Fig. 42). La

figure 43 montre que le taux maximum d'ATP hydrolysé, & pCa constante (3,81)

(d8pend de la concentration en ions NO, . Pour une variation de la concentration

en nitrate de OmM 3 120 mM, 1l'activité ATP?siquq diminue de 1'ordre de 45 Z.

b) Myofilaments stockés dans la solution de KNO, 0,1 M

3
En présence de différentes concentrations d'ions NOS-’ les relations sigmoides

(Fig. 44) déterminées 3 partir de la relation linéaire de HAENES montrent que
1'optimum d'activité ATPasique qui est par ailleurs plus faible que dans les

conditions oli les protéines sont stockées en solution de KCl 0,1 M, diminue

.

d'autant plus que la concentration en ions NO3 est plus importante.
Par ailleurs, la constante apparente de dissociation augmente avec 1'augmentation
de la concentration en N03—. Ces modifications dans 1'affinité et dans 1'effi-
cacité ne sont pas imputables 3 une dénaturation de 1l'enzyme car la figure 45
montre que les effets des ions nitrate sont parfaitement réversibles en dépit
d'un stockage de 40 min. des prot&ines dans une solution de nitrate.

En présence de NO3_ la réaction enzymatique est toujours de type

bimoléculaire puisque la valeur du coefficient de HILL donne toujours une valeur

trés proche de 1. Au vu de l'ensemble de ces résultats, il est difficile

‘de définir un type bien précis d'inhibition. La figure 46 traduisant
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Relation Liant Le taux de PL Libéné a La concentration de NO g (nM) pour

une valeun de Aot ggale a 755.10'@w. Les myogilaments sont préalablement

stockes dans une solution de KNO 30,7 M pendant 40 min.
Chaque point de La courbe représente mt o (n = 5).
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le taux maximum d'ATP hydrolysé en fonction de la concentration en ions NO3 ,

pour une pCa constante (3.80), ré@sume l'inhibition imposée par cet anion
sur 1'optimum d'activité ATPasique. Ainsi pour une variation de la concentration

en nitrate de 50 mM 3 172 mM, 1'activité ATPasique diminue de l'ordre de 36 7.

3-2-2- Ion NO3- et contraction des myofibrilles en fonction de ag,tt ¢

-~

Que ce soit 3 partir des myofibrilles isolées par l'intermédiaire de
solutions ne contenant comme anions que des ioms Cl1 ou N03—, aucune tension
mécanique de valeur supérieure i 0,09 kg.cm—2 n'a pu &tre enregistrée ; les
myofibrilles en place pré&sentent une tr&s grande fragibilité. De ce fait,

aucune corrélation entre la tension mécanique et l'activité ATPasique n'a pu

étre effectuée.

3-3-3~ Conclusion :

Que ce soit sur des protéines stockées en solution de KCl 0,1 M ou
de KNO3— 0,1 M, le nitrate agit en tant qu'inhibiteur. Dans deux cas, aucun
type bien précis d'inhibition ne peut &tre défini.

L'absence de résultats concernant la contraction des myofibrilles en présence

d'ions NOB— montre bien que les ions NO3 , considé&rés dés 1950 par KAHN et SANDOW
comme des potentiateurs de la contraction, n'augmentent la force contractile
des myofibrilles, au niveau de la fibre musculaire intacte, que par le biais

de leur influence sur les perméabilités ioniques membranaires.
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L'étude du couplage excitation-contraction de la fibre musculaire
striée de crabe a conduit 3 1l'analyse de l'activité ATPasique et de la contrac-
tion des protéines de structure, et a ré&vélé une parfaite corrélation entre
ces deux phénomdnes, que ce soit en présence d'ioms Cl , CH3COO- ou d'une

association Cl et CH30803-.

A - Activité ATPasique :

a) Protéines stock&es dans une solution de KC1 0,1 M :
Dans les conditions de référence (172 mM de C1 ), certaines caractéristiques de
la réaction enzymatique tel que KD et Vmax ont pu &tre détermines i partir
de 1'8quation de MICHAELIS-MENTEN (KD = 3,05.10-6M ; Vmax = 0,851 uMPi/mg
protéines/10 min.). Le remplacement de 122 mM de Cl par 122 mM de CHBCOO‘,

de CH3OSO3— ou de N03— conduit 3 une modification soit de la valeur de Ky, donc

de 1'affinité des sites pour le calcium, soit de la valeur de Vmax, ou des deux.
En ce qui concerne l'acétate, que ce sait 3d partir de protéines ayant séjournées
40 ou 1020 min. dans la solution de KCl 0,1 M, seule Vmax est modifide (augmen-
tation). ;Cela tend 3 prouver que, d'une part l'acétate intervient comme un
activateur, et que d'autre part le stockage des proté&ines dans la solution de
KC1l 0,1 M n'a pas perturbé 1'affinité de 1'enzyme pour le Ca++, puisque Ky

méme apré&s 1020 min. conserve la méme valeur. De plus, la représentation de
LINEWEVEAR~-BURK (Fig. 47) montre que l'ion chlorure vis-d-vis de 1'ion acétate
intervient en tant qu'inhibiteur non compétitif simple. Le rdle des ions chlo-
rure serait donc de maintenir une certaine conformation de 1l'enzyme, confor-
mation qui est modifiée en présence d'acétate en un &tat plus actif. En présence
de 122 mM de méthylsulfate, seule la valeur de KD augmente, ce quil traduit une
perte d'affinité des sites pour les ionms ca'’. Ceci traduit 1e. fait que 1l'ion

méthylsulfate intervient en tant qu'inhibiteur compétitif (Fig. 47). La fixation

du méthylsulfate sur 1'ATPase s'accompagne d'un changement de conformation de



1/aca++(x105)

Rgure 47

o Représentation en double réciproque de 17 Ven fonction de I/a.C ot et en

(\QL‘:}L ) fonction de L'environnement anionique du milieu de réaction.

- La droite manquie nitrate, méthylsulfate, ou acétate correspond @ La
relation deéterminde pour L'activité ATPasique en prisence de 122 nd de ces

anions utilisés en remplacement des Lons chlore. Les myogilaments sont pre-

alablement stockés dans une sclution de KCZ 0,1 M pendant 40 min.
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1'enzyme; cette modification atteignant le site de fixation du calcium,
défavoriserait la liaison du calcium sur son site, sans pour autant affecter

le site d'hydrolyse de 1'ATP puisque le taux d'hydrolyse maximal est comparable

3 celui de référence.

Par contre, en présence d'ions NOB—, si la réaction est encore de type bimo-
léculaire, des différences notables sont observées tant au niveau de la valeur

de KD qu'au niveau du taux maximal 4'ATP hydrolysé (Fig. 47). En effet, la valeur

de K, est considérablement augmentée et est associée 3 une forte diminution de Vmax.

Dans ces conditions, comme le montre la figure 47, 1'inhibition est complexe

puisque 1l'ion NO3 affecte 3 la fois les valeurs de KD,de Vmax et de la pente

de la droite correspondant 3 la représentation en double réciproque.
Les effets de ces différents anions CHBCOO-, CH3OSO3-, NO3_ au niveau
de 1'hydrolyse de 1'ATP par 1l'actomyosine, peuvent finalement, au vu de nos

résultats, @tre schématisés de la fagon suivante :

Acétate Méthylsulfate
Nitrate
v -/\- ,
Activité@ ATPasique Site calcique

b) Protéines stockées dans les solutions de KCH3COO—, KCHBOSO3-

ou de KNO3 :

Quel que soit 1'anion utilis& dans le milieu de stockage (CH,COO , CH,0SO.

3 37773 0
NO3_), la représentation de LINEWEVEAR-BURK (Fig. 48) montre que, par rapport
au milieu de référence, il est impossible de d&finir un type biem précis
d'inhibition.

Méme aprés un stockage des protéines en milieu KCH3COO 0,1 M, 1'acétate
tout en diminuant l'affinité des sites pour le Ca++ par rapport au milieu de ré&fé-

rence, accroit cependant la valeur maximale du taux d'hydrolyse d'ATP. Le méthyl-

sulfate affecte & la fois, comme d'ailleurs le nitrate, l'affinité du site pour le
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Rgure 48

Représentation en double réciproque de 1/ Ven fonction de 7/aCa++ et en
gonction de L'environnement anionique du milieu de raction.
Eﬁa. La droite manquée nitrate, méthylsulfate ou acétate correspond a La
; nelation déterminée pourn L'activiti ATPasique en présence de 172 m de
ces anlons utilises en remplacement des Lons chlore. Les myofilaments sont
préalablement stockés dans une solution contenant L'anion & etudier.



calcium et 1'hydrolyse d'ATP : 13 encore, il est possible de schématiser les

effets de ces anions de la fagon suivante :

Acétate Méthylsulfate Nitrate

+ -

Activité ATPasique Site calcique

-~

Le stockage des protéines en présence de ces anions conduit 3 une modification
de la conformation de 1l'enzyme qui affecte 3 la fois le site d'hydrolyse de
1'ATP et le site liant les ions ca' .

En résumé, les anions apparaissent augmenter 1l'activité ATPasique
de 1l'actomyosine du muscle strié squelettique de crabe suivant la série
CH3COO-)>CI-:>CH3OSO3—:>N03—. Des résultats "similaires" avaient &t& obtenus
3 partir de 1'ATPase myofibrillaire du psoas de lapin par WAREN et al. (1969)
et SEIDEL (1969). En accord avec ces auteurs, l'ac&tate intervient bien sur
1'actomyosine comme un activateur. Ce réle activateur pour ces auteurs serait
di 3 un changement de conformation de la protéine, changement imputable au
groupement méthyl de 1'ac&tate. Cependant, 3 1l'encontre des auteurs cité@s ci-
dessus, les effets activateurs ne semblent pas attribuables a4 la présence du

groupement CH, puisque 1'ion acétate et 1'ion méthylsulfate conduisent 1'un

d un effet activateur, l'autre 3 un effet inhibiteur.

B- Tension mécanique :

De 1l'analyse des résultats exposés précédemment, il ressort que

97

P Py . ++ . - :
dans les conditions de référence, deux ions Ca  sont requis pour le dévelop—

. . ++ . .
pement d'une tension. Ces deux ioms Ca se fixent sur deux sites Ml et M2
avec des constantes K| et K,, constantes déterminées & partir de 1'équation
de ASHLEY-MOISESCU (1977).

Par rapport aux conditions de référence, l'acétate diminue 3 la fois la valeur
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de Kl et K, et donc, augmente l'affinité de ces sites pour les iomns Ca
tandis que le méthylsulfate augmentant les valeurs de K1 et'Kz, diminue &
1'inverse l'affinité de ces sites pour ces ioms ca’".

De plus, en accord avec les travaux de JACOBS et GUTHE (1970), les ioms CH3COO_
renforcent la tension mécanique développée par les myofibrilles de 1'ordre de
20 7. Pour ces auteurs, ce renforcement serait di & une variation de pH

qui, en modifiant la densité des charges des prot&ines, augmenterait
1'amplitude de la contraction. Il ne semble pas que cette interprétation puisse
8tre retenue puisque dans toutes nos conditions expérimentales, le pH des

-~

diverses solutions a été rigoureusement maintenu constant 3 une valeur de 6,8.

C - Relation entre Activité ATPasique-Tension :

I1 est possible en présence d'ion d'acétate, méthylsulfate ou chlore,
d'obtenir une bonne corrélation entre l'activité ATPasique et la tension méca-
nique, ceci permettant de mieux comprendre le réle des anions dans le couplage
mécanochimique, mais surtout de montrer le rdle important joué par les ions
Cl~ au niveau de ce couplage.

En effet, la suppression des ions Cl de la solution et leur remplacement par

des iomns CH3COO_ conduit 3 une forte augmentation de 1'activité ATPasique, alors

que la contraction des myofibrilles n'est pas augmentée dans les mémes proportions.

Ceci montre que, tout au moins dans nos conditions expérimentales, 1'énergie
libérée par le clivage de 1'ATP n'est pas totalement utilisée pour produire

la tension mécanique. Il se dégage dés lors une notion de rendement, qui peut
s'exprimer par le rapport de la tension mécanique sur le taux d'hydrolyse
d'ATP. Il apparait ainsi que suivant 1'espéce anionique en présence, le rende-
ment varie ; en présence d'ions €1 ou CH3OSOB— le rendement est identique,
alors qu'en présence de CH3OCOO_ il est bien plus faible. Enfin, il est néces-
saire de préciser que nos conditions d'isolement des myofibrilles sont

différentes suivant que nous étudions leur activité ATPasique ou leur
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contraction. Quoiqu'il en soit, une méme relation hyperbolique liant la
tension mécanique au taux d'hydrolyse d'ATP a &té mise en &vidence pour les

différents anions.

L'ensemble de ces résultats tend donc 3 mettre en évidence
le rb6le régulateur des chlorure tant au niveau de 1l'activité AIPasigug
qu'au niveau de la tension. Son rdle serait de maintenir une conformation
active de l'enzyme, afin d'obtenir une tension mécanique maximale avec une
hydrolyse moindre d'ATP et, &galement de préserver l'affinité des sites liant
le calcium.
Classiquement, les études entreprises jusqu’3 maintenant concernant le couplage
excitation—-contraction, consistent 3 enregistrer deux phénoménes, 3 savoir :
d'une part, le phénoméne &lectrique, et d'autre part, le phénoméne mécanique.
I1 apparait, tout au moins pour la fibre de crustacé&, qu'il gojit trés difficile

de cerner 3 partir de l'enregistrement de ces deux paramé&tres, 1'ensemble des .-

&tapes du couplage excitation~contraction. Il semble en effet, au vu de nos
résultats, indispensable de bien connaitre les diverses &tapes correspondant
3 1'activité enzymatique des protéines céntractiles. De plus, il est nécessaire
lorsque le couplage excitation—contraction des fibres musculaires est &tudié,

de bien connaitre les répercussions des modifications ioniques extracellulaires

sur l'activité des ions intracellulaires qui, comme nous venons de le voir, .

retentit sur le taux d'hydrolyse d'ATP et aussi sur 1'amplitude de la contraction.
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