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CHAPITRE I 

GENERALITES 



A - INTRODUCTION 
Parmi 1 es nombreuses propriétés des ce1 1 ules vivantes, la plus 

caractéristique, la plus générale, est Io motilite. Elle se traduit par 
un changement " actif " de la structure cellulaire et cela, 

contrairement aux mouvements passifs des mol écules 1 iés 2 1 'agitation 
thermique et qui se font parfaitement au hasard en ne consommant que de 
1 'énergie cinétique. Les mouvements ce1 lu1 aires, en effet, sont toujours 
associés au niveau moléculaire à deux protéines particulières encore 
appelées protéines fibreuses : la myosine et 1 'actine . L' interaction 
entre ces deux composants se traduit par une consommation d'énergie 

obtenue par hydrolyse de l'adénosine triphosphate ( ATP ). Chez les 
vertébrés, la motilité cellulaire est le fait de cellules spécialis6es : 

1 es myocytes ou ce1 1 ul es muscul aires . 

B - LES SYSTEMES MUSCULAIRES 

Selon leur origine embryologique, la différenciation des 
myoblastes conduit à la formation de trois types fondamentaux de 
cellules ou fibres musculaires : les fibres musculaires 1 isses, striées 

cardiaques et striées de muscle squelettique . En général, les cellules 
s'associent et sont en rapport direct avec les élements conjonctifs, es 
axes vasculaires et nerveux. ... 

Relativement peu différenciees, les cellules musculaires lisses 
sont des éléments al 1 ongés de dimension microscopique, qui forment 
l'essentiel de la tunique musculaire des artères, des viscères et de 
leurs canaux excréteurs. Elles sont l'essentiel des sphincters. Les 
fibres musculaires lisses ont une contraction lente et soutenue. 

Bien que d'origine mésenchymateuse, les ce1 1 ules musculaires du 
myocarde sont cependant de type striées . Ce sont des cellules de petite 
taille, ramifiées et anastomosees en réseau synticial qui les 
distinguent ainsi des fibres striées de muscle squelettique. 

D'origine épithéliale, le tissu musculaire strié de muscle 
squelettique est formé d'el éments indépendants très al 1 ongës ( plusieurs 

cm ). Ce sont de véritables cellules géantes responsables de 1 'activité 

contractile dont dépend la vie de relation. Elles constituent les fibres 
musculaires liées au squelette, fibres qui ont été particulièrement 
étudiées et parmi lesquelles deux types de fibres striées ont été mises 

en évidence selon leur abondance respective en myofibrilles et aussi en 



fonction du contenu du sarcoplasme : les fibres rouges e t  les fibres 
blanches . Aujourd'  hui , grâce à des méthodes immunohistochimiques, 
quatre types de fibres striées ont été caractérisées sur 1 a base de leur 
propriétés enzymatiques e t  contractiles ( Gauthier e t  1982 [283 ) 

( Tableau 1 ). 

C - ORGANISATION DES FIBRES MUSCULAIRES 

1 - LA FIBRE MUSCULAIRE STRIEE : 
Pour donner une description générale, nous nous référons à 

1 'organisation de la fibre musculaire striée ( type IIb blanc a 
contraction rapide ) du muscle squelettique. Limitée par  une membrane 
( le  sarcolemme ) la fibre est  une cellule multinuclée q u i  peut 
contenir jusqu 'à  plusieurs centaines de noyaux. Ces noyaux, très 
allongés, sont disposés en périphérie selon le grand axe de la fibre. 

Ce1 le-ci comporte, en pl us des noyaux, un cytoplasme ( - l e  sarcoplasme ) 
où des éléments te l s  que des mitochondries, appareil de Golgi, grains de 
glycogène . . . apparemment aussi repousses en périphérie. La majeure 
partie de la cellule est structuree en colonnettes ( colonnettes de 

Leydig ) résultant de 1 ' assemblage de plusieurs myofibrilles ( Fig. 1 ) 
Le 1 ong de chaque myof i bri 1 l e ,  1 'examen microscopique montre une 

alternance régulière de zones claires isotropes ( Bandes 1 ) et  de zones 
sombres anisotropes ( Bandes - A ). Les bandes A présentent a leur partie 
moyenne une bande transversale plus claire 8 limites floues, la s t r i e  de 
Hansen ( Bande H ) Dans la bande H es t  centrée une mince ligne 
transversale facilement colorable : - la ligne - M . La ligne M est 
elle-même encadrée par - les sous-lignes - H . Les bandes 1 sont séparees en 
deux par une cloison transversale très nette : la s t r i e  Amici ou -- s t r i e  Z 
( Fig. 1 . L'espace compris entre deux stries Z correspond - au 
sarcomère, qui est  1 'unité contractile, e t  qui a été schématise dans la 
figure 2. Une remarquable démonstration de cette striation a été donnge 
par 1 'étude de la structure filamentaire des myofibrilles par 
microscopie Glectronique : le  système contractile d ' u n  sarcomère se 
compose de filaments épais ( 16 nm ) e t  de filaments - fins ( 5 nm ), 

disposés cote à côte dans un double r6seau hexagonal ( Fig .  2 ) . 
Les filaments épais occupent la partie centrale du sarcomëre à 

l'emplacement de la bande A. I l s  presentent en leur milieu un 
renflement, marquant la ligne M. Les filaments fins s'insèrent sur les 
s t r ies  Z,  i l s  occupent les bandes 1 e t  pénètrent entre les filaments 



TABLEAU 1 : LES DIFFERENTS TYPES DE FIBRES MUSCULAIRES 
( D'après Gauthier - et al 1982 1281 ) 

ADL = Muscle Antérieur Dorsi Latissimus 
PDL = Muscle Postérieur Dorsi Latissimus 



LE MUSCLE 
COUPE SCHEMATIQUE r 

FAISCEAU DE FIBRES DE LA FIBRE MUSCULAIRE 

FIGURE 1 : LES NIVEAUX D'ORGANISATION DANS UN MUSCLE SQUELETTIQUE STRIE 

Colonne 
glycogene 



-----BANDE 1 ++ BANDE A - 
HEMI-BANDE I ZONE H I 

LAMENTS 

EPAIS 

I 

STRIE Z 
/ 

I LIGNE M STRIE '. Z 

bande A 
iigne M 

bande 1 

F1,GlJUR 2 : REPREÇENTA,TIQN SCHEDATIQUE DE L 'UN ITE  CONTRACTILE DU MUSCLE 

L E  SARCOMERE 

Des coupes transversales permettent de mettre en évidence l'organisation 

spatiales des myofTlaments . Au npveau de la bande A, les filaments épais et 

fins se chevauchent, Au ntveau de la bande 1, les filaments fins d'actine sont 

seuls p~ésents. Au nfveau de la ligne R, les protéines N forment des ponts 

favorisant une metlleure cohéston des ftlaments épais. 



épais pour former les parties latérales de la bande A. Leur absence dans 
la partie médiane de la bande A crée la zone plus claire H. Leurs 

extrémités s ' interpénètrent avec ce1 1 es des fi 1 aments fins du sarcomère 
voisin formant un double système de ponts à l'intsrieur de la strie Z 
( Fig. 2 ). 

II - LA FIBRE MUSCULAIRE LISSE : 
Les fibres musculaires lisses sont sans striation visible au 

microscope à contraste de phase, lorsque le muscle est au repos, et 

elles ont des caractères tout à fait différents de ceux des fibres 
musculaires striées. Elles sont beaucoup plus courtes, plus fines et 
ont, en règle générale, la forme d'un fuseau effile à ses extrémites. 

Elles ne possèdent qu'un seul noyau situé dans une partie renflée. La 
membrane plasmique de la cellule lisse offre un certain nombre de 
particularités structurales comme des invaginations ( occupées 
fréquemment par du collagène ) et des vésicules superficielles qui 

jouent un rôle dans le transport et le stockage des ions. En microscopie 
électronique, la cellule lisse contient de nombreux filaments dont le 
calibre ( de 5 à 7 nm ) est identique à celui des myofilaments fins et 
épais de la fibre striée. Orientés selon le grand axe de la cellule, 
ils sont 1 iés çà et là en petites gerbes au niveau de corps denses de 

forme oblonge ( les corps denses correspondent en quelque sorte aux 
stries Z du muscle strié ). 

De nombreuses techniques comme 1 'extraction différentiel le, les 
fractionnements sur gel , 1 'analyse biochimique, 1 ' immunofl uorescence 
etc. .., les resultats ont montré que les filaments sont constitués 
principalement de myosine pour les filaments épais et d'actine pour 
les filaments fins. Cependant, 1 'analyse plus fine par électrophorèse en 
gel de polyacrylamide en présence de SDS met en évidence 1 'existence de 

nombreuses autres protéines myofi bri 1 1  aires ( Fig. 3 ) . Ces différentes 
protéines pour la plupart très bien " caractérisées " voient toutefois 
leur rôle encore mal défini. Dans les paragraphes suivants, nous avons 

tenté de centrer notre sujet en apportant une description des 
principales protéines contractiles et cela en distinguant filament fin 
et filament épais. 
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FIGURE 3 : Analyse par électrophorèse en gel de polyacrylamide en 
présence de SDS des protéines rnyofibri 1 1 ai res de musc1 e 
squelettique de Lapin ( D'aprës Etlinger & Fishman 1972 ) C24 3 

Dans les conditions d'extraction utilisées par Etlinger 1 Fisman ( 1 à IV ), 
différentes protéines myofi bri 1 lai res sont obtenues : TM = Tropomyosi ne ; 
T à T = les Troponines ; LI , L2 & L3 = les trois chaînes légères de l a  
mjos i n? . 



D - LES PROTEINES CONTRACTILES DU FILAMENT FIN 

1 - COMPOSITION DU FILAMENT FIN : 
La structure du filament fin dans son détail a été obtenue grâce à 

des travaux de microscopie électronique et de diffraction aux rayons X .  

Au microscope électronique, le filament fln se présente ainsi sous la 

forme de deux brins torsadés en hélice dont le pas est de 72 nm. Les 
brins sont constitués d'éléments globulaires de 5,5 nm de diametre 

( Huxley 1963 [48] ) : les molécules de G-actine ( Fig. 4 ). 

Par des methodes imnunochimiques, il  a été possible de caractériser 
dans ce filament fin : 

- un filament très fin de 2 nm de diamètre qui s'étend sur toute 
la longueur de la double hélice d'actine et qui y est logé dans sa 
gorge. Ce filament est constitué de tropomyosine contenant deux 

chahes polypepti diques très sembl ab1 es s 'enroulant 1 ' une autour de 
l'autre. Ce filament de tropomyosine est long de 40 nm et i l  

s'étend sur 7 molécules de G-actine ( Taylor 1972 Cl151 ). 
- des molécules globulaires qui forment le complexe des troponines 

et qui sont réparties tous les 40 nm environ. Ce complexe est 

légërement al longé et i 1 est comparable en tail le a celui de la 
G-actine ( 6,5 nm ). Ce complexe est constitue de trois chahes 

polypeptidiques présentes approximativement en rapport équimolaire 
la troponi ne-T ( TN T ) , 1 a troponi ne-1 ( TN 1 ) et 1 a troponi ne-l 
( TN C ). Ce complexe est lié au filament fin par les filaments de 
tropomyosine ( Taylor 1972 Cl151 ) . 

11 - L'ACTINE : 
L'actine est une protéine ubiquitaire, " universelle " puisqu'elle 

a pu être identifiée jusqu'à présent dans le cytoplasme de plus de 
cinquante ce1 lules eucaryotes différentes aussi bien animales que 
végétales : comme par exemple dans le cytoplasme de 1 'algue verte 
Nitel la, 1 'enveloppe du virus Myxovirus influenza, dans les ce1 lules 
nerveuses ( où elle pourrait assurer le transport axonal ) etc.. . . 

L 'acti ne représente 25% des proteines myofi bri 1 1  aires du muscle 

( Pornio et Pearson 1977 [lOO] ) et el le est caractérisée comme un 
filament de 5 à 7 nm de diamètre, constituée par polymérisation de 
plusieurs monomZSres de G-actine. Le monomere de G-actine ( de poids 
moléculaire 43.000 environ ) est une chaîne polypeptidique de 374 



F I G U R E  4 : Organisation des protéines d u  f i  lament f i n  
( D'après Gilli's 1 9 7 5  C303 ) ,  



résidus dont la structure primaire a été complétement déterminée pour le 

muscle squelettique de Lapin ( Efzinga et al. 1973 [22]). Les monomères 

de G-actine ont la capacité de se disposer par polymérisation de f a c o ~  à 

former une torsade a double brins : la F-actine. Une caractéristique 

importante des molécules de 6-actine est de ne pas a r e  sphérique de 

façon symétrique, ,si bien qu'il est possible de distinguer une partie 
antérieure et une partie postérieure. Lorsque les molécules d'actine 

s'assemblent en filament de F-actine, i l  est donc possible de 

reconna? tre une polarité au filament. L 'Glongation s 'effectue toujours 

dans le même sens, c'est à dire que la partie antérieure du monomère 

s'assemble a la partie postérieure d'un autre monomtire en respectant un 

certain angle et en donnant un aspect torsadé au fi lament fin. 

L 'actine participe 6 de nombreuses interactions moléculaires, mais 
ce1 les-ci paraissent être des plus importantes dans la ce1 1 ule 
musculaire ( Tetaert 1980 Cl161 ) Les principales interactions de 

1 'actine musculaire sarcomérique sont sa 1 iaison aux cations divalents 
2+ ( Ca2+ et Mg ), sa liaison avec les nucléotides (ATP et ADP ), son 

interaction avec le complexe tropomyosine-troponines et surtout son 

interaction avec la myosine. Cette dernitire propriété est d'ailleurs un 

moyen de " caractériser" l'actine car i l  est possible de " décorer " 
1 es fi 1 aments avec des sous-fragments HMM-S1 ( cf. paragraphe myosi ne )de 

la myosine qui apparaissent alors en microscopie électronique organisés 

sous forme " d'épi" caractéristique. 

111 - LA TROPOMYOSINE : 
La tropomyosine ( de poids moléculaire 68.000 ) est une proteine 

compl étement hé1 icoïdal e formée de deux brins torsadés . En microscopie 
électronique, i l  nous a été possible de 1 'observer sous forme de 

paracristal caractéristique ( Fig. 5 ). Lors de 1 'étude de la structure 

de la tropomyosine de muscle squelettique de Lapin, i l  a ét? montré que 

1 'action d'agents réducteurs permet la 1 i bération de deux chabes 

polypeptidiques presque identiques ( Woods 1969 Cl391 ) : une forme a 
(poids moléculaire 36.000 ) qui contient un seul résidu de cysteine et 

une forme ( poids moléculaire 32.000 ) qui contient deux résidus de 

cystéine. L 'une des caractéristiques essentiel 1 es de ces deux formes a 

et B est 1 'absence de résidu de proline dans leur composition en acides 
aminés ( Taylor 1972 [115]), ce qui donne à 1 'édifice moléculaire une 
structure tridimensionnelle complétement hélicoïdale. 



FIGURE 5 : Observat ion d ' u n  p a r a c r i s t a l  de Tropomyosi ne 
en mi~croscopie  é l e c t r o n i q u e  de c o n t r a s t e  de phase 
montrant  s a  s t r i a t i o n  c a r a c t é r i s t i q u e  
( X 120,000 ) 



La répartition des deux formes a et f3 varie en fonction de l'espèce 

et du muscle étudié . Les microhétérogénéités observees par isoélectro- 
focalisation ( Cummins et Perry 1973 Cl31 ) ont éte attribuées aux 

formes phosphorylées des tropomyosines ( Lewis et Smil lie 1980 [73] ). 

I V  - LE COMPLEXE DES TROPONINES : 
Le complexe des troponines est constitués de trois protéines 

distinctes : la TN T capable de se lier 8 la tropomyosine, la TN 1 qui, 
une fois phasphorylée, inhibe 1 'activité ATPasique de 1 'actomyosine et 

la TN C qui fixe le calcium. 
1') LA TROPONINE-T ( TN T ) : 

Du complexe des troponines, la TN T est la protéine dont la taille 
moléculaire est la plus élevée. Cependant, de nombreuses études sur la 

TN T ont montré que selon les espèces, i l  existe une grande 

hétérogénéité concernant son poids moléculaire apparent : 

par exemple, la TN T de muscle squelettique chez le Lapin possède un 
poids moléculaire d'environ 37.000 alors que chez le Poulet la TN T 
possède un poids moléculaire de 45.000 ( Weber et Murray 1973 Cl291 ; 

Hitchcock et al 1973 [44] ). 

La structure de TN T la mieux connue est celle extraite de muscle 
squelettique de Lapin. Elle correspond à une chaqne polypeptidique de 

259 residus ( PM = 30.503 daltons ) dont le résidu en position 

N-terminal e est N-bloqué ( acétyl -séri ne ) . La prddiction de structure 

secondaire selon la méthode de Chou et Fasman ( 1978 ) Cl01 a permis de 
construire un modèle mcléculaire avec 37% d' hi51 ice a dont deux longs 

segments hélicoïdaux entre résidus ( 80-102 et 122-146 ). A partir de ce 

modèle moléculaire, Pearlstone - et al ( 1976 1941 ) en ont déduit que ces 

deux régions hé1 icoïdales sont indispensables dans le phénomène 

d'interaction avec la tropomyosine ( Fig. 6 ). Ainsi, les sites de 

phosphorylation de la TN T en position Nol et en position N0149 ou 150 
peuvent-i 1s être nettement différenciés. Pour Pearl stone - et al ( 1976 

Cg41 ): 
* le site 1 se trouve dans une region très acide correspondant de 

ce fait à la zone d'interaction TN T- TN 1 dont le caractère très 

basique serait 1 'élément favori sant 1 e rapprochement et " 1 'accrochage " 
i ntermol écu1 aire. 

* le site 149/150 a lui une spécificité : l'interaction TN T - 
tropomyosine. 



F I G U R E  : S T R U C T U R E  D E S  T R O P O N I N E S  

( A ) S t r u c t u r e  t r i ' d imens ionne l le  de l a  Tro  onine T de muscle 
*976 E923 ) .  s q u e l e t t i q u e  de Lapin ( D'après Pea r l s tone  -e 

Dans l e  t e x t e ,  nous décr ivons  l e s  d i  fférent-teracti  b n s  de 
l a  TN T avec l e s  a u t r e s  p r o t é i n e s  d u  f i l amen t  f i n .  

( B ) S t r u c t u r e  s econda i r e  de l a  Troponine C ( D'apres Kre t s inge r  
e t  Nockolds 1 9 7 3  C65J ) .  Les s i t e s  de f i x a t i o n  des ions  calcium 
s o n t  en tou rés  de zones hé l i co7da le s  ( E  , F ) hydrophobes, 
a p p a r a i s s a n t  en t r a i t  p l  us marqué. 



Dans cette étude, i l  est intéressant de sou1 igner qu'à partir d'une 
prédiction de structure secondaire i l  est possible de déduire les 

probables interactions entre protéines contractiles. 

2") LA TROPONINE-1 ( TN 1 ) : 

La TN 1 apparatt sous de mu1 tiples formes moléculaires qui sont 
spécifiques des différents types de ce1 1 ul es muscul aires striées ( Dhoot 
et al 1978 C161). Comme pour de nombreuses protéines contractiles, - 
l'extrémité N-terminale de la TN 1 est N-bloquée par un résidu de 
N-acétyl sérine. La comparaison des sequences de TN 1 de muscle 

squelettique de Lapin avec celle extraite de muscle squelettique de 
Poulet montre le caractère très conservatif de la structure des TN 1 : 

seulement 34 mutations sur 182 résidus et une délétion de trais résidus 
en position 152-154 . Par contre, la comparaison des séquences de TN 1 
de muscle squelettique et de celle de muscle cardiaque révèle très peu 
d'homologie si ce n'est dans la région présumée de liaison avec 
l'actine, région responsable de l'inhibition de l'actomyosine ATPase. Ce 

fait est à rapprocher du caractêre très conservatif de 1 'actine quelque 
soit le type de muscle envisagé. Les différences les plus importantes 
sont retrouvées dans la région N-terminale qui apparaît être le site le 

plus probable de fixation de la TN C ( Wilkinson et Grand 1978a Cl353 ). 

Les sites majeurs de phosphorylation sont connus et sont le fait 
d' une phosphoryl ase kinase et d 'une protéi ne kinase AMP-cycl ique 

dépendante. Pour la TN 1 de muscle squelettique de Lapin i l  s'agit des 
résidus de thréonine ( position 37 ) et de sérine ( position 146 ) qui 
sont les sites phosphorylés ( Wilkinson et Grand 1978b LI361 ). 

3") LA TROPONINE-C ( TN C ) : 

La TM C possède un poids moléculaire variable selon le muscle 
étudié : de 20.000 daltons pour la TN C de muscle cardiaque et de 18,000 

daltons pour celle de muscle squelettique ( Greaser et Gergely 1971 

[37] ). La TN C est une protéine riche en résidus d'acides aminés 
chargés négativement qui sont souvent group6s en doublet ou en triplet. 
La comparaison des structures primaires de TN C avec celles des 
calciprotéines ( la parval bumine de Carpe par exemple ) a permis de 
proposer une structure tridimensionnelle ( Collins 1974 Cl11 ; 

Kretsinger et Barry 1975 C663 ) : la TN C apparaît constituée de quatre 
régions distinctes ( 1 a IV ) et dans chaque région sont retrouvés de 
nombreuses homologies de sequence en particulier dans le si te de 



fixation des ions calcium. Des régions hélicoïdales entourent chaque 

boucle du site calcique ( Fig. 6 ). Les sites 1 et II sont les sites 

spécifiques du calcium tandis que les sites III et IV sont des sites 
calcium-magnésium de faible affinité ( Leavis et Kraft 1978 [70] ). 

E - LES PROTEINES CONTRACTILES DU FILAMENT EPAIS 

1 - COMPOSITION DU FILAMENT EPAIS: 
Les filaments épais de la fibre musculaire striée ont un diamètre 

de 13 nm et une longueur de 1.500 nm environ. Dans le cas du muscle 

lisse, les filaments épais ont une longueur variable, un diamètre de 10 
à 35 nm mais n'apparaissent généralement en microscopie électronique que 

4 

lorsque le muscle est contracté. 

Les fi 1 aments épais sont des fi 1 aments cyl indri ques aux extrémités 
coniques et sont principalement constitués de myosine. Ils ont dans la 

partie médiane un épaissement de 60 à 70 nm qui paraît plus dense en 
microscopie électronique ( la ligne M constituée de M-protéines ). De 
part et d'autre de la ligne M, les filaments épais sont décorés de 
projections latérales ( longues de 7 à 10 nm ) régulierement arrangées 
qui correspondent aux têtes globulaires des molécules de la myosine 

( Pepe et Drucker 1979 [951 ) et chaque plan est séparé du suivant de 
14,3 nm ( Huxley et Brown 1967 [511 ). Les têtes globulaires ou 
projections sont disposées selon une hélice dont le pas est de 42,9 nm 

( Fig. 7 ). 
Une coupe transversale de la partie mediane du filament épais 

révèle 1 'existence d'autres protéines que la myosine ( Fig. 2 ) : les 
protéines M qui s'organisent en filament de 5 à 6 nm ( les filaments 

W ).  Ces filaments M sont parallèles aux filaments Gpais de myosine - 
auxquels ils sont reliés par des ponts ( les ponts M ) de 4 nm de 
diamètre. 11 existe 3 à 5 ponts M le long de la ligne M qui sont 
distants les uns des autres de 20 nm. La principale fonction des 

M-protéi nes est d 'assurer 1 a cohésion entre toutes les protéines du 
filament Gpais au niveau de la ligne M. 

Deux types de M-protéines ont ét6 caractérisées. Le premier 
composant adhere directement aux filaments épais ( Eaton et Pepe 1972 
[17]; Mani et Kay 1978 [81] ). Cette M-protéine a une constante de 
sédimentation d'environ 5 S et un poids moléculaire de 165.000. C'est 
une protéine monocaténaire contenant 13% d'hélice a et 35% de structure 
f3 ( Landon et Oriol 1975 [69] ).  
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FIGURE 7 : ORGAN E A T T O N  D U  F I L A M E N T  E P A Z S  ( A  ) & 

S T R U C T U R E  G E N E R A L E  D E  LA M O L E C U L E  D E  M Y O 3 7 N E  (B) 



Le second composant ( PM = 88.000 daltons se présentant sous f o m e  
de dimère ) a été identifié et possede une activité créatine-kinase 

( Turner et al 1973 Cl191 ). Cette protéine pourrait aussi jouer un rôle 
d'agent de pontage entre les différentes molécules de myosine ( Walliman 

et al 1975 Cl261 ). - 
Au total les bl-protéines auraient surtout pour rôle de maintenir 

les filaments @pais dans leur propre alignement quand la distance 

i nter-f i 1 amentaire augmente lors du raccourcissement du sarcomère 

( Knappeis et Carlsen 1968 [631 ). 
La protéine-C est une autre protéine qui assure la cohésion du 

filament épais ( Fig. 7 ). C'est une proteine monocaténaire de 140.000 
da1 tons représentant 2% des protéines myof i bri 1 1  aires. Des études de 

dichroïsme circulaire ont montré que son taux en hélice a est nul, que 
sa structure secondaire est 50% en feuillets fi et 50% en pelote 

statistique. Sa fonction exacte n'est pas bien définie, mais il  

semblerait qu 'el le agisse comme une pince afin d'éviter la dislocation 
du filament épais au moment de la formation des complexes d'actomyosine. 

La protéine-C pourrait également avoir une fonction régulatrice bien 
qu'elle ne possède pas d'activité ATPasique et ne fixe pas les ions 

calcium en présence de magnPsium ( Offer 1973 Cg21 ). 

11 - LA MYOSINE: 
Dans les cellules musculaires, la myosine est le constituant majeur 

du filament épais et elle représente 55 à 60% des protéines 

myofibril laires totales. La myosine en catalysant 1 'hydrolyse de 1 'ATP 
procure l'énergie necessaire aux systemes contractiles. Le poids 
moléculaire de la myosine de muscle squelettique de Lapin, étabf i par 
ultracentrifugation analytique, est de 468.000 da1 tons ( Gershman - et al 
1969 1291 ). 

1") ORGANISATION GENERALE DE LA MOLECULE DE MYOSINE : 
La myosine est une protéine fibreuse qui se presente sous la forme 

d'un long bâtonnet de 156 nm et de 2 nm de diamgtre, termine à l'une de 
ses extrgmités par deux têtes globulaires ( Fig. 7 ). Par la technique 

de 1 ' ombre tournante en microscopie électronique, la myosine ressemble â 

une canne de golf a deux têtes, chacune d'elles longues de 19 nm et plus 
larges vers son extremité où elle atteint un diamètre de 6,4 nm ( Offer 
et El liot 1978 Cg31 ). La plus grande partie de la molécule ( 85 à 90% ) 



est représentée par un dimère dont les chaqnes polypeptidiaues sont 

constituées par environ 1.800 à 2.000 résidus d'acides aminés ( 

Chaines Lourdes CHCI ). Ces deux chabes, qui constituent " le manche 
de la canne de golf ' ou encore " la queue du bâtonnet " de la myosine, 
sont enroulées à 90% en hé1 ice a et sont disposées para1 lélement. Elles 

s'étendent jusque dans les têtes globulaires ( région N-terminale de la 

molécule ) où el les perdent pratiquement leur structure en hélice a 
( Fig. 7 ). Des sous-unités légeres ( les chaînes légeres ) liées de 

façon non covalente aux chafnes lourdes représentent 15% du poids de la 

myosine et sont si tuées exclusivement au niveau des têtes globulaires. 

Le nombre et le poids moléculaire des chat nes légeres sont variables 

d'une espèce à 1 'autre, d'un type de musc1 e à 1 'autre. Ces notions sont 
détaillées ultérieurement en précisant les rapports structure-fonction 

bi 01 ogi que. 

2") DONNEES STRUCTURALES : 

Comme lors des travaux de structure des immunoglobulines, la 

molécule de myosine a été connue et précisee a travers des hydrolyses 
enzymatiques limitées. Ainsi, après action de la trypsine, la myosine se 

scinde en deux fragments : les MEROMYOSINES ( Fig. ) 

- La méromyosine légère ( ou LMM ) ( PM = 140.000 da1 tons ) d'une 

longueur de 84,5 nm très hélicoïdale et insoluble dans l'eau. 

- La méromyosine lourde ( ou HMM ) ( PM = 340.000 da1 tons ) d'une 

longueur de 57,5 nm au contraire très soluble dans l'eau. 

Après action de la papaïne, l'attaque enzymatique libère d'une part 

un sous-fragment 1 ( - HMM-SI ou SF-1 ) de poids moleculaire 115.000 

identifié exactement à la tête globulaire de la myosine où se trouvent 

les sites actifs, et, d'autre part un fragment appelé myosine-rod 

correspondant a la partie hélicoïdale de la molécule. 
Par action prolongée de la papaïne ou de la trypsine, on peut 

obtenir le sous-fragment 2 ( - HMM-S2 ou SF-2 ) de poids mol@culaire 

apparent de 60.000. Ce fragment parfois appelé " Hinge " est la région 
flexible de la myosine qui est considéree comme la pièce d'articulation 

myosine-actine. 

Enfin, 1 'action 1 imitée de la chymotrypsine permet une 1 ibération 

plus spécifique du fragment HMM-SI et avec de meilleurs rendements 

( Weeds et Taylor 1975 Cl341 ).  



3") ACTIVITESATPASIQUB ET MYOSINE : 
L ' adénosine tri phosphate peut être hydrolysé par 1 a myosi ne. La 

réaction produite peut s 'écrire de façon simplifiée : 

MYOSINE 
ATP + HiO ADP + Pi + H + 

Cette transformation est exothemi que et dans les conditions 
physiologiques la chaleur dégagée est d'environ 12 ti 13 Kcal par mole. 5 
Kcal proviennent de 1 'hydrolyse tandis que les 7 a 8 Kcal 

supplémentaires proviennent de la neutralisation du proton ( Morel et 

Pinset-HZrstrEm 1975 C881 ) . Le mécanisme d'hydrolyse de 1 'ATP par la 

myosi ne est beaucoup pl us complexe. De nombreuses revues général es ont 
été éditées 8 ce sujet et de nombreux mecanismes ont été décrits dans le 
détail (Mannherz - et al 1973 [821 ; Shulka et al 1979 Cl071 ; More1 1984 - 
[871 ....). 

Cette activité enzymatique AT~asi que ( ou ATP-phosphohydrol ase E. C. 
3.6.1.3. ) de la myosine est fortement modifiée in vitro par toute une 

série de facteurs : force ionique élevée, présence de cations divalents, 

f'excês de substrat et même par des éléments du filament fin, en 
particulier l'actine. Aussi, i l  est possible de mesurer : 

- L 'activi te ATPasique ca2+-dependante qui est 1 'activité propre de 
la myosine avec les ions calcium comme activateur ( activation obtenue 
pour des concentrations de 1 'ordre de 1-10 nmoles de ..CaC12 ). 

- L 'activité ATPasique ~ ~ ~ + - d é ~ e n d a n t e  qui est 1 'activi té 
ATPasi que du complexe d ' actomyos i ne. Ce1 1 e-ci est presque nul 1 e 1 orsque 

les préparations de myosine sont pures mais en rajoutant de 1 'actine, en 
présence de calcium, i l  est possible d'activer la fonction ATPasique de 

la myosine ( Pope - et al 1980 [981 ). On parle alors de 1 'activité 
ATPasique de la myosine activee par l'actine. 

- L ' activité ATPasique dependante des ions monovalents ( ~ a +  ; K'; 
N H ~ +  . ) qui sont les activités ATPasiques non spécifiques des 

protéines myofri bri 1 laires. 

Les sites de l'activité ATPasique de la myosine sont situés au 
niveau des têtes globulaires et plus exactement les sites ( S H ~  et SH? ) 

se trouvent à proximite du point d'attache entre HMM-S1 et HMM-S2 Ei 

l'intérieur du MM-SI ( d8apr6s Mornet - et al 1979 C891 ; Sutoh 1981 
[lll] ) interagissent fortement avec le substrat ( Ramirez et al 1979 

Cl011 ) *  



4") AUTRES PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DE LA MYOSINE : 
a ) La formation des filaments synthétiques : 
Une des caractéristiques de la molécule de myosine est de 

s'assembler spontanément in vitro en filaments " synthétiques " qui 
ressemblent fortement aux filaments épais natifs ( Huxley 1969 [49] ). 

Les images de microscopie electronique en contraste negatif permettent 
d'obtenir de nombreux détai 1 s structuraux. Ainsi, dans les condi 
proches des conditions physiologiques, les filaments formés apparaissent ' 

bipolaires. Les filaments sont consti tués par assemblage tête-bêche 
antiparallele dans le milieu du filament et par assemblage parallèle aux 

extrémités. Les têtes globulaires de la myosine étant à la périphérie 
sont symétriques par rapport au centre de symétrie du filament 

( Fig. 8 ). 
De nombreux facteurs tels 1 'ATP, le CaC12 et le MgC12 , 1 'absence 

de la chatne legère régulatrice , le procédé utilisé etc.. . influencent 
la formation des filaments qui peuvent alors être plus ou moins long 
( Pinset-W2rstrEm et Truffy 1979 [961 ; Grandier-Vazeil le - et al 1980 

[341 ) . On note là une relation certaine conformi té mol éculai re-fonction 
associative. 

f3 ) Le polymorphisme de la molécule de m-vosine 
Avant même que les diffërences de composition en acides aminés 

entre les myosines extraites de différentes catégories de muscle aient 
été connues, i l  apparaissait clairement qu'à chaque type de muscle 
devait correspondre une myosine distincte. Ce sont à travers des etudes 

biochimiques et immunologiques très précises que diffgrentes molécules 
de myosine ont pu être caract6risëes au sein d'un meme muscle, Ainsi, 

1 es myos i nes se défi ni ssent comme une fami 1 1 e de protéines polymorphes 
( Hoh et al 1978 [45]; Lomprii - et al 1979 [741 ; d'Al bis - et al 1979 
1141). Les myosines diffèrent, on le sait aujourd'hui, aussi bien par la 
structure de leur chatnes lourdes ( comme l'ont montré les analyses par 
électrophorese en gel de polyacrylamide en milieu non dissociant en 
présence de pyrophosphate appelees électrophorese des myosines 

"natives"), par leur activités ATPasiques, que par leur composition en 
chaînes légères ( D'Al bis - et al 1979 Cl41 ; Grandier-Vazeille - et al 1979 

[33] ; fi iszka et al 1981 [97] ; Grandier-Yazeille - et al 1983 [361 ). 



A S S O C I A T I D N  "TETE-QUEUE" 

ASSOCIATION "TETE-BECHE" 

FIGURE 8 FILAMENTS 9YNTffET7QUES D E  M Y O S T N E  

Dans le haut de la figure, les deux modes d'association possible des 1 
molécules de myosine pour former les filaments in vitro. 

La longueur des filaments dépend de la myosine étudige (a) celle de 

muscle blanc squelettique de Lapin (b) celle de muscle lisse d'utérus 

de Vache (c) assemblage caractéristique " tete à queue " de myosine 

lisse. 



5") STRUCTURE PRIMAIRE DES CHAINES LOURDES DE LA MYOSINE : 

Les compositions en acides aminés de la myosine extraite de 

différents types de muscle pour différentes espèces ont été établies 

( Barany - et al 1964 [31; Huszar et Elzinga 1972 [47] . . . ) La 

comparaison des compositions en acides aminés de myosine de muscle 

squelettique et cardiaque de Lapin par exemple revèle une certaine 

homologie, à 1 'exception toutefois de 1 'existence de residus méthyles 
( de 3-méthylhistidine et méthyllysine ) pour la myosine de muscle 

squelettique ( Huszar et Elzinga 1972 [47] ). Mais @tant donné la taille 

importante de la mol@cule de myosine ( environ 2.000 résidus ) la seule 

étude des compositions en acides aminés ne donne pas de résultats 

suffisamment significatifs ,pour conclure à des différences ou à des 

identités. 

Aussi, en dépit de la taille importante de la molécule, de nombreux 

auteurs se sont intéressés à l'étude de la structure primaire de la 

myosine, surtout celle de muscle blanc de Lapin : Biro et al 1973 [51 ; 

Fabian et Szilagyi 1978 [251 pour l a  partie C-terminale de la LMM ; 

Offer 1965 [911 ; Starr et Offer 1973 [llOl pour la partie N-terminale ; 

Elzinga et Collins 1977 [23] pour le site ATPasique ; Mornet et al 1983 

[89 3 pour 1 'organisation des différents peptides trypsiques dans le 

HMM-SI ( Fig. 9 ) ; Tong et Elzinga 1981 C1181; Elzinga 1983 [213 pour 
1 'étude de la sequence en acides amines des fragments HMM-S1 et HMM-S2. 

Toutefois, sur le plan séquence plusieurs auteurs ont ét6 confrontés au 
problème d ' hëtérogéngi té de structure primaire, comme 1 ' exempl e 
très significatif des deux séquences N-terminales proposées par Offer 

1965 [91]. D'ailleurs sans ce problgme d'hétérogénéité de structure i l  y 
a longtemps que la sequence totale des chaînes lourdes de la myosine 

aurait été déterminée. Le point essentiel reste cependant que la 

structure primaire du site ATPasique ait pu être determinée ( Fig. 10 ). 

Ceci a permis d'envisager au niveau moléculaire les interactions 

possibles myosine-ATP et d'expliquer le mécanisme d'hydrolyse de 1'ATP 

au niveau de la tête globulaire de la myosine ( Ramirez et fi 
1979 [ 1011 ) . 



FIGURE 9 : LES DIFFERENTS DOMAINES DE L A  T E T E  GLOBULAIRE 
DE LA MOLECULE DE MYOSINE D E  MUSCLE SQUELETTIQUE 
DE LAPIN ( D'après M o r n e t  e t - a l  1981 C883 

P a r  hydrolyse trypsique ménagée, l e  H M M n s t  scihdé spécifi- 
quement en 3 fragments : le 27K ( N-termihal ) ; le 50K ( médian ) 
et le 21K ( où se t r o u v e  le site ATPasique ) ,  
LMM = Méromyosine L é g è r e  ; 6 0 K  = HMM-.S2 . - 

C a 2 ' + ~ ~ ~ a s e  E D T A  - A T P a s e  

FIGURE 10 : SEQUENCE EN AC1,DES AVINES DU SITE ATPasique 
DE LA M Y O S I N E  DE M U S C L E  SQUELETTIQUE DE LAPIN 
( D'après Elzinga & Collins 1977G231 ) 

Les acides aminés encerclés sont essentiels, 



III - LES CHAINES LEGERES DE LA MYOSINE : 
L'utilisation d'agents dissociants tels quo 1 'urée 8 M, Le 

chlorhydrate de guanidine 6 M ou de SDS 1% permet la séparation du 
complexe hexamérique qui constitue la myosine : 

AGENTS DI SSOCI ANTS CHAINES 

\ LOURDES 
M Y O S I N E  + 

LEGERES 

Ceci indique que la liaison entre les différentes sous-unités est non 

covalente. L ' analyse par él ectrophorèse en gel de polyacryl ami de en 
présence de SDS a permis de montrer que les chahes légères sont 

spécifiques de l'espèce et du type de muscle étudiés. Cependant, la 

dénomi nation et le poids mol écu1 aire des chatnes légères varient selon 
les auteurs : ils dépendent du mode d'isolement, du muscle étudié, des 

conditions retenues pour 1 lé1 ectrophorèse en gel de polyacryl ami de 

etc.. . . 

1") DENOMINATION DES CHAINES LEGERES : 

La myosine de muscle squelettique de Lapin est la myosine la mieux 
connue car elle est tres facile à isoler avec de bons rendements d'un 

muscle contenant essentiellement un seul type de fibre ( type II b Blanc 
à contraction rapide ). Cette myosine sert très souvent de myosine de 
reférence pour des études physico-chimiques de protéines contractiles. 
El 1 e posséde trois cha? nes 1 égères comme 1 e rével e 1 ' él ectrophorégrame 
obtenu en présence de SDS. Les chaqnes légères de la myosine de muscle 

squelettique de Lapin peuvent être sélectivement dissociées des chaqnes 
lourdes : en utilisant des conditions dénaturantes à pH alcalin deux 

cha?nes legères sont dissociees ( les chahes l6gères dites 
"alcal ines"), tandis qu'après action de 1 'acide 5-5'-dithionitro- 
benzoïque ( ou DTNB ) un autre type de cha?ne légère est alors libérPe 
( chaqne légere DTNB ou Nbs-LC ) ( Weeds et Lowey 1971 Cl321 ). Cette 

DTNB-chat ne 1 égère possède une forme phosphoryl ée, mi se en évidence par 
électrophorèse en gel de polyacrylamide en présence d'urée 8 M 
( Frearson et Perry 1975 C271 ). 

Cependant, dans presque tous les cas ( par exemple, pour la myosine 
cardiaque ), i l  n'existe pas de procédé selectif de dissociation des 



chatnes 1 égères, s i  bien que certains auteurs nomment aussi les chaînes 
1 égères se1 on leur mobi 1 i t é  él ectrophorétique croissante : LC-1, LC-2 et  
LC-3 e t  comme la LC-2 existe sous une forme phosphor.ylée el le  est  notée 
LC-2P ( Frearson e t  Perry 1975 C271 ) . Pour i l  lustrer leur appartenance 
à un muscle rapide ( comme dans le  cas de la myosine de muscle 

squelettique de Lapin ) ,  les chaqnes légères sont également définies 
f f ~ c - 1 ~  y ~ c - 2 ~  , LC-2 -P e t  LC-3 . Enfin i l  existe aussi une terminologie 

qui re l ie  la chafne légère à son poids moléculaire apparent déterminé 
par électrophorèse en gel de polyacrylamide en présence de SDS à pH 8,4 
selon la technique de Laemmli 1970 C683 : pour la myosine de muscle 
squelettique de Lapin, nous avons ainsi LZ5 ; L18 ; ( L18p ) et Llo 

Actuellement, les chabes légéres étant de mieux en mieux 

caractérisees dans leur structure e t  dans leur fonction ( en 
particulier, en ce qui concerne la chatne legère qui possède une forme 
phosphoryl ée ) , on cl asse désormais les chafnes 1 égères des différentes 

f myosines en chaînes légères regulatrices RLC ( LI8 ou LC-2 . . . ) e t  les 
autres types en chat nes légères alcalines ou chafnes légères dites 

f essentielles ALC ( LZ5 ou LC-1 ... ) Cette terminologie permet de 
lever certaines ambiguités car i l  est souvent très difficile de savoir 
avec précision s i  1 'extraction de la myosine a été effectuée à partir 
d ' u n  muscle exclusivement rapide ou lent ( comme par exemple dans l e  cas 
du diaphragme de Rat ) ou de connattre avec exactitude le  poids 
moléculaire de la cha!ne légère. 

2") NOTION D '  ISOENZYMES DE MYOSINE DONT LES DI FFERENCES 
SE SITUENT AU NIVEAU DES CHAINES LEGERES : 

C'est à p a r t i r  des différences observées dans la composition en 
chahes légères des myosines qu'est née la notion d'isoenzymes 
de myosine. L'existence d'isoenzymes é ta i t  évidente pour l a  myosine de 
muscle squelettique de Lapin qui possède t rois  chaqnes legêres avec des 
rapports non stochimétriques ( ALC-LES = 1.35; RLC-L18= 2,O ; ALC-L16 - 

= 0,65 ) ( Weeds e t  Lowey 1971 El321 ) Pour l e  coeur, longtemps 
considéré c o r n  une entité musculaire homogêne, les myosines cardiaques 

auriculaires e t  ventriculaires on t  des compositions en chat nes légères 
totalement différentes chez les Mammifères supérieurs. Par exemple, i l  a 
été possible de mettre en évidence au moins deux formes isoenzymiques de 
la myosine cardiaque entre ventricule e t  orei 1 le t te  ( Grandier-Vazei 1 le 
e t  al 1983 C361 ) Le nombre des isoenz.ymes de myosine dont les 
différences se situent au niveau de la composition en chatnes légères 



est d'autant plus important lorsque la comparaison porte sur la 

composition en chaînes légères de myosines de différents types de 

muscles pour une même espèce ou encore des myosines d'un même muscle à 

différent stade de différenciation ( état tumoral ou état foetal, par 

exemple ( Grandier-Vazei 1 1  e 1982 1311 ) . 

3') STRUCTURES PRIMAIRES DES CHAINES LEGERES : 

Les séquences en acides aminés de plusieurs chaf nes légères de 

différentes myosines ont été complétement établies : pour le muscle 

squelettique Blanc de Lapin ( Frank et Weeds 1974 [26] ; Matsuda - et al 

1977a [841 ) , chez le Poulet ( Matsuda et al 1977 1851 ) ; pour le 

muscle cardiaque de Poulet ( Maita et al 1980 [77] ; Matsuda - et al 1981 

[86] ) et pour le muscle lisse de gésier de Poulet ( Maita - -  et al 1981a 

[78] ) ; pour la chafne légere de Coquilles St Jacques ( Col1 ins et al 
1986 [ 11 1). Par contre, chez les Mammifères supérieurs ( Boeuf, Porc 

et Homme ) des difficultés sont apparues et uniquement des structures 

très partielles ont pu être proposées pour les ALC des myosines cardia- 

ques ( Weeds 1975 [130] ; Grandier-Vazeille et al 1982 [36] ; Klotz 

et al 1982 [62] ). 

Les chaînes légères sont des molécules d'environ 200 résidus 

d'acides aminés et elles sont caractérisées par : 

* un comportement en électrophorèse qui dépend essentiellement de 

la séquence primaire de leur région N-terminale; 

* unecxtrgmi té N-terminale N-bl oquée 
- par un résidu de triméthylalanine pour la plupart des 

chaînes légères de type "alcaline" ( Henry et al 1985 [40] ) 

- par un groupement acétyl pour les chaqnes légeres du 
type régulatrice; 

* une région C-terminale constituée de 4 domaines. Chaque domaine 
est formé d'une région hydrophile encadrée par deux zones 

hydrophobes hé1 i coi da1 es. 

En plus, les chaînes légères ALC de plus haut poids moléculaire [ celle 
appelée Al ( ALC-LZ5 ) dans le cas de la myosine de muscle squelettique 

de Lapin ] possèdent une région N-terminale supplémentaire d'une 

quarantaine de résidus constituée d 'une partie tres basique 

interagissant avec 1 'actine ( Sutoh 1982 [112] ), suivie d'une partie 

presque uniquement formée de résidus de proline et d'alanine. Excepté ce 

segment N-terminal , la séquence du reste des molécules d'ALC ( ALC-LZ5 

ou Al et ALC-L16 ou A2 ) est identique. 



Des études comparatives de structures primaires des chaînes 1 égères 
de myosine avec celles des calciprotéines du système contractile ( Par- 
val bumine de Carpe [CPB] e t  Troponine C [TNC ] ) ont permis en outre de 

mettre en évidence certaines anal ogies de sgquence, ce qui indiquerai t 
que ces protéines aient eu une protéine ancestrale commune ( Weeds e t  
McLachlan 1974 [133] ; Tetaert e t  al 1982 11171 ; Herzberg e t  James 1985 
[41] ; Col 1 ins - e t  al 1986 [ I l ]  ) . De plus, à par t i r  de la  structure 
t e r t i a i r e  de l a  CPB déterminée par diffraction aux rayons X ( Kretzinger 
e t  Nockolds 1973 [65], Weeds e t  McLachlan 1974 [133] en ont déduit que 
l a  région C-terminale de l a  chatne legère Al de la  myosine de muscle 
squelettique Blanc de Lapin doit adopter une conformation similaire à 

celles des calciprotéines ( Fig.  11 ). 

4") LES CHAINES LEGERES ALCALINES ET LEURS GENES : 

L ' homol ogie -de séquence des régions C-terminal es trouvée pour les 
ALC ( Al e t  A2 ) de muscle squelettique Blanc de Lapin, mais aussi chez 
l e  Poulet ( Frank e t  Weeds 1972 [26] ; Matsuda - e t  al 1981 [86] ) 

suggérait qu ' u n  gène unique es t  à 1 'origine de 1 a biosynthèse des deux 
ALC de l a  myosine de muscle squelettique. Cette hypothèse a été 

conf i rmée : 

(1) par clonage e t  1 'étude du cADN, Nabeshima e t  al 1984 [go] ont  
démontré que les régions codantes en 3'  pour Al e t  A2 chez l e  Poulet 
sont homologues; 

(2) 1 ' isolement e t  1 'étude de 1 a séquence du gène chez la  Souris 
( Robert - e t  a l  1984 [102b] ont permis de décrire l e  schéma de 
biosynthèse des deux ALC. 

Pour l ' essent ie l ,  deux ARN messagers fonctionnels sont produits 
après découpe spécifique du gène. En particulier,  la  portion de 141 
résidus e s t  codée par une série de 4 exons communs ( 5 à 8 ) tandis que 
les  séquences spécifiques sont codées par 4 autres exons ( 1 e t  4 pour 
Al ; 2 e t  3 pour A2 ), u n  in t ron de 10,8 kbases séparant l es  exons 1 e t  
2. 



FIGURE -11 : S T R U C T U R E  TR'ID1MENSI:ONNELLE D E  L ' A L C - L  D E  L A  
MYOSINE D E  M U S C L E  S Q U E L E T T I Q U E  D E  LA PI^* 
( D'après Weeds & McLachlan 1 9 7 4  Cl323 ) ,  

Cette s t r u c t u r e  e s t  dédui te  à p a r t i r  de l a  s t r u c t u r e  t r idimen- 
s i o n n e l l e  de l a  Parvalbumine de Carpe é t a b l i e  par étude de 
d i ~ f f r a c t i o n  a u x  rayons X ( Kretsinger  1972 E643 ) e t  p a r  
comparaison des séquences en ac ides  aminés de l a  Parvalbumine & 
l a  TN C de muscle sque le t t ique  de Lapi 'n  ( Col l ins  1974 1113 ) .  
( A & B } sont  l e s  zones h é l i ~ c o ~ d a l e s  hydrophobes présumée5 
1ndi.spensables pour l e  mafntien de c e t t e  s t r u c t u r e .  ( S ) sont  
l e s  zones présumées s i t e s  de f i x a t i o n  des ions calcium. 
Les ac ides  ami nés ence rc lés  sont  l e s  r é s i  dus hydrophobes 
impliqués pour l e  mainti.en de c e t t e  s t r u c t u r e .  



Nous avons représenté ici l e  schéma proposé par Robert e t  al 1984 - 
[102b] : 

Protei ne 
141 

I \ 1 

! t 
9 

1 

I I 
f 

ARNm 1 1 lm 

Les poi nti 11 és représentent 1 es i ntrons. 
Les cadres pleins représentent 1 es exons . 
Les zones hachurées ne sont pas traduites. 
Les parties peptidiques figurant en noir sont identiques pour Al e t  A*. 

Ce processus de biosynthèse t r è s  complexe des ALC se retrouve ê t re  
l e  même chez l e  Rat e t  aussi l e  Lapin. De plus, Barton e t  al 1985 [4b] 
ont démontré que l e s  chat nes légères alcal ines de myosine de muscle - lent 
e t  de myosine ventriculaire , dont l es  régions N-terminales sont t rès  
spécifiques, sont également codées par un mgme gène, chez l e  Rat e t  l a  
Souri S. 

5") R O t E  BIOLOGIQUE DES CHAINES LEGERES : 

Selon 1 'implication de leur chaqnes légères dans l a  régulation de 

1 ' interaction actine-myosine, l e s  myosines ont été classées en 
différents groupes : 

( i  ) pour la myosine de  rn~~xomycète Physarum polycephalurn, la chaîne 
légere, d o n t  la structure e s t  similaire à cel le  d'ALC de Marnrniferes, 



possède u n  s i te  spécifique de fixation du calcium. Cette "ALC" est  trcs 
importante dans le  processus de régulation par les ions calcium de l a  

production d'énergie dans 1 'ectoplasme du plasmodium ( Kessler e t  a1 
1980 [59] ). 

( i i )  pour les myosines de mollusques, les cha'ines légères sont 
dissociées sélectivement par 1 'EDTA ( la chafne légère dite EDTA-LC ), 

ou des agents réducteurs ( la SH-LC ). La SH-LC est analogue aux RLC des 
myosines de Mammifères, el 1 e transmet 1 'effet  de fixation directe - du 

calcium aux sites spécifiques de la myosine e t  régule ainsi 
1 'interaction avec 1 'actine. Récemment, Okamoto - et  al 1986 [93b] ont 
démontré que la chatne légère pouvant ê t re  considérée de type "alcaline" 
de myosine de Coquilles St Jacques, participe de façon active à la 
liaison de 1 'ATP sur les chaînes lourdes de myosine quelque soit leur 
origine. 

( i  i i ) pour les myosines de muscle 1 isse de vert6brés ou celles des 
ce1 1 ul es non muscul aires, 1 a phosphoryl a t i  on des chaînes 1 égères RLC par 
une phosphokinase-calmoduline dépendante est nécessaire pour 
1 'interaction actine-myosine mais aussi pour 1 'assemblage des filaments 

de myosine ( Scholey e t  al 1981 [104] ) . 
( iv )  pour les myosines de muscle s t r ié  de vertébrés, les chaînes 

légères ne semblent pas jouer u n  rôle régulateur, l e  complexe des 
troponines étant le  principal facteur de la régulation de la contraction 
muscul aire 

6" ) RECONNAISSANCE CHAI NES LEGERES-CHAI NES LOURDES : 

11 é ta i t  important de connaitre la situation exacte des chaînes 
légères au niveau des têtes globulaires des chaînes lourdes de myosine : 

* La partie C-terminale de la chaîne légère régulatrice ( RLC ) 

interagit avec le  fragment 21 K ,  c 'est  à dire au niveau de la Jonction 
du sous-fragment HMM-S1 e t  Hm-S2 ( Kendrick-Jones et  Jakes 1976 [56] ). 

* Grâce aux réactifs bifonctionnels, la RLC a pu ê t re  placée à 

1 'intérieur des chaînes lourdes au niveau de la région flexible des 
têtes globulaires ( l e  ''hinge" ), comme le  montre la Fig. 12 ( D'après 
Mornet e.t a1 1981 [89] ). 

* Q u a n t  aux chaînes l6gères alcalines ( A L C ) ,  elles ont été placées 
initialement au voisinage du fragment 27 K de 1 'HMM-SI ( Labbé - e t  al 
1981 [67] ) mais i l  a été démontré depuis que les ALC sont capables de 
modifier 1 ' arrangement moléculaire de la région "hinge". De plus, i l  



FIGURE 12 : P O S T T T O N  DES C H A T N E S  L E G E R E S  A L I W T E R I E U R  D E S  

CH A I N  ES L O U R D E S  D U  S O U S - F R A G M E N T - 3  ( D ' A P R E S  Mornet 

e.t al . 1981 ) .  t g 8 3  

La part i e  C-terminale de l a  RLC i n t e r a g i t  avec l a  région f l e x i b l e  1 
SF1-SF2 . S H 1  & SH sont les  sites ATPasiques decr i t  dans l a  Figure 7.1 2 
L e s  fragments 2 7 K  , 5 0 K  & ZOK sont l e s  principaux domaines du SFl 

l i b é r e s  par act ion l i m i t é e  de l a  trypsine.  
4 

LtALC i n t e r a g i t  également au niveau de l a  région f l e x i b l e  SF~-SF~(I) 1 



existe des effets coopératifs entre ALC-RLC permettant une modulation de 

la flexibilité de la région intermédiaire entre le HMM-SI et le HMM-S2 

( Craig et al 1980 [12] ; Burke - et al 1983 [7] ; Winkelman et Lowey 

1984 [138] ). 

On le constate à travers cette synthcse de données acquises que des 

questions fondamentales sont encore à elücider tant en ce quë concerne - 

la structure primaire d'ALC de myosine cardiaque chez les Mammifères 

supérieurs, que 1 e rÔle biologique exact des chaf nes légères. 

* Les RLC sont phosphorylables, peuvent fixer le calcium et 

pourraient être responsable de l'élongation de la région entre la tête 

globulaire et le "rod" de la myosine ( Hardyicke - et al 1983 [39] ). 

* Les ALC ont été longtemps considérées comme "essentielles", c'est 
à dire indispensables pour une activité ATPasique maximale de la tête 

olobulaire de la myosine ( Wagner et Weeds 1977 [123] ). Cependant, de 

plus récents travaux suggèrent au contraire qu'elles ne sont pas du tout 

indispensables : le HMM-SI dépourvu totalement d'ALC posséderait une 

activité ATPasique maximale ( Wagner et Giniger 1981 11241 ; Sivara- 

makrishnan et Burke 1981 [108] ) .  
Néanmoins, on tente d'attribuer un rÔle aux ALC qui s'enrouleraient 

autour de la région "hinge", assurant une certaine conformation du hinge 

et 1 a protégeant de 1 'attaque des enzymes protéolytiques ( Winkelman et 

Lowey 1984 11371 ) . D'autre part, des données récentes indiquent que les 
hétérodimeres se forment au moment de la biosynthèse mais aussi par un 

échange rapide des sous-uni tes ( Na1 1 er et Lowey 1985 [125b] 1. De pl us, 
à l'échelle moléculaire, i l  apparait maintenant qu'au moment de 

1 ' interaction actine-myosine i l  y a intervention des chaînes légères : 

au niveau des domaines du HMM-SI qui ont été précisés ( fragment 21 K ), 

les RLC se rapprochent des ALC( Hardwicke et Szent-Gyorgyi 1985 [39b] ); 

en relation directe avec 1 'ALC1 ( région N-terminale très basique avec 

la triméthylalanine mais aussi sa portion C-terminale de 14 résidus ), 

les chaînes légères permettent la liaison de 1 'actine et d'ATP ( Ueno 

et al 1985 [120] ; Labbé - et al 1986 [67b] ).  



F - LES AUTRES PROTEINES CONTRACTILES 

L ' analyse du comportement él ectrophorétique en gel de polyacryl- 

amide en présence de SDS devient de plus en plus résolutive et sensible 

( utilisation de gel gradient dans les conditions décrites par Laemnli 
1970 [681, coloration avec des sels d'argent etc...). Plusieurs 
protéines myofibri 1 1  aires de haut poids moléculaire ont pu ainsi être 

caractéris€ies, comme 1 'a- et la fi-actinine ( Suzuki - et al 1976 [Il31 ; 
Masaki et Yoshizaki 1972 [83] ),la titine ( Wang - et al 1979 Cl283 ) ou 

encore la filamine dans le muscle lisse de gésier de Poulet ( Wang - et al 
1975 Cl27 1). A ces protéines peuvent également s 'ajouter 1 es nombreuses 
protéines du cytosquelette. Néanmoins, si toutes ces protéines ont ëté 
très bien caractéris@es, leurs fonctions physiologiques et biologiques 
restent parfois mal connues. 

Une autre protéine contractile la paramyosine joue un rôle très 
important dans le processus du " catch ", c'est à dire qu'elle permet le 
maintien d ' une tension pro1 ongée du musc1 e d' invertébrés ( Szent-Gyorgyl 

et al 1971 [114]). Elle a longtemps été considéree uniquement comme une - 
protéine de structure, mais i l  appara$t que pour le muscle d' invertébrés 
elle interagit aussi avec la myosine ( Hildebrand et al 1979 [421 ). 

CONCLUSION 
... 

Cette revue bi bl iographique entérine le fait que : 

1") les molécules de myosine provenant de différents muscles 
( squelettiques, lisses et cardiaques ) ne sont pas strictement 

identiques dans leur capacité à hydrolyser 1 'ATP. 
2") leurs propriétés physico-chimiques et structurales autorisent 

même à parler d'isoenzymes de la myosine. 

3") cette notion d'isoenzyme peut être retenue au sein d'un même 
type musculaire. 

4') enfin que cette diversi té moléculaire des myosines s'exprime 
sel on 1 'espsce. 

On pourrait dire même qu ' à chaque muscle correspondent des isomyosines 
et que cette diversité moléculaire relève pour une part essentielle de 
la qua1 i té des chaqnes légères de type alcaline. 

Ainsi tout naturellement nous avons été orienté vers : 

- 1 'étude de la structure primaire d'une ALC de la myosine 
ventriculaire de coeur de Porc; 



- l'étude des relations structure-fonction à mesure de l'obtention 

des résultats de séquence primaire. 
En cela notre travail est assimilable dans sa démarche au protocole 

suivi par les auteurs pour la TN T ( cf. paragraphe D-IV-Io). L'ALC de 
la myosine ventriculaire de coeur de Porc nous a permis l a  définition : 

de régions f oncti onnell es pri vi 1 égi ées : par exemple 1 es régi ons 
d' interactions avec les chatnes lourdes, 1 'actine ; autre exemple, des 
régions pouvant correspondre aux sites de fixation des ions calcium. 

de préciser le rôle relatif des ALC dans 1 'association 

actine-myosine. 



CHAPITRE II 

PREPARATION 

DES CHAINES LEGERES ALCALINES 

DE MYOSINES 

DE DIFFERENTS TYPES DE MUSCLES 



A - INTRODUCTION 

La connaissance précise de la structure primaire d'une chatne 

légère, sa comparaison avec d'autres provenant de différentes myosines, 
la relation structure-fonction de ces entités moléculaires doivent 

contribuer 8 établir leur rÔle biologique précis. En effet, les chaqnes 
légères ALC litaient autrefois considérées comme essentiel les pour la 
fonction enzymatique de la " tête " de la myosine ( Weeds 1973 Cl311 ), 

mais en réalité les ALC peuvent être dissociées des chaînes lourdes sans 
qu' i 1 y ait perte de 1 'activité ATPasique-actine dépendante. De 

nombreuses questions restent alors posées quant au rÔle des ALC, surtout 
que quelque soit le type de muscle , 1 'espèce étudiée et &me dans le 

cas de la myosine "aberrante" dlAcanthemoeba ( ne possédant qu'une seule 

tête globulaire ), des chaqnes légères de type ALC sont toujours 

associées aux chaînes lourdes. 

11 existe de plus une hétérogénéité de taille moléculaire pour les 
ALC et i l  semble que cela soit très spécifique de la myosine étudiée : 
par exemple, 1'ALC de myosine de muscle lisse de gésier de Poulet 

possède un poids moléculaire apparent de 17.000 tandis que celle de 
muscle cardiaque de ventricule de Porc atteint 27.000 daltons. 

Le protocole général de préparation et de purification des myosines 
habi tue1 lement suivi comporte : 

1- Une extraction des protéines myofibril laires. 
2- L'élimination des protéines solubles par cycles de 

dissolution-précipitation. 
3- L'élimination des protliines du filament fin par une 

ultracentrifugation en présence d' ATP. 
4- Une purification par relargage par le sulfate d'ammonium . 

Une étape de chromatographie sur colonne de sépharose 6B permet parfois 
de parfaire la purification de la myosine. La gel filtration permet 
d'obtenir la myosine avec de meilleurs rendements que l'échange ionique 
( Richards et al. 1967 Cl021 ). 

Cependant, selon le type de muscle et les conditions de stabilité 

de la myosine, le protocole de préparation doit être adapté afin 
d'obtenir ultérieurement une libération quantitative des chaînes 
légères. Ainsi, l'étude des myosines a donc été entreprise pour des 
muscles d'origine aussi diverse , que celle de muscle lisse vascularisé 
( Utérus de Vache ), de muscle lisse d'invertgbre ( muscle rétracteur 
anterieur du byssus [ ABRR 1 de Moule ), de muscles striés squelettiques 

et cardiaques de Mamiferes. 



L'isolement des ALC a ensuite été réalisé selon les cas en 

utilisant differentes approches techniques et cela restant en fonction 

des rendements obtenus et de 1 'intégrité des preparations pour permettre 

une étude ultérieure structure-fonction. Cette partie de notre travail 

longue, difficile nous a permis par comparaison de saisir des 

différences structurales mais aussi fonctionnel 1 es des AL C. 

B - ETUDE DES CHAINES LEGERES DE TYPE ALCALINE DE MYOSINES DE 
MUSCLES LISSES 

1 - GENERALITES 
Les muscles 1 isses possèdent un contenu myof i bri 1 laire agencé de 

façon tres caractéristique. Jusqu ' 8  ces dernières années, i 1 était admis 

que quelque soit le muscle lisse étudié ( artère, estomac, gésier ou 

utérus . .. ) i l  n'existait qu'un seul type de myosine lisse possédant 

deux chaînes legères de 20.000 et 17.000 daltons ( LZ0 et L17 ). De 
plus, cette forme moléculaire de myosine devait être également 

caractéristique des ce1 lules non musculaires ( plaquettes sanguines, 

fibroblastes etc ...) ( Pollard 1975 Cg91 ) Cependant, les électro- 

phoreses en gel de polyacrylamide en présence de pyrophosphate des 

myosines lisses ont permis de mettre en évidence l'existence de 

plusieurs types de myosines lisses correspondant aux différents tissus 

dont elles ont été extraites ( dlAlbis 1983 Cl51 ). 

L'étude des myosines lisses d'utérus de Vache et du muscle lisse 

rétracteur antérieur du byssus ( ABRM ) de la Moule nous a permis de 

confirmer 1 'existence de myosine caractéristique et spécifique du muscle 
lisse étudii2. 

II- PREPARATION DE LA CHAINE LEGERE ALCALINE DU MUSCLE 
LISSE DE VERTEBRE ( D' UTERUS DE VACHE ) : - 

1") INTRODUCTION : 

L'uterus est un muscle lisse vascularise qui presente un interet 

très important du point de vue de la physiologie. Nous nous sommes donc 

intéressés à 1 'étude de la principale proteine contractile. 

Les principaux résultats sur la myosine utérine sont décrits dans 

la publication ( PUBLICATION N o  1 ) : 
* " Isolement et caractérisation de la chatne legère " L17 " de la 

myosine de muscle lisse d'utérus de Vache " 
Biochimie - 59 ( 1977 ) 337-339. 



2") RESULTATS : 

Le protocole de préparation et de purification, mis au point et 
utilisé, permet 1 'obtention de la myosine utérine avec des rendements 
dix fois supérieurs à ceux décrits dans la 1 i ttérature ( Wachsberger et 
Pepe 1974 Cl221 ; Sobieszek et Bremel 1975 Cl091 ) Le choix d'une 

extraction à force ionique élevëe en présence de pyrophosphate de 
potassium ( analogue de 1 'ATP ) et la purification par relargage au 

su1 fate d'ammonium conduisent a une préparation depourvue de la plupart 
des contaminants du filament fin. Neanmoins, si cette prëparation de 
myosine utérine represente une source interessante pour un isolement 
quanti tati f de 1 'ALC-LI, le protocole de purification demeure long 
et dé1 icat , le rendement reste faible pour envisager une étude 
ultérieure de sa structure primaire. 

D'autre part, nous pouvons signaler qu'il n'existe pas de 
traitements particul iers permettant de dissocier sélectivement les 

chafnes légères de la myosine utérine en comparaison de ce qui est 
réalisable pour le muscle squelettique Blanc de Lapin. Nous notons que 
la chaine légère LI7 de type ALC possède un poids moléculaire inferieur 
à celle de type Ggulatrice ( LZ0 ), cas different de ce que nous 

observons pour d'autres myosines de muscles striés. La structure de 
1 'ALC-L17 appara!t en fait tres particulière comme le revèle aussi son 

comportement en électrophorèse en gel de polyacrylamide en pr6sence 
d'urée 8 M : la mobilité Glectrophorétique de 1 'ALC-L17 est alors 

inférieure à celle de le chaîne regulatrice RLC-L20 qui possède la forme 

phosphoryl ée. 

III - PREPARATION DE LA CHAINE LEGERE ALCALINE DE LA MYOSINE 
DE MUSCLE LISSE D'INVERTEBRE : LE MUSCLE RETRACTEUR ANTERIEUR 
DU BYSSUS C ABRR 1 DE LA MOULE 

1 O ) INTRODUCTION 
Le muscle rétracteur antérieur du byssus ( ABRM ) de la Moule 

( Mytilus edulis L ) est susceptible de maintenir une tension tonique 
pendant de longues périodes ( ph@nomène dit du " catch " ). Comme chez 
tous les invertébrés, 1 'organisation moléculaire du système contractile 
est beaucoup plus complexe. En particulier, les filaments épais sont 
constitués a la fois par la myosine mais aussi par la paramyosine. Ces 

deux proteines de structure interagissent fortement entre elles pour 



former des filaments dont la structure " paracristalline " est 

caractéristique. Dans la publication ( PUBLICATION No 2 ) : 

* " Etude des filaments de paramyosine du muscle lisse di Mytilus 
edul is L : ul trastructure, purification et i nteracti on paramyos ine- 
myosine " 
Comptes Rendus de 1 'Académie des Sciences ( Paris ) 288 D ( 1979 ) 

109-112. 
Nous avons décrit le protocole de preparation de la myosine de 

muscle lisse d'invertébré ainsi que l'étude de l'interaction 
paramyosine-myosine. 

2') PREPARATION DE LA CHAINE LEGERE ALCALINE DE LA MYOSINE 

D'ABRM DE MOULE : 

a) Caractérisation de myosine d'ABRM de Moule : 
Au cours de la préparation de la myosine d'invertébré dlABRM de 

Moule, les difficultés essentielles proviennent de l'existence de 

paramyosine dans le filament épais de ce muscle. Des modifications ont 

donc été apportées concernant la méthode d'extraction et de purification 
de la myosine par rapport au protocole géneralement suivi. L'utilisation 

du pyrophosphate de potassium au lieu de 1'ATP permet en particulier 
d'éviter de nombreuses étapes de precipitation-dissolution. Le 

pyrophosphate faci 1 i te une relaxation plus rapide du complexe 
actomyosinique et les filaments épais natifs sont ainsi obtenus sans 
contaminants du filament fin. La filtration sur sépharose 6B est 

employée afin d'obtenir la myosine dans un etat de pureté satisfaisant 
( el imination des nucléotides ) , comme le révgle 1 ' électrophorégramme 
( Fig. 13 ) ainsi que 1 'examen en microscopie électronique( Fig. 14 ). 

f3) Isolement des chaqnes légères 
L'électrophorese en gel d'acrylamide en présence de SDS de 1 a ' 

myosine d'ABRM de Moule ne montre la présence que d'une seule bande 

protéique, au niveau des chaînes légères de poids mol &cul aire apparent 
de 18.000 daltons. Par contre, l'électrophor@se effectuée en présence 
d'urée révèle que la myosine lisse d'invertébré possède les deux types 
de chaqnes légPres ALC et RLC ( Fig. 15 ) : la bande protéique de 
mobi 1 i té électrophorétique similaire à ce1 le de L18 correspondant à la 
chaîne légère de type ALC tandis que le doublet de mobilité 

el ectrophoretique très supérieure doit correspondre à 1 a chat ne 1 éggre 
de type régulatrice possédant une forme phosphoryl ée. 



FIGURE 13 : ANALYSE PAR ELEÇTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE DE LA MYOSINE 

D'ABRM DE MOULE EN PRESENCE DE SDS ET D'UREE. 

A - Electrophorèse en gel de polyacrylamide en présence de SDS ( tampon Tr i s -bora te  

de pH 7 , O  ) : a ) Myosine de réference ( de muscle sque le t t i que  Blanc de 

Lapin  ) ; b ) L a  f r a c t i o n  A obtenue par chromatographie de gel 

f i l t r a t i o n  su r  colonne de s$pharose 6B ; c)  La f r a c t i o n  correspondant a 
l a  myosine de muscle l i s s e  d'ABRM de Moule ; d ) Myosine de muscle l i s s e  

d ' u té rus  .de Vache. 

HC = Chaînes lourdes ; PM = Paramyosine ( 135.000 dal tons ) ; A = Actine. 

C - Electrophorese en ge l  de polyacry lar i~ ide en présence d 'urée 8 M : a j Myosine 

de référence ( muscle squele t t ique Blanc de Lapin  ) ; b ) Myosine d'ABRM de 

Mou1 e. 
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FIGURE 14 : EXAMEN EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE DES FILAMENTS SYNTHETIQUES 

DE L A  MYOSINE 
Gross issement  x 40000 e t  x 

D ' ABRM 
120000 

ALC 
t 

FIGURE 15 : ANALYSE PAR ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE EN PRESENCE 

D'UREE DES PREPARATIONS DE CHAINES LEGERES DE MYOSINE D'ABRM Di MOULE 
EFFECTUEES PAR ELECTROPHORESE PREPARATIVE. l 



Afin d' isoler sfilectivement l a  cha!ne léqère de type  A L C ,  deux 

protocoles ont é t é  uti l isés : ( i )  La dissociation p a r  traitement 
alcalin, par l 'acide 5-5'- dit.hionitrobenzoToue ( DTNB ) suivie d'une 

chromatogritphie de gel f i l tration sur sëphadex G 150 ; ( i i )  
L'électrophorese préparative sur gel de polyacrylamide en presence 

d'urée 8 M. 
Les chatnes legeres de type regulatrice o n t  et6 obtenues par 

dissociation par l e  DTNB e t  gel f i l t ra t ion sur G 150 tandis que ce n'est 
que par t3lectrophorese préparative,que 1'ALC a pu ê t re  isolee ( Fig.15 ) 

Les rendements alors obtenus sont t rès  faibles ( 5 mg d'ALC pour 300 g 

de muscle ABRM ) La composition en acides amines e t  une etude de 
1 'extrémite N-terminale ont seulement pu être envisagées ( Tableau I I  ). 

IV - CONCLUSlON 

Les myosines de muscles lisses ont des propriétés physico-chimiques 
parti cul ières avec principalement un caractère de *plus grande 
solubilité. Pourtant, en raison du plus faible contenu en protéines 
myofi bri 1 laires dans les muscl es 1 isses, des difficultés de préparation 

e t  d'isolement avec de bons rendements de 1 'ALC, une étude de la 
structure primaire d'ALC de myosine l isse appara?t dêlicate. 11 a étP 

intéressant : 
. de caractériser 1 'ALC-LI, de la myosine de muscle lisse 

vascularisé d'utérus 
. de mettre en évidence les chatnes légères de myosine de muscle 

l isse dlinvertébrP : les deux types de cha?nes légères ( ALC e t  RLC ) 

possèdent un  poids rnolëculaire apparent identique ( 18.000 da1 tons ) et  
ne peuvent etre distinguées qu'en électrophorèse en gel de 
polyacrylamide en présence d'uree. 

C - ETUDE DES MYOSINES DE MUSCLES SQUELETTIQUES 
DE DI FFERENTES ESPECES 

C ~ u s  aborderons successivement les m\vosines de muscles squelettiques 
puis les myosines de 1 'é ta t  foetal pour enfin envisager la particularité 
de ces mgmes myosines en tissu tumoral. 



TABLEAU II : COMPOSITION EN ACIDES AMINES ET EXTREMITE 
M-TERMINALE DE LA CHAINE LEGERE ALC DE LA 
MYOSINE D'ABRM DE MOULE. 

'L 

Asx 
Th r 
Ser 
Gl x 
Pro 

G ~ Y  
Al a 

cys/2 
Va 1 
Met 
Ile 
Leu 

TY r 
P he 

LY s 
H i  s 

Arg 
Trp 

24 h 

11,2 

4,8 

6 ,2 
21,7 

3 ,4 

8,O 

8,9 

O99 

4,9 

1,4 

3 ,3 

8,3 

2 94 

3 ¶ O  

697 

098 

4 90 
M.D 

4 

A 

72 h 

11,9 

4,7 

5 ,6 
22,3 

5 ,3 
7 90 
9,3 
- 
5 PO 
197 

3 ,8 

7 ,4 

2 94 

z96 

6 98 

193 

3 93 
N. D 

A. 
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1 ) LES MYOSINES DE MUSCLES SQUELETTIQIJES A L'ETAT ADULTE : 

1") L'ELECTROPHORESE EN PRESENCE DE SDS A PH 8,4 : 

La myosine la mieux connue et la plus souvent prise comme r6fBrence 

par les auteurs est celle extraite du muscle squelettique Blanc de 

Lapin. Le protocole cité en introduction de ce chapitre, permet de 

l'obtenir avec de très bons rendements. 

C'est en utilisant la même stratégie que nous avons préparé les 

myosines de muscles squelettiques à contraction rapide de différentes 

espsces des Décapodes aux Mammifères supérieurs ( Crabe, Grenoui 1 le, 
Poulet, Rat, Porc et Homme ) . Les rendements obtenus sont de 1 'ordre de 

5 à 10 mg par gramme de muscle et varient 'peu d'une espèce à 1 'autre. 

L'analyse comparative qualitative a été effectuée par électrophorèse en 

gel de polyacrylamide ( Fig. 16 ) . Deux conditions de migration apportent 
à la définition précise des formes moléculaires. 

Chez le Lapin, la myosine de muscle Rlanc possède trois chaqnes 

légeres dont les mobilités électrophorétiques correspondent à des poids 

moléculaires apparents de 25.000, 18.000 et 16.000 da1 tons 

respectivement, notées LZ5 ; LIB et LI6 ( Fig.16 B ).  

Chez le Crabe, la myosine de muscle squelettique ( peripoda pel, 

pe2 et pe3 ) possède deux chatnes légères de 22.000 et 18.000 daltons 

respectivement ( LC1 et LC2 ). Lors de la préparation de cette mjlosine, 

l'élimination de l'actine est plus difficile m&ne si au stade de 

l'ultracentrifugation nous atteignons des solutions de l'ordre de 10 mN 

dlATP au lieu de 5 mM classiquement ajoutés. Comme dans le cas d'autres 

myosines de muscles d'invertébrés ( Kendrick-Jones et al 1976 C571 ), 

nous avons également noté une plus grande capacite de cette myosine ii 

former des dimères: la bande de plus haut poids moléculaire que nous 

retrouvons sur 1 ' 61 ectrophorégramne de myosine de Crabe doit 

correspondre à cette forme dimere ( Fig. 16 A ). 

Chez 1 a Grenoui 1 1 e, 1 a myos i ne de musc1 e gastrocnémi en possede 

aussi trois chaînes l6gères dont 1 es poids moléculaires apparents sont 

similaires à ceux de la myosine de réference. Bien que cette myosine de 

muscle squel lettique de Grenoui 1 1  e soit préparée dans les mêmes 

conditions que celles des autres myosines, i l  faut signaler une plus 

grande " labil ité " des chaînes lourdes mais aussi de la cha?ne légère 

L25 
qui 'rapidement est degradée en une forme L ( Fig. 16 P ) . Cette 

24 



FIGURE '16 : COMPARAISON DE LA COMPOSITION EN CHAINES LEGERES DES 

MYOSINES DE MUSCLES SQUELETTIQUES : ANAiYSE PAR ELECTROPHORESE 

EN GEL DE POLYACRYLAMIDE 

A - Myosine de muscle peripoda de Crabe ( électrophorèse en présence de SOS ) 

S t d  = Standard de protéines de différents poids moléculaire ; a) Extrait 

brut de myofibri 1 les; P )  Actomyosi ne obtenue apr6s ui tracentrifugation ; 
c ) Actomyosine obtenue après relargage par le sulfate d'ammonium ( L ~ C  ) montre 

la capacité de 1 a myosi ne de Crabe à former des dimères. 

8 -  osin in es de muscles squelettiques pour différentes espèces : a & e ) Porc ; 
b ) Rat ; c ) Poulet ; d ) Lapin 

1 

C - Myosines de muscles squelettiques pour diffërentes espèces dont 1 'analyse 
a été effectuée en présence d'urée 8 M : a ) Homme ; b & c ) Pou1et;d ) Rat 

l e ) Lapin ; f ) Grenouille ; g ) Porc. 

D - Myosine de muscle squelettique de Grenouille : comparaison avec l a  myosine 
ventriculaire de coeur de Porc ( a )  , b ) myosine préparée e t  déposée 2 heures 

l apres l'extraction des myofibrilles ; c ) myosine déposée sur l e  gel après 
4 heures. 

E - Schématisation de tous les résultats acquis sur le  comportement des chaines 
légères en électrophorèse en gel de polyacrylamide en présence de SDS 

CPM = Crabe ; FSM = Grenouille ; CSM = Poulet ; RbSM = Lapin ; RaSM = Rat . 
PSM = Porc ; HSM = H o m  ; PCV = Porc cardiaque ventriculaire ; P C A t  = Porc 
cardiaque auri cul a i  re. 
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pl us grande sensi bi 1 i té à 1 'action des endoprotéases est d'ail 1 eurs 

discutée par plusieurs auteurs sans qu' i l  soit donné d'expl ications 

satisfaisantes( Barany et al 1969 [41 ; Pliszka et a1 1979 [971 ). - 
Chez le Poulet, la myosine de muscle gastrocnémien possède trois 

chahes légères. La chat ne légère de plus faible poids moléculaire et 

ce1 le de pl us haut poids mol éculai re sont respectivement identiques aux 

chagnes legeres Lg5 et L16 de la myosine de reférence. La troisième 

chat ne 1 @gère d'environ 17.000 da1 tons a une mobi 1 i té él ectrophor0tique 
iégérement supérieure à celle de la chaqne légère L18 de ia myosine de 

référence ( Fig . 16 B ) . 

Chez le Rat, la myosine du muscle gastrocnémien possède également 

trois chaqnes légères . La seule différence obtenue avec la myosine de 
réf6rence réside encore dans un comportement él ectrophorétique menant à 

une estimation de poids moléculaire de 24.000 pour 1 'une des cha'ines 

légères qui est inferieure à la L25 de la myosine de référence. De plus, 

lors de la dissection des pattes du Rat, i l  est difficile de prélever 

uniquement le muscle rapide gastrocnémien. La préparation de myosine de 

muscle rapide est contaminée par de la myosine de muscle rouge lent 

( Fig. 16 B ). En effet, sur 1 'électrophoregramme les bandes plus fines 

à 25.000 daltons , 17.000 da1 tons correspondent aux chai nes légères de 

myosine de muscle lent ( Sarkar - et al 1971 Cl031 ). 

Chez le Porc, la myosine de muscle rapide a été préparée 8 partir 

du diaphragme. Elle possède trois chabes légères. La chaîne légère de 

plus faible poids moléculaire a un comportement électrophorétique 

similaire à ia L18 de Lapin. Les deux autres chatnes légères ont des 

mobil i tés électrophorétiques inferieures 3 ce1 le de pl us haut poids 

mol écu1 ai re de 1 a myosine de référence LZ5 ( Fig .16 B ) . 

Chez 1 'Homme enfin, la myosine du muscle quadriceps crural possede 

trois chaqnes legères. Les chabes légères de plus haut poids 

moléculaire et de plus faible poids moleculaire ont des mobilités 

électrophorétiques respectivement identiques aux chaqnes 1 égeres LZ5 et 

LI8 de ia myosine de référence. La cha?ne legère de poids moiécuIaire 

intermédiaire a une mobilité électrophorétique supérieure à la Lp4 du 

Rat et inférieure à la L18 de Lapin ( Fig. 16 B ). 



2") L'ELECTROPHORESE EN PRESENCE D'UREE 8 M 

Comme le  montre la Figure 16C, 1 'électrophorèse en présence d'uree 
permet de mettre en évidence la forme phosphorylee des chafnes légères - 
de type régul atri  ce des différentes myosines . El le  permet egal ement de 
confirmer 1 lexi stence d' une chaîne légere de tres haut poids mol écu1 aire 

( environ 30.000 da1 tons ) pour la myosine de muscle squelettique de 
Porc. 

3 O )  CONCLUSION 

L'étude des myosines de muscles squelettiques a é te  effectutke pour 
sept espèces ( des Décapodes aux Mammifères supérieurs en passant par 
les Batriciens, les Oiseaux e t  les Rongeurs.,). Par électrophorese en gel 

d'acrylamide ( en presence de SDS a pH 8,4 ) les myosines de muscles 
squelettiques possèdent trois chatnes légeres dont les mobi 1 i tés 
électrophorétiques diffèrent d'une espèce à 1 'autre comme nous 1 'avons 
schématisé dans la Figure le E. Par électrophor6se en gel d'acrylamide 
en présence d'urée, les myosines ont  quatre chahes légères don t  1 'une 
correspond à la forme phosphorylee de la chat ne légère RLC. 

La comparai son du comportement é1 ectrophorétique des chaînes 
légères des myosines de muscles squelettiques à contraction rapide a 
permis de montrer que la variation de t a i l l e  moléculaire intervient 
principalement pour les chaf nes légères de type " alcalines ". Notons, 
qu'au cours de 1 'évolution des especes, i l  y a augmentation du poids 
moléculaire apparent d'une des chaqnes 16gères type ALC, celle de plus 
haut poids moléculaire. Cas limite, chez l e  Porc, on retiendra une ALC 

de poids moléculaire apparent très supérieur à 25.000 da1 tons : l a  L30. 

I I  - LES MYOSINES DE MUSCLES SQUELETTIQUES A DIFFERENTS STADES 

DE LA DIFFERENCIATION 

1') LA MYOSINE FOETALE DE PORC : 

La necessité de confirmer 1 'existence d'une chaqne légPre de 30.000 
da1 tons , chez le  Porc, exemple unique, nous a amené à conna'itre la 
composition en cha$nes légères de l a  myosine de muscle squelettique de 
foetus de Porc. Le protocole d'isolement suivi pour la myosine foetale 
est  cl assi que. L 'analyse par é1 ectrophorese en gel d'acrylamide en 
présence de SDS ( Fig .  17 ) montre qu'à 1 'é ta t  foetal la myosine de 
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1 FIGURE 17  : COMPOSITION EN CHAINES LEGERES DE L A  MYOSINE FOETALE 
l 

l DE MUSCLE SQUELETTIQUE DE PORC. 

... 1 

I A - Analyse effectuée par électrophorèse en gel de polyacrylamide en présence 
1 

de SES à pH 8 ,4  ( Laemrnli ) : a ) myosine foetale ; b ) myosine de muscle 

squelettique de Porc adu 1 t e .  

LCemb = chaine légère de type embryonnai re. 

B - Analyse effectuée par électrophorèse en gel de polyacrylamide en présence 

d'urée 3 M à pH 8,4 ( Frearson & Perry 1975 C273 ) : a ) myosine foetale 

b K b '  ) myosine de muscle squelettique de Porc adulte ( b )  40 pg ( b ' )  20 pg 
= Forme phosphorylée de la chaine legère L18. 



muscle squelettique possède déjà la L30 et les deux autres chaines 

légères Lp7 et L18 avec en plus une chaine légère de poids moléculaire 
apparent de 28.500 daltons. Cette présence d'une chaine legère dite de 

type embryonnaire ( LCemb ) a dé,j8 été décrite par plusieurs auteurs 

( Wahlen et al 1979 Cl251 ; Katoh et Kubo 1978 [551 ), mais i l  est à 

souligner que celle de Porc avec un poids moléculaire apparent aussi 

elevé est une fois encore trGs caractéristique de 1 'espGce étudiée. 

L '61 ectrophorèse en gel de .polyacrylamide en présence d'urée 8 M réviile 
1 'absence de la forme phosphorylee de la île ( Fig.17 ). 

2") LES MYOSINES FOETALES ET TUMORALES DE LAPIN, DE RAT ET 
DE L 'HOMME 

La composition en chaines légères de la myosine de muscle 

squelettique chez le Lapin, le Rat et l'Homme a été étudiée et comparée 

pour 1 'état foetal, adulte et tumoral. Les résultats obtenus ont fait 

1 'objet des publications ( PUBLICATION No 3 ) : 
* 11 Tumoral myosins of Ni3S2-induced rhabdomyosarcomas in rat and 

rabbit : comparative studies with adult and fetal myosins of skeletal 

muscle " 

European Journal of Ce11 Biology - 20 ( 1980 ) 240-248. 

( PUBLICATION NO4 ) : 

* " Peri toneal rhabdomyosarcoma- in a newborn chi 1 d : pathol ogi cal and 

biochemical studies wi th emphasis on contractile proteins " 
Journal of Cl inical Pathology - 33 ( 1980 ) 823-829. 

( PUBLICATION No 5 ) : 

* " NigS2-induced leiomyosarcomas in rabbi t skeletal muscle : analysis 

of the tumoral myosin and i ts significance in the retrodifferenciation 

concept " 

Oncodevelopmental Biology and Medicine - 2 ( 1981 ) 101-108. 

En résumé, ces études ont permis de montrer que la biosynthèse de 

la myosi.ne est modifiée par des agents provoquant la cancérisation du 

muscle. La modification de 1 'agencement moléculaire est à 1 'origine de 
la chute de 1 'activité ATPasique spécifique de la myosine tumorale. Par 

contre, la myosine foetale voit son activité ATPasique augmenter qui est 

sans doute en relation avec l'existence d'une chaine légère 

supplémentaire. Cette chaine légère représente un promoteur essentiel. 



3") CONCLUSION : 

La comparaison des myosines foetales avec les formes adultes de 

muscles squelettiques de quatre espèces ( Lapin, Rat, Porc et Homme ) a 
montré que les myosines possèdent une chaqne legère de type embryonnaire 

( LCemb ) supplémentaire qui est caractéristique de 1 'espèce Gtudiée. De 
plus, à l'etat foetal la forme phosphorylée de la chaîne légère de type 

régulatrice n'est jamais mise en évidence. Sans doute, les enzymes de 

phosphorylation ne sont pas encore présents dans les cellules à 1 'état 

foetal . 
La comparaison des myosines tumoral es des muscles squelettiques des 

trois espèces ( Lapin, Rat et Homme ) montre que les myosines possèdent 

deux cha(4nes légères quel le que soit 1 'espèce : ce1 le de type ALC de 
plus haut poids moleculaire et ce1 le de type régulatrice RLC sans sa 

forme phosphoryl ée. 

Enfin, ces études ont permis de mettre en évidence un nouvel 

isoenzyme de myosine de muscle squelettique dont les différences se 

situent au niveau de la composition en chatne légère la myosine 

tumorale. La myosine tumorale est différente aussi bien de la myosine 

foetale que de la myosine de muscle squelettique adulte normal. 

D - ETUDE DES CHAINES LEGERES DES MYOSINES CARDIAQUES 

Pour compléter cette @tude des myosines, nous avons également 

entrepris 1 'étude de la composition en chaqnes légeres du muscle strié 

cardiaque ceci dans différentes parties du myocarde et pour différentes 

espèces. Les principaux résultats obtenus figurent dans l a  pub1 i cation 
( PUBLICATION N O 6  ) : 

* " Phylogenetic studies of cardiac myosins from Amphibia to Mammals " 

Comparative Biochemi stry and Physiol ogy - 76B ( 1983 ) 263-270. 

Cette étude comparative des myos i nes cardiaques montre corne pour 
les myosines de muscles squelettiques, que la composition en chafnes 

légères est très specifique de 1 'espèce étudiée. Au cours de 1 'évolution 
des espèces, ce sont principalement les chaqnes légeres de type ALC dont 

la taille moléculaire a varié le plus tandis que la chaqne légPre de 

type régulatrice possede un poids moléculaire plus stable proche de 
28.000 da1 tons. 



Cette diversité de taille moléculaire pour 1 'ALC doit sans aucun 

doute avoir une signification biologique et des éléments de réponse 

pourront nous être apportés par l'étude de la structure primaire des 

ALC. Or, l'étude de la structure primaire exige l'isolement par une 

technique simple d'une quantite relativement importante de protéine, 

dans un état de pureté élevé. Pour l'étude de la structure primaire 

d'une chaqne légere ' alcaline l' , notre intérêt s'est donc porte sur la 
myosine ventriculaire de coeur de Porc car : 

- Le contenu en protéines contractiles d'un muscle strié est des 

plus élevés. 

- Pour les Mammifères supérieurs ,- seules des structures partiel les . 
dtALC de myosine cardiaque ( Boeuf et Homme ) ont pu être proposées. 

- Enfin, i l  est bien connu que pour le Porc et 1 'Homme, la 

structure et les propriétés physico-chimiques de nombreuses molécules 

sont voisines. 

Néanmoins, il fa1 lait en première étape optimiser et standardiser 
le protocole de préparation de la myosine cardiaque et, ensuite, séparer 

1 es différentes sous-uni tés sel on un procédé permettant un isolement 
quantitatif de la chatne légère dite " alcaline " ALC-L2,. 

1 - PREPARATION DE LA MYOSINE VENTRICULAIRE DE COEUR DE PORC : 

De nombreux protocoles de préparation de myosine cardiaque ont été 

décrits dans la littérature. La préparation de la myosine de ventricule 
gauche de coeur de Porc a été réalisé selon le protocole classique sue 

nous avons modifie : 

La preparation satisfait aux trois critères de pureté suivants : 
- un rapport de densi té optique A 280 nm/A 260 nm supérieur Zi 1,6 

montrant l'absence de nucleotides. 

- une activité ATPasi que dependante du magnésium presque nu1 le 
( absence d'actine ). 

- un électrophorégramme en gel de polyacrylamide effectué en 

présence de SDS ne révélant aucun contaminant du filament fin 

( actine, tropomyosine et troponines ) . 
En utilisant un tel protocole, la myosine cardiaque de Porc obtenue 

est très pure, mais le rendement n'est que de 2 mg par gramme de muscle. 

L'étape de 1 'ultracentrifugation en présence d' ATP 1 imite la quanti té de 
muscle i partir de laquelle la myosine peut être extraite. 



Le contaminant le plus gênant, le plus fréquemment retrouve dans 

les préparations des chafnes légères est la Troponine C, dont les 

propriétés physico-chimiques et la structure sont voisines de celles des 

ALC. L'élimination de la Troponine C, qui est une protéine très soluble, 

est réal i sée 1 ors d' étapes de dissolution-préci pi tation et de relargage 

par le sulfate d'ammonium. La preparation " dite brute " de myosine 

ventriculaire de coeur de Porc est suffisamment pure pour 1 'isolement 

ultérieur des chaqnes légères et elle est surtout obtenue avec de 

meilleurs rendements ( de l'ordre de 20 â 30 mg par gramme de muscle 

cardiaque ). 
Cependant, les préparations de myosine ne peuvent être que 

difficilement stockées, ainsi : 

(i ) la myosine a tendance à s'agréger spontanement, &me à force 
ionique élevée. Une préparation conservee sous forme lyophilisée devient 

très difficile a remettre en solution. 
(ii) Les chaînes lourdes sont très sensibles à l'action des 

endoprotéases exogenes ( voir le paragraphe concernant la myosine de 

muscle squelettique de Grenoui 1 1  e ) . ~ ê m e  en faible concentration dans 
le milieu, les endoprotéases libèrent des fragments dont le poids 

moléculaire est voisin de ceux des chaqnes légères. 

( i i  i) Les chaqnes légères de la myosine cardiaque de Porc sont 
* sensibles aux endoprotéases et elles peuvent etre partiellement 

dégradées, même en presence d' acti ne dans 1 a préparation 

( actine connue pour avoir un rôle moléculaire protecteur ). De plus, la 
- 

charge globale des chaînes légères se trouve modifier au cours du temps. 

II - PREPARATION DES CHAINES LEGERES DE LA MYOSINE VENTRICULAIRE 
GAUCHE DE COEUR DE PORC : 

Comme aucun traitement chimique ne permet de dissocier 

sél ectivement les chatnes 1 égères de 1 a mj~osine cardiaque, la 

dissociation chatnes 1 ourdes-chaînes légères doit être effectuée par des 

agents puissants ( urée 8 M ; SDS 1% ; chlorhydrate de guanidine 6 M ) 
et en pr.ésence d 'agents réducteurs ( 2-mercaptoéthanol ; di thiothréi - 
tol ). De nombreux essais ont été effectues et par électrophorèse en gel 

de polyacrylamide en présence de SDS, les culots de chaînes lourdes ont 

été analysés. Nous avons ainsi noté que la réaction de dissociation 

chaînes lourdes-chaines légères de la myosine cardiaque de Porc est plus 



complète lorsque nous utilisons 1 'urée 8 M en présence de 1% de 
2-mercaptoéthanol . 

Différentes techniques o n t  ensuite été utilisées pour séparer 
chacune des chaf nes 1 égères : 

1") LA CHROMATOGRAPHIE D'ECHANGE D'IONS : 

De nombreux auteurs ont réalisé la séparation des chagnes légeres 
de 1 a myosine cardiaque par chromatographie sur colonne d t  échange d '  ions 
de DEAE-cellulose ou de DEAE-Séphadex ( Weeds e t  Lowey 1971 Cl321 ; 
Klotz - e t  al 1975 [60] ) . Pour séparer les chat nes légeres de la myosine 
cardiaque de Porc, nous avons u t i  1 ise la chromatographie d ' échange 
d'ions sur colonne de DEAE- e t  QAEGéphadex .A A 50. Si la séparation sur 
colonne de ~ ~ A ~ S é p h a d e x  est quantitativement e t  qualitativement 
.supérieure à celle effectuée sur colonne de QAE-Séphadex ou 
DEAE-cellulose, l e  rendement est  néanmoins faible ( environ 9 mg de 
chacune des chaînes légères sont isolées par gramme de myosine ). 

2") LA CHROMATOGRAPHIE DE GEL FILTRATION : 

En règle générale en chromatographie 1 iquide, la chromatographie de 
gel f i l t ra t ion conduit à de meil leurs rendements, car au regard de la 
chromatographie d ' échange d' ions les phénomènes d '  adsorption non 
spécifique sur la matrice sont faibles. Ainsi, pour la myosine d'utérus 
de Vache, nous obtenons la chaqne legère L17 avec des rendements de 
l'ordre de 25 mg par gramme de myosine. 

Pour l a  myosine cardiaque de Porc, les phénomènes de réassociation 
chaînes 16gères-chaînes lourdes sont plus importants e t  i l  e s t  plus 
diff ic i le  d'éliminer totalement les cha'ines lourdes, même s i  la 
concentration en SDS e s t  amenée 8 5% pour effectuer la chromatographie 
sur colonne de Séphadex G 150. 

La séparation des chaqnes légeres a &galement @té effectuée par 
chromatographie de gel f i l t ra t ion sur colonne de Biogel A 1,5 M selon 
les conditions décrites par Klotz - e t  al 1978 [61]. Nous obtenons une 
excell ente séparat i on de chacune des chaqnes 1 égères . Cependant, étant 
donné la longueur de l a  colonne e t  les conditions d'élution, la méthode 
est  très longue e t  ne se prête que difficilement à un préparatif. 

3O) L L  : 

Nous avons également tente de préparer les chaînes légères de la 
myosine cardiaque de Porc selon la méthode de la précipitation 



isoélectrique décrite par Hiratsuka 1980 [43]. Lors de nos essais, les 

rendements obtenus ont toujours été nettement inférieurs à ceux qui ont 

été décrits car : 

( i ) Des phénomènes de réassoci ati on chabes 1 égères-chat nes lourdes 
de la myosine cardiaque se produisent et une quantité importante de 

chafnes légeres est perdue au cours de 1 'étape dlElimination des cha?nes 
1 ourdes . 

( i i )  L'étape d'ultrafiltration provoque un abaissement du pH de la 

solution entrainant la précipitation non souhaitee de chafnes légères. 

(ii i )  Lors de la précipitation isoélectrique a pH 5,3, la chaqne 

legere ALC-LZ7 se retrouve non seulement dans le surnageant mais 

coprecipite pour une part importante avec la RLC-L18 . Schlossler et al 
1982 Cl051 travail lant sur les chatnes légères de la myosine cardiaque 

humaine confirment nos observations. 

De plus, l'analyse par électrophorese en gel de polyacrylamide en 

présence d'urée 8 M révèle d'importantes modifications de la charge et 

de la forme des chaqnes légères préparées selon cette méthode de 

préci pi tation isoélectrique. 

4" ) L ' ELECTROPHORESE PREPARATI VE EN GEL DE POLYACRY LAM1 DE : 
Cette technique d'électrophorèse préparative est celle que nous 

avons finalement retenue pour preparer 1'ALC-LZ7 . Le mode opératoire 
est très simple et très efficace, à l'inverse des systèmes 

d'électrophoreses preparatives déjà décrits ( Yasaki et al 1973 Cl411 ; 

Klotz - et al 1975 [60] ). nous utilisons un appareillage peu coûteux 

( celui décrit par Kerckaert 1978 [58] ) et un gel urée 8 M qui permet 

1 ' é1 uti on compl ète des bandes protéiques col orées à 1 ' ami doschwarz . 
Ainsi, en une seule étape nous pouvons séparer les chaînes lourdes de 

chacune des chaînes légères, y compris la forme phosphoryl& et 

1'ALC-L27 est purifiee avec d'excellents rendements. 

Le protocole de préparation, les critères de pureté et la 

caractérisation des chat nes 1 égeres apparaissent pl us en détai 1 s dans la 
publication ( PUBLICATION No 7 ) : 
* " Isolement des chaînes légères de la myosine cardiaque de Porc par 

électrophorèse préparative et étude des polypeptides obtenus après 

action du bromure de cyanogène " 

Biochimie - 60 ( 1978 ) 409-415. 



CONCLUSION 
. 

D'après notre étude des myosines extraites de muscles lisses, 

squelettiques et cardiaques , i 1 appara? t cl ai rement qu ' à chaque type de 

muscle ou d'espèce correspond une myosine dont la composition en chaînes 

1 égeres est spécifique et caractéristique. D'ail leurs d'autres méthodes 

ont permis de définir de façon plus précise différentes molécules de 

myosine conduisant à la notion d'isoenzymes de myosine ( Grandier- 

Vazeille et al 1979 [33] ; Hoh et al 1980 [451 ; diAlbis et al 1981 - - 
Cl41 ; Gauthier - et al 1982 [28] ). 

Cependant, au cours de 1 'évolution des espèces, i l  faut souligner 
que si des modifications de structure se produisent, c'est plus 

particul ièrement en ce qui concerne les chaînes légères ALC de plus haut 

poids moléculaire. Du point de vue taille moléculaire, la chaîne légère 

de type ALC varie de 30.000 daltons ( muscle squelettique de Porc ) à 
14.000 daltons ( muscle cardiaque de Grenouille ) tandis que la chaqne 
légère de type régulatrice RLC se présente sous forme d'un doublet ( due 

a la présence de forme phosphorylée ) d'un poids moléculaire de 20.000 

ou 18.000 daltons. Cette modification de structure doit sans doute avoir 

une signification biologique et certaines expl ications peuvent nous être 

fournies par lietude de la structure primaire et de l'organisittion 

mol écu1 aires de ces chaqnes 1 egeres. Nous avons ainsi entrepris 1 'etude 
de la structure de 1'ALC-L2, de la myosine ventriculaire gauche de coeur 

A de Porc, la seule qui pouvait etre obtenue qualitativement et 

quantitativement de manière satisfaisante pour mener à bien ce sujet. 

De plus, 1 'intérêt se justifait en fonction : 
1") de l'étude par Weeds et McLachlan ( 1974 ) Cl331 qui a montré 

des analogies de structure entre chaqne légère ALC, la TN C et la 

parval bumi ne. 
2") et du fait qu'il pourrait être intéressant de rechercher une 

deuxième molécule fixant le calcium à côté de la TN C. 
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CYTOPHYSIOLOGIE. - &tude desfduments de paromyosvie du nnrscfe Iisse de Myrtihis 
eduiis L. : uitrartructure, pun3cation et interaction paramyusine-mytwine. Note (*) de 
IimhW F. Hüdcbr- Drniel Te- et Jacques Gîlloteaux ('),  se par Maurice 
Durchon. 

La ~~ de I'ABRM de Mytiia e& L. est im1& &u une fmtion sur gel d l'aide d'me coianne 
de « Sephadex G200 M. L'intaoction & la paramyosine et de h myorint GBt ~~ in &o. La 
mictqscopie 4doctromiquc M e  que la myoeinc fait partie intégrante des coîjhtmts et qu'de ne se trouve 
pas mmpîuncnt 8 sa surface. 

ABRMjwramyosln from Mytiiw dulis L. has bea irolateà by ''Sephadcx G ZOO" gel f d t r a .  2% 
paramyoaik-myosin interrictfaa hm been pe&onmd in vitro. The ultrast~cfiaol observations reveakù thut 
myosin has to be integmtd into co~fihm&& with jnuamyosbi wd that myoain isnot simpb loccrizeàsipwi tire 
p o r m y Q ~  JÏrfàce. 

INTRODUCTION. - Le muscle rétractew antérieur du byssus (ABRM) de Mytüw edulis L. 
est un muscle lisse susceptible de maintenir une tension tonique importante pendant dc 
longues périodes, sans wosommation excessive d'énergie : phénomène appel4 le 
« catch » (2). 

Afm d'élucider ce phénoméne, de nombreuses études ont porte sur les propriétés 
mécaniques [(9, (4)] et l'organisation moléculaire du système contractile [(') à (')] & ce 
muscle. 

Des travaux antérieurs ont montré que l'on peut trouver la myosine à la surface du 
filament épais de I'ABRM [(6), (9), ("11 et qu'il y a fusion des fdaments épais lors du 
« catch » [('O) à (13}]. Ces deux observations nous semblent contradictoires et expiiquent 
sans doute les nombreuses hypothèses émises, sauf si la myosine jouait un rôle encore plus 
important dans le « catch N. 

Dans ce travail, nous ktudions l'aspect ultrastructural du füament épais de M. eduiis et en 
particulier, la réassociation de la paramyosine purifiée avec la myosine du même muscle. 

 MAT^^ er -DES. - Z~oiement du f h e n t  épais. - Les filaments épais natifs de 
I'ABRM de Mytilus eciultb L. ont été isolés en utilisant une solution de force ionique 0,28, 
pH 7,O selon Baguet (3), avec ou sans ATP (0,005 M) sans passer par un stade soluble. 

2. Extraction de la parumyosine brute. - La paramyosbt est extraite suivant la méthode 
de Szent-Gyôrgyi et con. (14). Toutefois, nous avons utilisé &P207 0,01 M au lieu de 
I'ATP 0,005 M. 

3. Extraction et purijication & la myosine. - La myosine est extraite à parîir de h 
pr6paration & paramydse brute. Son extraction à force ionique élevée et sa purifmtion 
ont tté effectuées suivant k méthode démite précédemment ('9. 

4. I%r@mtion a2 laparamyosbae. - Aprés extraction de l a o n m y ~ ,  la pmmyoSme est 
extraite pendant 20 mn pw un tampon phosphate de potassiuin 40075 M de pH 6,5, KCI 
0,6 M, =O7 0,01 M, me~.c9pt0-2~010,005 M, puis précipi& psr 10 volmai d'eau 
et recudit par centrifugation B 10 OQO g pendant 15 mn. 100 mg & cette parmnyosh sont 
alorcr dissots dans 5 ml d'un taunpoi Tris borate 0,16 M & pH 7,0, SDS 0,1%. La solution 
mtdjltSgeCcontre!ce~netcen~g&.Le~~tostd~swuheoolonne& 
et Sephadex G 200 » (2,5 x 200 an), h chromatographie est rtalisde B un W t  de 6 d / h  et 
des fractions de 4 ml sont mmeiîîies. Le profil d'élutim établi B Saide de la M o n  de Lowry 
pennet dc distinguer trois fractions : A, B et C ( ftg.) qni sont dialysées de façon exhaustive 
contre i'eau. 
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5. Précipitation et formation des fdaments synthétiques. - Les fdaments synthétiques sont 
obtenus à partir de paramyosine dissoute (1 mg/mi) dans du tampon phosphate de 
potassium 0,01 M de pH 7,0, MgCl* 0,01 M, KCi 0,6 M et prkipités par dilution rapide 
avec du tampon phosphate de potassium 0,01 M et de MgClz 0,01 M pour obtenir une 
concentration finaie en KCl de 0,l M. Les filaments sont examinés par la technique de 
contraste négatif au microscope électronique a Philips 300 N (16). 

6. Interaction paramyosipmyosi~.  - Les cofilaments paramyosine-myosine sont formés 
par dilution rapide en ajournt au tampon du CaClz 10-6 M. Cependant, la coprécipitation 
ne peut avoir lieu qu'en présence d'ATP 0,015 M et pour un mélange paramyosine-myosine 
dans le rapport 1 : 1 (p/p), sachant que les concentrations en protéines sont de 1 mglml. 

D.O. 880nm 

t 

'R&~TA'Is. - Les m a t i i o n s  de fhmnts &pais natifs de 1"RM de M. 
contiennent des f i l m  épais p s v a m y o ~ u c s  et ch filasneaSs fins d ' e .  En p 
$'A% les fhnmts Cpaus natifs prhmtcnt un aspGct niguaa dû it des ~ ~ o p l g  

Pg. 1 B 3. - Filaments épais natifs. Les préparations soat oontamin(es par & l'actine (fkhes). 

Fig. 1. - Fiiammb aprts e x m e t h  en prQmce d'ATP 0,ûûS M. La ariation est peu tvide~tt et on nate Ir 
p r C s m a d e n o m ~ ~ o a s B l a s u i f a œ d u  Nsmmt(Gx94000). 

Fig. 3. - Filmnent après exthaetm saas ATP avec l'image typiqut d'an treillage réguik (Beu-Wby m) 
(G x 145 000). 

Fig. 4. - Filament de pmuuyoMe bnitc apris c x W o n  m p M œ  de &P207 0,01 M. Le filamant possbde la 
sviation tmnmmb ww&istique (G x 120 000). 
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fig. 1. - Fort gro&mnat d'un füammt synülétique de la paramyosine @k par fütration SUT gel de 
u Sephadur G 200 n (G x 360000). 

. 
Fig. 3. - Fort grosshmmt d'un cof-t pmmyosinc-myosine (G x 360000). 

surfp .  La striation transversale du fiiament épais est peu évidente (pl. 1,fig. 1). Sans ATP 
les projections disparaissent. Nous observons alors deux types : l'un ttant car&& par une 
striation de 145 A (pl. I, fig. 2) et i'autre par un treillage régulier (k -Se lby  type) (pl. 2, 
fig. 3). Après extraction de la myosine, la paramyosine possède sa stnicture moltculaire 
caractéristique. Il faut noter qu'en remplaçant I'ATP par le pyrophosphate, on élimine 
davantage de contaminants myofibriiiaires (pl. 1, frg. 4). 

Après passage de la paramyosine sur colonne de u Sephadex G 200 », nous observons 
trois pics (fig.). Ces trois pics ont été examinés en microscopie électronique. LR pic A 
contient des agrégats filamenteux, le pic C présente des éléments du filament frn contaminés 
par la myosine et le pic B ne contient que des filaments de paramyosine, qui montrent une 
périodicité axiale de 530 A (pl. ïI,fig. 1). Une période comprend deux régions principales, la 
seconde étant constituée de plusieurs sous-unit montre une largeur très 
homogène de 0,l p. 

Les cofilaments paramyosine-myosine possèdent par contre une périodicité totalement 
différente de 580 A (pl. II,jig. 3) : une zone plus sombre et homogène de 166 A et une autre 
plus large de 414 A. Cette dernière zone est constituée de 9 bandes d'égale épaisseur (46 A) et 
alternativement claires et sombres. Le cofilament possède généralement des régions de 12 
à 13 périodes de striations orthogonales et, en alternance, de plus petites rhgions de 5 à 
6 périodes de striations obliques. La longueur de ces dernières périodes est d'aiîieurs assez 
hétérogène et nous constatons qu'il existe plusieurs périodes dont la partie striée est de 380 A 
au lieu de 414 A. Dans ce cas, la striation est moins nette. De plus, elle est moins bien défimie 
sur sa périphérie mir une largeur de 100 à 200 A. Il est intéressant de remarquer que la largeur 
du cofiiament est plus irréguiière d a n t  de 0,l à 0,13 p (pl. II,fig. 2). 

CONCLUSION. - Des modifications ont été apportees co-t la méthode d'extraction 
et de purification de la paramyosine. L'utilisation du &P207 au lieu de PATP permet 
d'éviter de nombmuses étapes & recristailisation, celui-ci fac&twt une relaxation plus 
rapide du complexe actomyosinique (9. 

La filtration sur gel est employk afrn d'obtenir une piuamyosine pure sans prkcipitatiun 
éthmoliqint (Io). De plus, cette paramyosinc peut alors s'msock à h myosim, msis leur 
réass9ciation semble être imparfaite comme i'indique i'irrégulantt de la périodicité du 
cofrlment synthttique. Néanmoins, le changement dans la pCnodicit.6 des oofdaments &v&k 
que l'interaction de la myosine n'est pas simple mais doit waisemblablemant ss'efFa%ux au 
gtin d'une matrice axiaïe paramyoainique. De plus, l'association est a w i  dépendante de la 
p&smce d'A-, cette observation rejoint d'aiiicurs oeiie de Nonomura Cs). A première vue, 
il se pourmit que la myosine, présente à la surf8ee des filaments épais, soit un Obstacle A 
l'interaction paramyosinique. Par conséquent, si la myosine doit s'immiscer plus intimement 
au f&t épais, on comprend plus aisément qu'il y ait une possibilité de rapprochement 
&oit ou même fusion des fdaments épais, favorisé par une obligatoire interaction 
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actomyosinique (17). Dès lors, nos résultats appuieraient l'Hypothèse dite « parrtmyosin 
hypothesis » [('O), ("11. 

(*) Stance du 11 décembre 1978. 
(') J. Gilloîcaux a reçu raide f d e n  de la Fondation Universitaire (Ra- 1976) et & 1'Europeaii 

Molecular Biology Organization. Certains résultats faisaietit en outre partie de sa Dhoxtation doctorale présentée 
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(J) C. COHEN, A. G. SZENT-GY~RGW a J. K~DRICK-JONES, J.  Mol. Bwl., 56, 1971, p. 223. 
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MyosUr - synihctic flloments - myosin lighr chain composition - 
SDS/Urea PA GE - A TParc octiuity - isoclltymes 

Tumoral my&s werc isolatcd h m  rat and rabbit rhabdomyosarccr- 
mas and cornparcd with nomal adult and fetal skeletal myosins. The 
syntbetic filaments, the Ilgbt-chain compwition and the Ca2+ATP- 
ast activity wem studied. 

In the pmuice of Mg2+, normal myosins precipitated as bipolar 
îiiaments (0.5 pm), feu1 and tumoral myosins, however, pruipitatcd 
as long fusiform filaments (1 to 10 pm). SDS-PAGE rcvcalcd that tu- 
moral myosins contain the same light-chah as fetal myosin (25000 
and 18000 daltons, Lu-LI*). The third light-chain of the normal 
muscle m p h  (16000 daltons, L,,) was absent. In addition, Urca- 
PAGE mealcd the absence of the phosphoryhtcd form of the LI* in 
fetd and tumoral myosins. 

' Ca2+ATPase activity measurements pmfomud in funaion of the 
Ca2+ COllCCetration showcd simihitics betwsen fctal and adult mus- 
d e  myosins. The Ca2+-ATPase activity of aimoral myosiils, howtv- 
er, wrs vwy law rtnji dightly adivated by imcasing the Caa+ con- 
centration (0.01 to 10 mM). 

nie investigation has sltown that fetal and tumoral m y a b  are 
identical cmœmisg the uitrastniaure of th& spthatic nlunents 
and thcir ~ t - c b i n  coqmition. This was not so in regard to the 
Caa+ATPaac d v i t y .  T M  is probably the tenilt of the expremh of 
a a m  myesin -or of ont of its palypeptides-, which hm a difkau 
CaZ+-ATPasc activity. 

') Dr. Hartrnut' F. HiMe- hstitut de Recherches sur k Cancer 
de LiUG PILd Unith 124 dt t'INSERM, B.P. 3567, F-5902D Lille 
C&x/~ranw. 

the nickel-subsulphide Ni& 112). Morphologists and bio- 
chemists prefer the induction of rhabdomyosmwmas by in- 
tramuscular injection of this wmpound to other models [3,4, 
5, 12,361, 
The prominenr characteristics of the tumoral muscle fibers 

are recognized in the differentiation of myofilaments and the 
assembly and organization of myofibrils. In wntrast to nor- 
mal muscle, myofibriis are oriented at random in the cyto- 
plasm and regular alignment of myofibrils sometimes occm 
14, 9, 14, 161. Without regard to the morphological diffa- 
enœs between rhabdomyosarcomas and normal stnated 
muscle, one of the most typical characteristics of the tumor is 
its immobility. Rhabdomyoblasts grown in culture, un&qp 
fusion and myofibriilar differentiation and develop tram- 
verse striation showing very little motility and contraaion 
1121. Embryonic or ntonatal myoblasts grown uader th 
same wnditions, however, dispiay motility and contncx. 

The problem of the immobility of tumoral myobimm 
seems to be very important. Thus the study of the strtic@ 
and the macromolecular organization of the contractile ptir 
t5ins appears to be essentiai for a better c o m p m h a i a ~  rd 
the inhibition of contraction in muscie tumors. This pWm 
can be approached by studying, in p a r t i d ,  the myadiB O$ 
tumoral muscle and comparing it with myosin of nranrrrd 
aduk muscle and especiaîiy with that of embryonicm&fid3 
instance, myosin of nomai addt musck bas thra I Q b  
Eàains of ciifferant molecular wught w1; myoain d iWâ 
m d e ,  b<mever, bas only two lightchains [6,24. . 

Eirst audit8 on tumoral contractiic proF&s hnve 

shown that one 
y k d  
In this investigation, WC at h t  inducd 

mas in Wistar Rats [14& We then inducGd IlUIBCfG tumms&i>' 
rabbits [16), sina rabbit white mus& p& are tbe d . 
usud references for biochemical and biaphysical 
contractile proteins. 



- 1  aacsriswitbw pdyofz taa~alwtp- ~ * t s r f r h p d w  
d 1 ~ , d ~ s o f n t E g d 1 A ~ T h e , ~ o f t h e  
myosin sy&btk ibmats rrnd thc ~~ mmpsitiian wO,-~ 
of thGW myoains wil l  Be citscribcd. CaZ+ATPase activity 
d y s e s  have b e n  cPmad out to allow a more direct ap- Tumors were induœd by impInn& of 20 mg of Ni& mto uic 
proach to the study of the immobility of rhabdomyoMasts. th@ musde of 3-monthold Wistar Rats and of80 mg mio the thigb 



1 a ~ c s ~ ~ b r n t s . ~ o r Î a o r t ~ ~ m a s t ~ ~ ~ i n m w t r . f b t  
~ t n i o e t h r t o t w o y a i a o . ~ t r u i o 6 n o w d t o r ~ w o & m r a n u a - '  
ilwd by &bt andcasaton microocopy and have becn idmüficd as 
pkwimoPphic r h a b d o i n y ~  previously du&W [14,16]. 

~oraul aduit rat and rabbit musclts as contrd wcre 6 f- the 
h d t h y  thigh of the tumœ-buring rinimols as wtll as from tumor 
frse mimais. F e d  miisdes werr taken from Ieday-old rat fctuscs 
and 20-day-old rabbit fehu#s. Normal fetal aad tumoral muscies 
were hagmented in a Warhg-Biender homogcnimr for 2 min at high 
Spœd. The homogenatcs mn m s p d e d  in 0.6 M KCI, 10 mu potas- 
sium p-te M e r ,  pH 6.8 œmmbiag 5 m u  MgC12, 40 mM 
K4P2&, 2 m~ EOTA (ethyiene-glycol-tetraaatic acid). The suspen- 
sion was made to a volume of 5 ml/g of muscle. The homogenates 
won extricud for 90 min. AU. solutions co~tsined 10 mM &mcraip 
tocthand and all prqmwi011~ werc camsd out at 4 OC. After extrac- 
tion, the hcnnogutates WCR sadimentcd at 10000 g for 10 min. The 
supernatuits arere tben pmipitatad by dialysis yaiast 10 volumes of 
1 mu NaHCO,, 10 mM porassium phosphate buffcr,pH 6.8, and col- 
tieded by c s a W u p t h  at 1OOOO g for 15 mm. F m  thtac pellets 
myawis wm purified by suspension-precipitation cycles [29] and by 
ammonium suliàte fractimation using the 40 to 50% saturated nm- 
monium sulfate fraction. 40 m u  kP10, was added in al1 purifica- 
tion steps. 

Protein concentrations wtre detmained by the biurct method. 
P W n  concentrations determincd with the mdar extinction coeffi- 
cient E::= 5.60 wen comparcd with values obtained with the biuret 
method and found to be accurate when the AZ~, , , /AZ~U~., ,  ratio was 
1.40 or greatcr. - 

Sodiwn dodeeyl surfate (SDS)-polyaeryiamide gel electrophonstr 

SDS-gel eiectmphonsis &g the ~aemmfi's buffer system [20] and 
the apparatus dcscribed by Kerckaert 1191 was pcrformed on 10 to 
25% acrylamide graàient slab geis (15 x 10 x 0.1 cm). The ratio acryl- 
amide/bis-amyiamide was coastant:30:0.8. For molecuiar wcight 
determination the following standard proteins mn electrophorised 
sirnuftaaeously: bovine smim albumin (68000). IgG hcavythain 
(50500). ovalbumin (43000), light-chain (23500). hemoglobin 
(15 MO) and UMuiin (5700). The gels wm scanned at a wawiength of 
530 nm on a Joyce-Loebl snhwbsitometcr. 

Vr~~-pd&am& gel clec~rophotvds ... 
Potyaeryîamide gel cl-ho& in 8 M urea, 20 mM tris-glycine, 
pH 8.4 was p a r f '  as describod by P& id Perry [28]. The 
acrylamide concentration of the gel was 10% (bis-acrybiidc 026%). 
Eihmphoresis was carriad out in tubes (0.5 x 12 cm) or on elabs 
(15 x 10 x 0.1 an) in the apparatus indicatcd above 1191. Elcctropho- 
mis was p u f d  for appmhatc ly  5 h at 130 V. 

The gencrai procedure for the eiectrophomsh of intact my&s in 
~mplwrpbte~htpbssnanirdautaoçordingtoHob[l~O& 
w m  prop.r#i d t h  toul acryîa* conœntrrtion of 4.5% 
(C=45%). S3ib geb wod (15 x IO x 0.1 cm) wsrr lordad nitb 2Oû 
a f y a M u i r l ~ ~ a s c u r i s d o u t a t 4 0 V f o r 2 4 h a t 4 ~ C  
with mckuhtion of the elsctrode W. 

For tbe kinazic mdy of my&-AT- activity Pi liôcmth was 
moasurcü at diffsrcnt Ca2+ comaontratians. The m a i o n  mixiun (2 
mJ) colluincd 0.5 M KCI, 0.05 M tris-HCI bufk, pH 7.5, 2.5 m~ 
ATP (Sigma Chtmid), and CaC12 the concentration of wihich varicd 

- fli?oPa @.Of mm b 18 mM. The rqction mixture was agitated in a wa- 
tg.- a€ 25 *e Por 5 min 1131. TBta 0.1 ml or 0.05 ml of 1 mg /d  
myosin la 0.5 M KCI and 0.W M tris-Hel bu&apH 7.5 was M. 
Tbc maciko (ATP-hydroiysir) w s  stopped afîar 5 min by addition 
of 1 nil af tS% TCA (tstnd&af&c acid). Utcr aeâbentation of 
t b c ~ i s y o a n p m c i ~ ~ l i i t e d P , a t ~ r m e u u i o d r t s m g t h e  
dorbcwk mabod of Fiske a d  Subbarow m. 

Myoeins dissalwd (1 mg/d) in 0 5  M KCI, 10 IUM po- ghosP. 
pha<e W c r ,  pH 6.8 were pmeipitatcd 4 t h  4 volrimm of 10 i9u #IP ' 
taasium phosphate buffer, pH 6.8 wiîh or without 10 iriu W. 
Thus the fiiul.s& concuntration of the h e n t  swpcmh w C4.F 
M KCi, 10 m~ potassium phosphate bufhr, pH 6.8 with y w&&& 
mM Mgal. The final proteui conœnwatiori was 0.2 W m l .  . 

one d r ~ p  of the m e n t  aontainimy solution was a* to I A* 
mesh grid cotutcd with a Piolof~nn F film [XI. The gid was iyppd 
with a 0.1 M KCI, 10 mM pomsium phosphate W e r ,  pH 6.8 m61 
witho~t 8 aiM m a .  The mih W i s  f0llOWCd immeduttly by 03% ' 
(wt/vol) uruiyl acetate solution in 50% (volhrol) ethanal for no$&# 
siaimiy (271. The samples wam examincd in a Phiiips EM 300 dsos 
tronmicrœcopcat an ~ v o I t a g c o f  8DKV u s b g o 5 8 ~  
objective aperture. Photogmpbs wen takm on Kodak 2792 
image p l w s  at a ~ 1 c a t i o n  of 40000. 

Myosin extraction anà piutfication 

By using the purification method of Perry 130) f o l i d  by 
ammonium sulfate fractionation, we easily could extract and 
purify the myosins of nonnal rat and rabbit skeletai mutclea 
The yield of fetd and tumoral myosins extracteü by thwrc 
methods was so low, however, that we hrtd to change the p~o. 
cedure. For tumoral mymk, not only the prdongaticra (80 
min instead of 10 min) of the extraction tirne was iuwdcd, btlt 
the ionic strmgth of extraction buffcr also had to .be in- 
crcasod (1 = 0.6 instead of 1 = 03). In addition, a strory &- 
ing agent was neoegsary: potamium pyrophosphate at byti 
concentration [38]. These thne -cations fa;cilitotsd 
Bberation of the tumoral cumîmdîe proteins a8d inmmqd, 
the yield amsiderably. 40 mM Ksi% was &O added PI dW 
fiml my& solution deatinated for tlse ammonium m&@- 
fractidcm. For fetd myosis& it was saff~cient to prdamt& 
the extraaion time up to 90 &. For mnparativc pwpQMJ 
aü myonS were always extnicted and pur&d tapli. 
same mditions. 9 

Synthetic fümmts of îhe d i f f ~ ~ l l t  
&hm by dinlysis œ by mpid dilptim 
b u f f e r w i t h a n i o m c ~ o f I u 0  
~itbout8m3u1M@~.Tholesr%Q0f 

lml. , Cd,f 

M y o a r a f n o n n < l l ~ ~ ~  ~ s y n ~ c ~ ~ ~  
rabbit white skdaal musde myosin f d  ni the 
phmphte MCT 4 t h  or w i b u t  h4gUZ had dl&: 





bipoïar aspact descrihi by Haxley fi81 (Figs. l a  a d  b). 
These fhneats were very honiogeneous in iength and 
width. They had a ngulnr lmgth of 0.5  EL^, a width of ap- 
proximately 15 nm at their bare wne and of about 50 nm at 
their extremities. The filornent length was somewhat less ho- 
mogeneous when the myosin was precipitated in the absence 
of Mg2+ ions. 

Bipolar filaments were also obtained in the absence as well 
as in the presence of Mg2+ ions when rat skeletal muscle 
myosin was precipitated (Figs. 2a, b). The length of the fila- 
ments was not totaly homogeneous varying from 0.3 to 0.5 
pm. The presence of MgC12 had no appreciable effect on the 
filament length. 
Myosins of fetal muscles. Fetal myosins precipitated in the 
KCl/phosphate buffer without Mg2+ ions formed bipolar 
filaments with a clear bare wne. These filaments had very 
heterogencous lengths varying from 0.2 to 0.6 pm in prepa- 
rations of rabbit and rat fetal myosins (Figs. lc, 2c). Howev- 
er, fetal myosins precipitated in the Mg2+ ions containing 
buffer produced exclusively long fusiform filaments. Al- 
though the filaments of fetal rat myosin had a width of some 
25 nm only (Fig. Sd), those of fetal rabbit myosin had an av- 
erage width of about 50 nm (Fig. Id). The length of the fila- 
ments was quite variable for both fetal muscle myosins. The 
smallest filaments measured 0.6 pm, the longest 10 pm and 
more. The majority of the filaments did not exceed 2 pm. 
Myosins of rhabdomyosarcomas. The synthetic filaments of 
tumoral myosins formed in the KCl/phosphate buffer, with- 
out MgC12, generally had the bipolar conformation (Figs. le, 
2e). We extracted myosin precipitating as monopolar fila- 
ments in the absence of MgC12 from approximately 20% of 
rat rhabdomyosarcomas (Fig. 2f). This type of filaments were 

1 

added to the precipitation bUner. , 5: 
+!$ 

Light chain composition of the a'@èmt rny0sh.s *a 
'. 4 

The aim of this study was to determine the light-chsia ciab :::2 
position of the ad& f a 1  and tumoral m y h  of rabbit 01 : +..$ 
rat. Polyacrylamide gel e l e c t r o p h o ~  was pirmmd dtür ' ,  .,$$ 
intheprc~cnceofSDS orintheprescnaof8 M U I O . ~ ~ ~  . ,y 
8.4. { 

. The SDS-acrylamide gel pattern of aduit rabbit skdW ,-* 
m y & @ & . 3 a ) ~ t h e h O a v y c h a i n s m w d l ~ p t h e W  - 3 
light chahs of 25 000, 18 000 and 16 000 dalions (221, whidr y 
we d e d  h, LIS and LIo (381. The gel of aduit rat tddeial 
myosin dispiays the same bands (Fig. 3d). In addition, W 
gel shows the heterogeneity of rat skeletai myosin 4 
chahs. This hetcrogeneity has previously been ev idend &y , $ 
Lowey and Risby [22] who demonstrated that myosin ,;g 
rations from rat skeletal muscle wntain two types of my& r.3 $, 

red muscle and white muscle myosins. . lit 
7 

The fetal myosins of rabbit and rat muscle (Figs. 3c and e). : 
possess only two light-chains: tZ5 and Lt8. The fetal rat myur- ' ' 

sin dispiays the same heterogeneity in its ligfit-chains e o m p  
sition as the adult myosin. In these preparations, Lia is visi- 
ble as a rather faint band. At the time wherc fet- m, 
taken, muscie differentiation was at a state where adulî mye  
sin appears. Otherwise, it is very difficult to determine sxaB- 
ly the age of fetuses and an erra of plus or minus 12 hoars io , 

possible. 

Ll4- - 
b a c 

Fig. 4. Um-polyagylamide sel ckaropekarophorssis rt pH 8.4 
normal (a), fetal (b) and tumoral (c) myosias. - A Actfa. - 
*S. - LtRP Ph~~phoryIPted fom of Li*. 



T'hc SDS-acrylamide gel partGsas of the trimoral rabbit 
and rat myosins reveal the some gght-chain composition as 
that obscrved for teaoS my& ( F i a  3b. 0. The Eght obain 
with the lowest mdccular wcight, Lt6, is always absent Al- 
though a relaxing agent was used d u h g  the extraction and 
the purif~cation cycles, tumoral myosins werc dways con- 
taminated by actin. Even when purification cycles were per- 
formed in the pnsence of 10 mM ATP [Ml, no further actin 
could be eliminated. Nevertheless, it is noteworthy, that this 
contamination d m  not excecd 5 to 6% as has been calcu- 
lated by &ng dcnsitometry. 

Urea acryiamide gd  electrophoresis at pH 8.4 was camed 
out in order to r e v d  the phosphorylated form of L18 (Lt8P) 
usually existing in normal adult skeletal muscle myosins 
(Figs. 4% Sa). In fetd as weîi as in tumoral myosins, howev- 
er, the phosphorylated fonn of this iight chain does not ap- 
pear (Figs. 4b, c, Sb, c). Una acrylamide gel eltctrophoresis 
again reveals the iight chah hckmgeneity of rat skeletal 
muscle myoains (Figs. Sa, b) and confirms kt the same time 
the absence of LI6 in fetal and tumoral myosins of rabbit and 
rat. 

Ca2+ A TPase activity 

Kinetics of the myosin ATPase activity of the six different 
myosins were carried out by increasing the Ca2+ concentra- 

tien h.om 0.01 mM to I O  l n ~ .  The m e s  estabiishd rrfter 
measurcments of Caz+ATPase aotivity of adult and fetal 
rabbit myosins wcrc para%& the fetal myosin having a gun- 
eraIiy 10- ATPase activity (Fig. 6). The cnzymatic activity 
of tumoral rabbit myosin, howwer, was not measuraih at 
low Ca2+ concentration and inaeased slightly at high CaZ+ 
conaentration (10 mM iiberating only 30140 nmoles Pi 
min-' mg-' (Fi& 6). At b i s  cmaatnttion, the specifk 
ATPase activities of adult and fetnI rabbit myosins w m  ap- 
proximately 20 timcs ni* (Tab. 1). The values mcawured 
for the s p d i c  activity of rabbit adult myosin (546148 
moles Pi min'' mg-') were in accord with those of Leger 
et al. [21]: 567 4 lu) moles Pi min-' mg-'. 

Practicaiiy the same resuits were obtained after measurec 
mats  of the Caz+ ATPase activity of adult, fetal and tumoral 
rat myosins (Fig. 7). In this case, the fetal myosh ATPase ac- 
tivity was somewhat higha than that of adult muscle myo- 
sin. The speciflc ATPase activity of the tumorai myosin was 
also very low and couid be compand to the ATPase activity 
of the tumoral rabbit myosin (Tab. 1). Since the ATPase ac- 
dvities of both tumoral myosins were vcry low, the observed 
difierences were not signifiant. A potential trivial explana- 
tion for this observation cannot, however, be excluded: the 
isolation methods for the fetai muscle and for the tumoral 
muscle were ess~tially identicai, so diffwences due to isola- 
tion technology can be excludcd, but the possibiity remains 
that there is a factor in the cytoplasm of the sarcoma which 
destroys the myosin ATPase activity during its isolation. In 
order to provide compellhg evidence that no modification of 
the tumoral enzyme oocurred during the isolation process, we 
,carricd out an experiment whercby fetai and tumoral myo- 
sins were exposed to exactly the same isolation environment. 
We took rat fetai musde and rat rhabdomyosarcoma tissue 
and mixed ihem (20 g of each) at homogenization and then 
isohted the myosins together. The values measured for the 
spdc ATPase activity of the resuiting material wen 
230117 nmoles Pi min-' mg-' (Tab. 1). This is d e n c e  
that no modification of the enzymc occPrred during its isola- 
tion. 

Measurements of MgZ+ ATPase &ty and of its actin ac- 
tivation w m  also perforrned and we obscrved that tumord 
as well as f d  myosins were activotad 10 to 20 times in th 
p m c e  of a&. Sice  the memmmats on actomyosin 
ATPase have bten made at low ionic strcngth [27] (unda 
these conditions myosin oftm forms aggngates), the d t s  
wtre rather hetaog+ncous and should be rapeatml with 
HMM or HMM-Si &y. Our yicfds of tumorrtl myosin, how- 
mer, were not important anough fol the preparation oftbest 
myosin snb-units. Nevcrthcie~s, thc obîdwd vducs show 
cîearly that tumonl and fetrl myoabs can bc actin-rctivatsd 
like normal myosins. 

D ~ è m t m  ia native felOI and nanwaî rnyoSars 

Altboiyh the light duin composition of fietsl oad tumatal 
mya&s was idenrial, Co2+ATPllie rodvity was ampbsdy 
difierat. T h i s f . c t ~ y ~ t B e e x W n œ o f d l f f t t -  
ent heavy chab spcei~~ of f d  rmd himaral myosino. With 
the aim to rewal eventusl di&mxes, we cktmphrized on 
pymphosphate polyacryiaside siab s i s  the myosins i&ued 
from the previously mixed rat fetal m d e  and rat rhaWa- 

FEg. 5. Una-polyacrylnrnide gel eketrophoresis at pH 8.4 of rat 
nonaol (a), f d  (b) and tumord (E) m y k s .  - A Actin. - L Light 
chaias. - Ll,@ Pbosphorylnted fom of LIN. 
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Fig. 8. Na4P20,-polyacryiamide gel electrophoresis and ics densi* ,+ 
tometric enregistrement of myosins extractcd from prcviously mimed . 
rat fetal mu& (F) and rat rhabdomyosarcoma tissue (T). 
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Fig. 6. Kinetics of Ca2+ dependent ATPase activity of rabbit myo- 
sins of no- adult muscie ( A ) ,  of fetal muscle ( O )  and of rhabdo- ~ s c n s ~ o n  
myosarcomas ( O ) .  

Myosins of normal adult rabbit and rat skeletal muscle c d d  
i! easily be extractcd by using the method of Perry 1291. CoQ. - 

B cnning the extrrtction of fetal myosins and in particPlar ta- . 
# ' 600. moral myosins, we met with d i f f ~ d t y  at the outset whm w- 

ing the same method. We at first -bly plon@ 
+ 

500- extraction time in order to facilitace the liberation of mya& 
brillar proteins. Althougb this prolongation wm &ïioCmt ta ' ' 

E m. quantitatively extract fetal a c t o m y ~  no gain was pcmp+ - 
C .- ble for the @ld of t u m d  actomyoain. The first rcol iaP;i',z 
E provement for the extraction of tumoral aclomyosin was: + a roo. taineri by inmashg the ioaic sümgtb to 1 =O.& bot th aa~:'? "a 

y i e M d t & w h ~ n a s u a n $ ~ s y m t a t h i g h ~ ~  
~ r c i o n s ~ c h a ~ 4 û m ~ K ~ P 4 Q i w a ~ u r e d .  

 ne diiiicuity ammmmî for thc caroction of teai-'.- 
myoeins was probably nlrrtad to the  ru^^ stato af ? 
snrcoinems Un rbbdmmytxwmmw Yi4). Indead, U lwov '-1 

oaitratimm O~ATP anij da2+, 1lly0gm intenrcted e w y  
s L 3 ' i '-iw[aiz*]r~, tin to fonn actomyoêm chat CpUM &y be extraad &&B 

maeck by using a àigb i d  8tmngth [34,37E In tgs SU#X@.< 
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amorphous precipitations and microcrystals which were 
ideattfied as eolcium phosphate (unpublished results). Thus 
the concentration of froe d u i a r  Ca2+ is very low and its 
-tory fs 

The f m o n  ofthe ect~myoQin complcx and the super- 
wntracted sarcomerc scems to be i m d b l e  in the tumor. 
Oniy the pmencc of a rclPxing agent alïowcd the extraction 
of actomy& u4th.a sufficient yield. This wouid suggest that 
the immobility of the tumor ceil is not causcd by an inhibited 
contraction but rather by an inhibition of relaxation, which 
couid a h  be due to some modifications in the regulatory 
system. The hypothesis of an inhibited relaxation is the more 
probable because actomyoêin ATPase seems to be normal. 

The synthetic frtaments of skeletal muscle myosin were 
in structure to the native thick filaments [18, 31,321, 

cngth of which varies between 0.8 and 1.5 Pm. It may be 
ble that the kngtb variation of the synthetic fbmcnts 
ds on the C-protein contamination 1261. A systematic 

has never been undert.cn in order to un- 
on of C-protein on the formation of synthet- 

Moreover, Sanger [32] has demonstrated that filament 
length dependcd on s e v d  factors such as pH, ionic 
streqth, the preance of different cations (K + , Na + , NH t ), 
the didcctric constant, the prcparation method and the pre- 
cipitation procedure. Thus precipitation by dialysis produccd 
longer filaments than precipitation by rapid dilution. Wachs- 
berger and Pepe [39] report& that bivalent cations (Mg2+, 
Ca2+) induccd a better formation of bipolar .synthetic fila- 
ments and detnmiaed their length. The precipitation of our 
myosins has always been undertaken under the conditions of 
these authors [39] which were easily reproducible. 

When Mg2+ was added to the precipitation buffer, skeletal 
myosin always produccd bipolar filaments of constant 
length. In contrast, fetal and tumoral myosins precipitated 
under thase conditions as fusiform filaments without Iiny 
specific length. Mg2+ ions thus seem to bave no specific ac- 
tion on these myosins. 

We obscrved at first a similaiity between fetal and tumoral 
myosins conœrnhg the fine structure of their synthetic fila- 
ments. In our opinion, the simibity that we found in the 
light chain composition of the molmles is more signifkant. 
Both, fesal and tumoral myosins arc lacking the same light 
&ahx Lts and L i a .  The absence of t18P may be theJesult 
of the merhod of prcparation. it mwt be undeflined, howev- 
er, that LlaP always muid be oôse~~cd in normal muscle 
myosin which was extracted under the same conditions as fe- 
ta1 and tumoral mloeins. On the other hand, this does not 
mean that Ltn be pbphor~iatcd, csptgslly since 
Adelstein and Conti [il have rcabd the phosphoryiation of 
one tuo~oral light Chain. 

This invewgstlon . . 
doctunents that tbe predpitation proi 

erties and light oanreat of the myosin from rhawb 
myosarame on the same a0 tlrase of embrydc musck. The 

On the han4 are w l y  
cak the tumorpl musdc my* has a lowcr ATPase activity. 
It is evidsnt thsit the xeason far the d~creooe of ATPase activ- 
ity is not the absence of LtnP a d  L,,, othmvisc fetal my& 
ATBase craivity woaM ois0 be lm. The isoktion me- 
for î b  fetai musde and for the tumor musde are essmtiaiîy 

identical, so differenccs due to Mation mhriolctgy can be 
excluded. Especiaily Mnce fetal myosin wd tumoral myosin 
were ex@ to exactly the same isolation cnvironmtnt by 
t . k i n g E s r a l ~ a n d r 6 r ~ a t i t i o u c a o d n i i x -  

Structural dBerqacfs between the two myosins ex& per- 
hapsontheügbtcataiasbut~yontheheavychains. . 
We must admit that the anomaly of t u m d  myoisins is not 
the result of -dation, sina it is obsmed in all rhabdo- 
myosarcoma myosins. The most probable uplanation is a 
perturbcd biosynthesis of my& heavy chains in muscle tu- 
mors leading to a conformational change and to the forma- 
tion of inactive heavy chPins instead of active heavy c h a b  
suçh ai those found in tumor myonins. This hypothesis is 
wnfirmed by the recent wrks of Fbk and Morfün [8] who 
dcsaibed changes of hcavy chain biosynthasis in other pa- 
tholo@d cases. It is not yet clear, howem, whether the con- 
formational modifications are due to a s p d i c  tumoral gene 
or whether thcy are post-tmnscriptional. 

The u l t r a s t r u d  and dcctrophmtic similaritics be- 
tween fetal and tumoral myoshs suggest the existence of a 
carcino-embryonic structural p r o t h  Nevcrthclm, when 
the enzymatic activitics and the mobilities of the native myo- 
sin on pyrophosphate gel ckctrophoresis are compared, no 
resemblance can be establishad. These observations neccs- 
sarily imply the existe!nce of an abnormal isoenzyme of the 
embryonic type and it has been demonstrated here that the 
tumoral protein is not quite the same as the embryonic pro- 
tein. Comsponding results wuld be obtained on other repre 
sentative enzymes of normal muscle su& as creatine 
aldolase and lactic dehydmgenase [33]. In addition to that, 
this is the first time that a structural and cytoekeletal protein 
is shown to have a carcino-embryonic character. Hence, the 
embryonic character of these tumors is not only at the tissue 
or at the enzyme level but a h  at the mdecular level of at 
least one structural protein. The modification of tumord 
myosin described in the present work may help to explain 
the supercontracted state of tumoral sarcomeres.as well as 
the immobility of rhabdomyobiasts. 
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Perineal rhabdomyosarcoma in a newborn child: 
pathological and biochemical studies with emphasis 

1 on contractile proteins 
HF HILDEBRAND.* 1 KRIVOSIC,t X GRANDIER-VAZEILLE,$ D TETAERT,$ 1 AND Ci BISERTE* 

From the *Institut clc Recherches sur le Gtncer de Lille et Unitt! 124 de PINSERIU, LiUe, R ~ c c ,  
tLaboratoire d'Anatomie Pathologique de PUniversitk de Lille II, Bance, and $Unit& de Recherches sur les 
Prottfines (U 16 de l'INSERM), UUe, Fronce 

SUMMARY Histological and ultrastructural studies have been undertaken on a perineal rhabdomyo- 
sarcoma from a newborn child. The spontaneous tumour has the typical feature of mesenchymoma. 
The recurrent tumour, however, displays some rhabdopoietic characteristics. 

The myosin of the recurrent tumour has been extracted and compared with human fetal myosin. 
These two myosins are identical in their synthetic filaments and their light-chain composition. 
Nevertheless, whereas the ATPase activity of fetal myosin can be stimulateci considerably by increas- 
ing the Ca2+ concentration, that of tumoral myosin remains very low. 

These results show that there are isoenzymes of myosins and there must be differences in the 
myosin heavy chains, particu!arly in the active sites. These findings are identical with those seen in 
experimental rhabdomyosarcoma. - 

Human rhabdomyosarcoma is considered to be a compared with normal and fetal siceletal myosins. 
relatively rare tumour. Investigation of this tumour Tumoral myosin was found to be a new isoenzyme 
during the last 15 to 20 years has show, however, with oncofetal character. The present report deals 
tbat embryonic and alveolar rhabdomyosarcomas 4 th  the study of myosin from a spontaneous human 
are the two soft tissue tumours setn most fkequently tumour and compares it to myosin from expdmen- 
in chiien. In childhood, rbaWomyosarmma taily induad tumours. 
acccnmts for 12 to 56 % of al1 soEt tissue tumours.1-10 
The tumours may apptar at any age in childhood, Case report 
but the majority are ~ e e n  in infants b m  3 to 4 years 
ofage.@ In children aged 10 to 12 ycars, rhabdomyo- The turnour was acen in a full-tcrm nsarborn 
earcoma~ are ccnnmon, but thGy OCCUT more weighing 3 kg at b i d ~  She was the tht . . Md, d 
fnquenüy in adolescmts 15 to 18 ycars old.'6 the parents had no gcoetic abnarmsrhtias. A vulvo- 
Rhaôdomyoearcomas are exceptional in tht new- perhe.1 tumow, 10 cm in d i ,  was fomd Irt 
born. The high incidence of this tumour in these W. The tumour pushed bac& the Isbia msjm. 
re-portcd saics rdlects the grtater c a M m œ  with In addition, the left tibia showad a focus of o8tdpk. 
which tfie d i i i s  can ncw be made. This is to a The tumm was cxckd on the fifth day of life. It 
grcat cxteat the m i t  of ektron micr08~~py. was bard and v d s c d  d had a lobulr#rd 

Normal myobiasts wown in vitro display mobility structure. DDuring surgery the Mad&sa, vagina, and 
andamtract.Thisisnotsowithrhabdomyoblasts ractum ware compietely f d  rrom thc tumm 
grawnincuEmne;~althoughoneofthcmostîypicai whichweighcd180g.Theinfantdiedagal3m01ltbs 
~ ~ o f t h e t u m o u r i s t a g t o f c o n t r a c t i l i t y , ~  w i t h o l o c a l ~ o f t h c s a m e s i P e a s t h e ~  
litfie attention has bsrnz paid to th& wntractiie tumeur, waiai was txcised mYnediaWfy diex' dtata 
pmt&ns.l*l* In previous in-u * t u m d  
myosias isaiatsd from NWa-indu4 rhaWomy0- Matuiai d iiietboas 
gercornas in rats and rabbits wige tnuüyaad and 

LIOâT MICROSCOPY 
Rsoshfcd for publication 17 Jqly 1979 Portions of timc w m  taken and fixed in Dutmsc- 

823 
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Rrasil's &ud and in formaldehyde. Tht fixed m a W  
was anbeüded in paraûin, and sections 5-8 pm 
thick were staincd with haematoxylin and cosin, 
Masson's tricbrome, Mallory's phosphotungstic 
acid hacmatoxylin, Wilder's reticutin, and Heiden- 
hain's m. 

ELBCTRON MICROSCOPY 
The primmy tumour was cut into seaial sections 
whicb wat fixed in formaiin for l2 hours. Small 
pieces wae then &ced mto 1 mm cubes and plaœd 
in 10% Millonig's Mercd formalin. !hall tissue 
portions (about 1 -8) of the recurrait tumour wae 
nx#L for 1 hour in 5 % giutaraidehyde in Millonig's 
buna. The samples of both tumours were thm 
postîked for 1 hour in 2 % Millonig's buffered O s 0 4 .  
dehydrateci in a graded scales of ethanols, and 
embeddcd in w l a t e  as dc8mibed by 
Stockem and Komnick,le Thin sections were cut on 
a LKB ultratome IIJ and placed on Pioloform F 
coated copper grids.17 After staining with uranyl 
-te and lead citrate, sections were mamineci with 
a Phiiips 300 electron microscope at an mlerating 
voltage of 80 kV. 

MYOSIN PREPARATIONS 
Normal adult rabbit muscles as controls were taken 
from the thigh of healthy animals. For comparative 
purposes, fetal musda were taken from 3-month-old 
human fetuscs. Normal, fetal, and tumoral muscles 
were -ted in a Waring-Blender homogmisa 
for 2 minuta at hi& spsad. The myosins were 
extractd with a motWied Hasseibach-Schneider 
solution at hi& ionic strength and in the pmwnce 
of 40 m~ Wa07.18 Thcy wme then purificd by 
suspension-reprccipitation cycWl@ and by am- 
nionium sulphate fractionation ushg the 40 to 50% 
saturatad ammonium sulphate fraction.@ Al1 detaiis 
were dcsgibed in a m u s  invcsîitzati0n.1~ - 

Rotein #x,ncul&m Ume dstermmed by tbe 
biurttmctbodaswdiaswiîhthemolarextinction 
coefncient ER = 5.60. The latter valtlcs weac 
cornparcd with those oMamed by the biutet &od 
uid found €0 be aawate W b n  the A d A -  
ratio was 1-10 or mater. 

R8pm5pitm& syntlwtic mmcnb wae Ob- 
taintd by rapid dihidon from 500 mu Ka, 10 n r m ~  
MgCII, pH 6.8, to 100 xnM Ka, 10 mM ha@%, 
pH 88, d cxamincd in a Phiiips 300 efectroa 
l l 6 m m p e p f t g w g a t h i e ~ w i t h u r a ~ y l  
~ ~ . =  - 

The d t i o n s  for W+ATPast activity &WC- 
ment$ wcte those dacdbed prwiousIy.ls 

MORPHOLOOY OF PRIMARY TUMOUR 
Histologicaüy, the neopiasm displaycd m d y m a -  
tous fea- Most of the tumour was compost!d of 
unBaTmtiatcd spkndbcded ehmmts (Fig. 11, the 

of whicb codd w t  be dstaminad: p d b l y  
flbmblastic ce& tumour celki of mooth muscle 
aigin, transfomai Schwann aells, or dowted,  
r h a b d o m y o ~ .  Aftcr exhaustive examination of 
histological d o n s ,  W u m t  regions wae found 
wbbh indicated a r h a b d o m y ~ m a t o u s  origin. 
Theaewae~waswithanappearaweofundifFcr6n- 
tiated embryonic rbabdornyosarcoma and o h  of 
the botryoId type (Fig. 2). The low frequency of 
rbabdomyoblasts was coniirmed by eiectron micro- 
scopy, w b  oniy few œlls with myofibrillar 
diffgentiation wcrc found (Fig. 3). 

Sodium dodecyl suiphate ( S D S t p o ~ l a m i d e  
nei d-nsis u s b  Ia6mmii'P Mer sysiem ' - 



MORPHOLOOY OF RBCURRBNT TUMOUR 
The same bistolo%ical f a t u m  occwrcd in tbe 

1 recunmt tumour -but in diffaont proportions. 
BWyolld arcas of cmbryonic rhsbdomy- 
wcae particuiarly developtd at the pcripbery of the 

I tumour; in the centre, the uadiffaentiated type, 
! c ~ b y t i l c p r e s a n a o f ~ f u s i f o a m ~  
I tM8abn's m~owta3I: and 1Preie  hic ceb - -  - 
, (Masson9s miob&) (Fig. 4);wos pr-t. nie 

latter d i s  displaycd a fibriilar nttwork in their 
cytop-. 

Eiectron micmsmpy rcvcakd the existence of 
rnyofibpillar stnictures in practically al1 the ceh. 

; Tb moet dinereatiated stage that could be obeemd 
, -showcd only myodUament alignment in the form of ' myofibriis without pmhc orientation. Zlllies werc 

hypmophied. Sarcomms were very imgular 
gentrally found to be in a supercontracteci statc. 
nes wae not obeerved. Large quantitics of 

cogai were prisent, especially in the vicinity of 
ims. The nucki often c o n t a i d  nuclcar bodies of 
liar andlor granuiar  truct turc. An electron dense, 

qi.w.7c ":, -= IP; i ir304 ''7% .L. .a hous matcrial was frcquently obsmved in the 
lasmic rcticulum. 

'@. 2 Botryoid typc rcgicgion of e m n i c  r-myo- 
~ r c o m a  in the prinmry tumaur. a d  E x 100 ~ W Q *  

- 

, Fb.3 Ren 
srfon8iri;dai. x 13 MO. 



Fie. 4 Immature nbobrdosffyobùists of the recment 
twiour. Note the presence of fibrillar structures in somr 
celis 0. ïRe melei àispiay very large niickdi. (Marson's 
trichrome) x 800. 

TUMORAL AND PETAL MYOSINS 
Tumoral myosin was extracted from 80 g of the 
mxrrent tumour. Fetal myosin was isolated from 
60 g fresh humxn fetal muscle. 

4 &Wvu&, f 3 a n d h Y d I l e ,  T m @ ,  and &îsme 

rabbit white sSceldal muscle m&. 
In the gel of rabbit myosin (Fk 6a), myosin 

heavy ehains, M-pmtebs, C-pmtein, actin, the 
Eght chains of 25600,18000, and 16000 daltons, 
and troponhT, tropomyodn, and troponin-1 as 
cofltaminanb . couM be r c c q p b d  The human 
tumoral myosin (Fig. 6b) as w e H  a6 the human fetal 
myosin (Fi. 6c) containecl only two light chahs. 
Other proteii39, such as Bgctinine and troponin C, 
could be obsgved m t h e  gels. The 27 000 daItons 
protein of humsn himoral my& and the 17000 
daltons protein of human faal myosin d d  not be 
i d e n m .  

Futhumore, the gel of tumoral human my& 
(Fig. 6b) rewakd various pro- the molecular 
sizeof whichwas found to be bstweai 14ûûûOand 
45 000 daltons and between 34 000 and 25 000 
daltons. These protains wcrc probably polypeptic 
fragments of the heavy chains. Indœd, many pmteo- . 
lytic enzymes are k n o k  to exist in tumours. 

The synrhetic filaments 
In classical terminology, -iwipitated myosin 
filaments are called synthetic îilaments.O4 nie 
myosios were precipitated by rapid dilution in the 
absenct and in the presence of 10 m~ MgCla. The 
two myosins formed in the a b c e  of MgCl2 were 
sean to be exclusively short bipolar filaments /Fie. 
Sa, b) suoh as myosin of normal dcelctal muscie of 
rat and rabbit precipitrtted under the ssmt con- 
diti0ns.w The filaments varied in h g t h  from 0.3 to 
0.6 yun. 

The width was about 15 nm at the bare zone and 
approxbately XI nm at the ex$remities. In the 

, preseace of MgCl% ho-, the tumord and fetai 
+ myoains precipitated essmtirUy as long fusiform 
filaments with an average width of 25 ntn (Fig. Sc, 

a d) T b e ~ o f t h e ~ t s w a s q u i t e v a r i a b k f o r  
both myoains. The sldlw fiinmen& lncmumi 
0 ~ 6 ~ t h e l ~ l O ~ a r ~ . ~ ~ t y  
o f t h e ~ t s & d n o t ~ [ c s c d 2 ~ . ~ w a s n o  
@biiity of isoîating myoain from normal human 
adult skektal &W. 

hmkvtfcai gel ele~trupkoresis 
The tumaral and fetal human myosiinr wefe analysmi 
by SDS-gel electtophoresis and andparai with 

Ca"AîF45e activity 
Measurcments of the specific CaB+ATPase activity 
of the two dinerent human myosins were performcd 
and the rcsults compamd with the specific Ca*+ 
ATPase activity of rabbit white muscle myosin and 
of rat red muscle myosin. The compaJison with rgt 
red muscle myosin seemed to be necessary as human 
muscle is also a red muscle. Human fetal myooin 
has a spec& activity of Cas+ATPase somewhat 
lower than that of rat myosin (Table). The specific 
Ca*+ATPase activity of human tumoral myosin was 
very much decl.tased. These resulrs are in agnmmt 
with the vaIues found for Ca*+ATPase activity of 
rabbit and rat tumoral myosins.14 15 

In the rhabdomyosmmma examined in this investi- 
gation, the onoential morpholdgical c h u =  
that have aiready boen desgibed thus far for ~~ induced muscie tumours in ratsM18 Itlid 
rabbitsas or for spontancous human rhabdomyo- 
rrarcoaaasaohavekobsemd. 

In contrast to the rfmment tumour, myofibriks 
wcre atremcly rare in the primrLry tumour, and only 
a d u i ~ t i o n  of mmy ~~ scaioIis 
GBtsblishcd its rhsbdomy~matousnature. Li@ht 
miCr- and the ul- of the iwairrant - - 
tumour ooafirmad its nature. Neverî'hdcss it is 
di5ailt to imdmtattd why in t h e m t  QnnOur 
o n l y o a e p r e d o n r i a a r i t a ~ m ~ ~ , , c s n b t  
obegved. 

As dedbed pmbusiy in chemknb induad 
--Y-==& -4 aryo- 
fim with !3uplcmM SaIcQm wcre o h -  
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Cmtractile proteins of human rhnb&myosarco?na 
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4NDWED UGH)MYosARCOMAS IN RABBFT SKELETALMUSiCLE: 
ANALYSlS OF TüE Tüii4ORUbdYOSIN AND FTS SIGNiFICANQS IN 'LBE 
RETRO-TION CONCEPT 

'Imtinit de Recherche au Ir îhnwr de UUc ruid U&tb 124 de IZVSERM, BP 311.59û2û HLM 
Cddex (Rsnce) und 'Unltd de Aucherche rur k Protéines (CL 16 de I W R M ) ,  LILLE (Front) 

Leimyosa~cornrs were. mduced in rabbit skeletaï muscle by Nias, impIantation. Tumor myosh 
w n  baht8ü and 60mpusd with nonnal aduît rlratstsl mm& myodn rad cow utsains mooth mude 
myosin. This midy shown tbat this lsiomyorucoma myodn pprecipitates as 1- Eudform fila- 
ments and posseam two iipht-chhs of 25 000 and 18 000 dpltons as does the onco-fetal type. The 

rn- Gags. 

Ew=lmd~~trl Synthetic filaments 
M y o r i n ~ c h P i a s  Tumor m yoJm 
lze-etsatiation 



adult muscle has three l@ht&ahs with  mol^ weights of 25 000,18 000 and 16 000 
daltons (Lowey and Risby, 1971). Myosin of smooth mu&, however, has ody two 
light-chains of 20 000 and 17 000 daltons (Perde and Perry, 1970). 

Other studies on tumoral contrade proteins have demonstrated that their presence 
in tumor œlls may be of potential importance in evaluating maligmncy (Gabbiani et al., 
1976). In addition, Adehtein and Conti (1976) have shown that one tumorai myosin 
lightchaM can be phosphorylated. Recent investigations have shown that myosin of 
rhabdomyosarcomas and of fetal muscle are identical with respect to the fme structure of 
their synthetic &mats  and theh Iightchain composition but are different in regrird to 
th& calcium-AT- activity (Hildebrand et al., 1980). The -sis of myosin of 
leiornycmrmmas appearing in slceletal muscle seems to be important not only to know 
whether tbis myosin has smooth or fetd muscle characters, but also for better compn- 
hcnsion of the origin of tumoral myoblasts i.e. whether they differentiate from p 
existing mesenohymal ceils or whether they arise from retrodifferentiated muscle cclls. 

NIATEFüALS AND METHODS 

biomyosarcomas were induced by implantation of 80 mg of Ni3S2 into the thigbs 
of rabbits (Hildebrand and Biserte, 1979a). Tumors were obtained at the implantation 
site after eight months to two years. Myosins of tumors and of normal adult rabbit 
muscles were extracted with a modified Hasselbach-Schneider solution at high ionic 
strength in the premnce of 40 mM &PZO7. They were then pded by precipitation 
cycles and by ammonium sulfate fractionation using the 40 to 5096 fraction of crude 
m. The details of the method are described elsewhere (Hildebrand et al., 1980). 
yosin of cow uterine smooth muscle was prepared as described previously (Tetaert 

t al., 1977). This method dowed an extraction with a very high yield. Synthetic fila- 
were precipitated by rapid dilution from 10 mM phosphate buffer pH 6.8 with 

500 mM KCa to 10 mM phosphate buffer pH 6.8 with 100 mM KCI and with or without 
10 mM &Cl2 and examined in a M p s  300 electron microscope after negative sîaining 
with uranyl amtate (Hndelnand et al., 1980). Sodium dodecyl sulfate (SDS)-polyacryla- 
mide gel eiedrophomsis was carried out using the Tris-borate buffer h e m  on 15% 
acrylamide siab gels (Figs. 2a, b) or Laemmti's (1970) buffer system on 10 to 25% acryla- 
mide jpdient slab gels ( F i .  2c, d). Th& two gel systems were used for the rtason that 
electrophoresis was performed at differmt times and for different purposes. 

The fnstdoglcal and ui tmtmctd f e a t m  of the &S+duced leiamyos8rmms 
m e  s i d a r  to the spontaneous lsiomyoaarcmas d d b e d  by Kay and S M  (1969). 
TumMal myobhWs had the sarne fihihr net& as normal smooth muscle csfls, te. 
7 nm and 10 ~wn fibtils and m d i e d  dense bodies (Fig. 1). Sigœ these tumors arise in 
k t o l  mude (Hildebrand and Bbate, 1979a), we have compmed twnoraf myosin' with 
n o r d  s m d  mude myosin as wdl as with nonaPl siceletal m d e  myosin. 



We stuâied f i  the uitragxnicture of the synthetic fhments. Whsn purifieâ rmiooth ! muscie my- was predpitatad by Rpid dilution, it fomed bipolir fbnents smh m 
I 

avemgt b g t h  of 05 rn in the pmace or absence of hSg2+ (Figs. 2a, b). The same 
rcPuSts were obtainsd for skeletd mutels myaim (Haidebtand et Q., 1980). Ey mtrast, 
tumoral m m  pmoipiteted, unâer b same coaWom, as b i p b  ffhmnts (0.4 pm) 
when bbgl+was absrnt (Fig. &)and aiWorm ~bwithoutmytpsdficI#igth 
(1 to lO~)whsn~+was&dsd(Flg. 2d). Mga*ioi3s,~,sbsrn t o m  acontmry 
a d i ~ ~ ~ o n t h i r m y o s l r i . ~ o ~ ~ m e d e & ~ ~ ~ o f ~ t a l  
and rhaôdomyoaucomrmyosins (IWebmd et ai., 1980). 

& n ~ p r o ~ ~ f b e d i f f s n n i t m ~ ~ B s ~ I i $ l t ~  
c m p d t h .  To dstanrdae if d i f f m  bstwQcn the myoskir fraffi. dc&tal, 

- amooth 8nd tumonl milscik;, WC perfcxmed gel .The 
@ ' m d e d  the tfula ~t~ af25000,18000Pnd 16000 Qltomof 1 e h i  
muscle myosin (Figs. 3a, c) and the two ligh't-chains of 20 000 and 17 000 daltons of 
mmth musde myosia (Fii 3b). The ] s i o 8 1 ~ c o m a  &y&: houmer, did aof p m a t  
tbb iightchaYl pattern of smooth muscle myaain as one could expect, but showed the 





two highest molecular weight iight-chains of siceletai muscle myosin (25 000 and 18 000 
Wons) (Fig. 3d), the presenœ of wbich is also charwte-c of fetal muscle myosin 
(Dow and Stracher, 1971 ;Hildebrand et al., 1980). By contrast,myooMs of leiomyosarcoma 
and of leiomyoma arising spontaneously in the human uterus have the same UghtchaMs 
as n o r d  uterine smooth musde myosin (unpublished resuits) and as fetal smooth 
muscle myosin (Katoh and Kubo, 1978). 

synthetic filaments and the light-chain composition of the molecules were descriid in a 
noent investigation on rhabdomyos~~coma myosin (Hüdebrand et at, 1980). These 
results can give some indication of the origin of the tumoral stem myoblast. 

I Since numeroias studies of muscle tumors have been undertaken, the origin of tumoral 
1 stem myoblast is largely d i .  It is stm unknown whether they are mononucleated 

cells WU differentiate from mesench ce&, as in the embryo (Friedman and Bird, 
1969), or are derived from altered pree "2 ting multinucïeated myofibers, as may occur 
during muscle regeneration (Renik, 1973). Some authors have suggested that myobhm 
arise from the proliferation of preexisting satelîite cells (Bruni, 1979; Moss and Leblond 
1970; Pierce et al., 1977). Since sateltite cells have been observed in human rhabdomyorna 
(Comog and Gonatas, 1967) and in nickel-induced rhabdomyosarcoma (Bruni, 1979), 
they may be the origin of the tumoral myoblast. In our series of experimental rhabdomyo- 
sarcoma, however, none of these cells was observed (Hildebrand and Biserte, 1978). 

At the actuai stage of investigation the ideas on the origin of tumoral stem cells have 
crystailized into two main hypothcses, the first one indicating that tumoral stem myoblasts 
derive from mononucleated cells (Pierce and Johnson, 1971 ;Pierce et aï., 1977). As long 
as biocbmicnl studies are not undertaken to ascertain the precise origin of tumod stem 
myoblasts, this hypothtsis niut be accepted for rhsbdomyosarcoma. The second 
hypothesis, howewr, which suggests that tumoral stem myoblàsts arist by retrodifferents 
iation (Uriel, 1976, 19791, sesms to be confirmed by out d t s  on Ni3%-induced 
Itiomyosarcoma. Thme tumors were induced in skeîetal mude such as the praviously 
mported rhabdomyosarcomas (Hüdebrand and Biserte, -1979b). Althou& different in 
regard to their myonbrib network, both tumnors possess the same mcofetal type of 
ayoein. 

Thme biochemfcpl d t s  on con- protsins such as those of F ~ n o n  et al. (1972) 
on aldolase and pynreate kinase isozymes in ~ y o s p ~ a x n a  lend apport to the 
m t ~ ~ c n t i a t i o n  hypthesis (ürinl, 1976,1979). hiring M&&duad preneoplastic 
~ o ~ t ,  mude  ce& Arst r e t m d i f f ~ t i a ~  but the pmc.~sr o f rd fken t -  
iation started for the twnars &wrbcl here in the smooth mude direction rath6r than 
in the original saiated muscle dfr;cction as o w d  in the case of rbsbdomyosp~comas. 
Navertheles, the neoplastic cen conserves sime propsrtiso of the orlglnsl con, forinstaacc 
some ChatScteristics of s k e l d  murcle myosln aithou& histo1ogW and ultrastructuml 
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(Receiwd 17 Februury 1983) 

M i d r r t - 1 .  Comparison between pig atrial and ventrinilar myosins was pcrfonned on the light chains 
(using SDS-PAGE) and on the heavy chains (using @+-ATPase measurements and NTCBA peptide 
=Wh!). 

2. Light chain composition of pig cardiac myosins was mpared to three other species ones (frog, 
chicken and huaian). 

3. Up to birds, atnai and ventricular myosin light chah composition was identical whereas in mammals 
atnai and ventricular myosin light chain composition was diffmnt; iikewise the heavy chains. 

4. Six audiac myosin isoenzymes have been thus charactrrized. 
5. No correlation can bc established baween cardiac myosin light chain pattern and &es evolution. 

INTROWCIlON phylogenetic tree (fr& amphibia to mammals). The 
ciifferunces o b s e ~ e d  in the pattern of pig atrial and Myosm, a xnajor contractile protein, is pnai i t  in natnw cfias bve us lo mmparr 

muitiple formi in avian and mammalian hcPru (Hoh buvysh~ns. As no rcpats hive pubfished on et al., 1977; Sartore et ui., 1978; Clark et al., 1982). atrial and ventriCulu myo.n from ampbibisn The cardiac myosin molecule in its native state the study wa also undafsken to contains two "'Y and lrght subunits non-cov&ntlY whdher the charactenstia of atfial and 
k u n d  HetwOmeit~ in at OoiK , myosins from one W e s  to ano&r, 
aibumu t0 p ~ l ~ m ~ i p h i ~  m ~ ~ . ~ -  from unphibia Kgho -brat=, and from one 
Which have is-S' in-?9 part of the h a r t  to the otber. A k t  indication of the beef cudir vcntricuiar and atrial myosins difïcrad in .nd the of v&ations wi,l be tbar iight chain LC-1 Wikman-Melt and Srivas- - pviw for a mnmeole protein during the 
tavi, 1979) and in their heavy-chain (Fiink et al., lution - 1978). On tfie other hand, difkenccs have b m  
shown m the heavy-chain of chicken natricuiar and t 

rurial myosins aithough the pattum of iight chain was 
similar (Daiia-Liberii et al.. 1979). 

in additian, compariso& betwk dog v c x t r h b  After wuifking about la0 frogs (adult RmiP esculenja), 
myosins have rc- differcaces in the pa~ern of the hmwts w m  exciscd, Sbe ycll- daisected and im- 
fi& -: - e l ~ o p h ~ t i c  mobi&y bat Mer-  mknsd iq 3 vol of a rslPxing soiutkm (0.025 M Km, 0.04 M 
cnœs in the 6&t ehain ratio (W' ffeit sodium tstraborata; 0.005 h4 e t b y i m e d h h e  a d  
d,. 197a In &e & rabbit R TA) PH 7-01 fm at  min. ~ u i .  piopurd 

freeofventridedarteriatbuibandwashedin themhxhg &ty af  LC-1 myosin ii&t chain have baGa ob- ,hitirna ssfvod (Ueda and Ywki,  l!Bl). Strumd -- pi% (sur dinrs) ad wm darnes- . 
di* betwkecn ~8 feh @ fi&t m c u l a r  ticus) mc a buse. ~ h e  
myasin hea\'y a n  k v e  &EBO h m  n g a t d  kn ~tndegfrt+  d, m t  end kt? 
(Qand&r-Vaacillc et d., l9Wa). TheSc di&mmm c m M y  dima4 and immmd in the mim@ solution. 
havo bsm attn'biited to the. existence of caKfiac Fiumtm lrswt from a 5o.yaet-old male ( H m  MF&@) 

~ W ~ b t u n a d f r o m a ~ ~ y ~ 6 1 2 h r r i f t 6 1 . d s a t h .  
mch vuitrkk ( ~ c r - V a ~  et d, 1-b). BaYcOiparta f the la tut~I l l i i a~aadgmaassd in  

= m y ~ ~ W t y ~ ~ ~ b ~ = t n s -  ~ ~ m ~ ~ ~ - p n a < . p o d r p r n n o ~  
@ BiffcreiwM bEUl f@Wtd b~ deiacnbed (--Ym'Ile ricd Tstrpsrt, 1478). ambn n, 

IéP myosins) from wious  ,+ foiiowing tbc A. . 
Ca'+-ATW auiwty ows nieaouFed at 2S0& in a mixtwe 

*Address cmmpondgiice to D. Te~ant. amiahking 0.4 M KC& O.0l25 MTns-HCI at pH 8.0; 

a*. 76Rp=o 
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Y 

Na,&osine triphosphate (Na,-ATP) 0.0025 M; 
0.010 M CaCi, in a final volume of 2ml. Tkc reacîbn was 
initiated by addition of 0.1 mg myosin. The asseys were 

(20mglml) were dissolved in 0.5 M KCl; 
0.01 M Tris-HC1 at pH 8.2. Dissociation of non-covalent 
bonds was camed out at 25°C and pH 8.2, by addition of 

G-15 equilibrated and developed in NH,OH 0.1 M. The right atrial myosin, (d) right ventricular myosin. HC, m y s  
P 

I 
"wlting digest was concentrated by lyophilization. sin heavy chains; A, actin position; L " , myosin light chains. 

Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electro- 
phoresis (SDS-PAGE) using the Laemmli buffer (Laernmli, . . 
1970) or 0.16 M Tris-borate pH 7.0 bu& (Tetaert et al., 
1977) and the apparatus described by Kerckaert (19781, was When the myosins were run under the other elec- i 

~e r fomed on 5-3% acrylamide gradient slab gels trophoretic conditions i.e. pH 7.0 instead of pH 8.4, 
(15 x 10 x 0.075 cm). Molecular weights were detemined no change was noticed in the electrophoretic patterns Y 

from the electrophoretic mobilities on gel, using phos- of nght and left pig vent,.icular myosins and in the 
phorylase b (94.000): ovalbumin (43.000); carbonic anhy- electrophoretic of nght and left pig drase (30,000); trypsin inhibitor (20,100) and a-lactalbumin myosins; z7 migrated also faster than Lal while LV,, (14,400) as standard proteins. 

Slab PAGE in the p-ce of 8 M urea; 0.02 M Tris-HCI migrated si@ifiantl~ faster than L" (Fig. 2). For pig 
PH 8.4 was perfomed as de&bed by Peme and Perry cardiac myosins, we observed that the increasing 1 - 
(1970). The acryla~nide concentration of the gel was 20% electrophoretic mobilities were always Lal, LZ7, La2 . 
(bis acrylamide 0.26%). Electrophoresis was canied out on and Ly8, whatever the PAGE buffer system used. 7% slab (15 x 10 x 0.2 cm). The gels were densitometncall~ Analysis by slab PAGE, in presence of urea at pH 1.- 

. $ scanned with a ~ e n o n  mode1 PH 1-6 s~ectro~hotometer. 8.4, of pig cardiac myosins (Fig. 3) revealed just the 

ztEslnTS 

bomparisvrl of pig cardiac myosin light chains by 
electrophoresis 

Myosin from the f r a  wail nght and kft ventricle 
and from right and kft atria of pig myocardium, 
electrophorescd on the same siab at pH 8.4 in pres- 
ma of SDS, werc scparated in thne bands: one of 
higher molecular weight comsponds to the havy I 

chains (HC), the two 0th- wrrcsponding to the 
light chairis. The right and left pig ven t r i ah  myo- 
sins have a similar pattern. The ventricuiar iight chah 
mibunits wbkh were nfmed to as G, and Lf, 
migraaed with mohdar weights of approximately 
27,000 and 18,000 respdveIy, as de@rmhcd by 
comparison with standards of known mokcular 
wcight (Fig. 1). Right and kft pig .trial myosins b.w @) @ (a) (b) 
a b  a similar patteni. The attial ligbt chain subunits + + 
wen referred'to as L81 and La2. 

cornparison betwecn lvenort*r ami striai myo- (b) @) 
sins mvealed diffeiences in thi ck&ophmtic mobi- Fik 2. -n of kft ngbt 8tria1 and nntne gtim of the light cfias; L Y ~  migratad sligwy f-ter .hr m* by &b SDS-PAGE a* pH 3.0 
than La2 ~ h ~ e a s  m i ~ t e d  W t l y  than Lai (0.16 M T ~ ~ t c  buiïur). (a) Left ventricular myosin, (b) 
and largely slower than L12. Thme &i&renccs were îeft atnal myosin, (c) right ventricuiar myosin, (d) right 
confinned by coelectrophoresis experiments (Fig. 1). atrial myosin. 



k a u s e  the difforeacas o b d  in t.$s ii@it chah 

t$e hcauy chahs stmwc, Ca2+-ATP- ma- 

Tobfe l. w&m gf ûi2*ATPoa activity of thr: 
~ * ~ , m g i o a i n e  , , 



(a) (b) 

Fig. 4. Analysis of NTCBA digests from pig cardiac 
myosins by SDS-PAGE at pH 8.4 (Leemmli bder). (a) 
Right ventricular myosin digest (b) left atnal myosin digest. 

-, lndicate the fincipal different polypeptides. 

- 
Human cardiac myosins from right and left ventri- 

cle and atria displaycd two light chains (Fig. 5). No 
difference was observed in the electrophoretic pattern 
of left and right ventricular myosins. No difference 

was also found betwcen left and nght atrial myosins. 
However, b m  human vmtricuiar and atrial mye 
sins, diffmnm in the light chain electrophoratic 
patterns were deiected. The electrophoretic mobilities 
of low m o l d a r  weight my~sin light chah were for 
human venîricular myosin, Cmilar to Ly8. and, for 
hwnan atrial myosin, similar to L12. The high mole- 
ular weight myosin light chain from the human 
ventricle and atria migrated faster than the homolo- 
gous G, and Lal from pig. In addition, the high 
moledar weight human ventriala my& light 
chain m i p t c d  faster than the human atrial one. 
These differences between human and pig d a c  
myosins were confirmed by coclectr~phoresis expcri- 
ments (Fig. 5). 

Chicken cardiac myosins fiom right and left ventri- 
cles and from right and left atria were analyzed by 
SDS-PAGE at pH 8.4'and 7.0 (Fig. 6). The same 
patterns were obtained for the four myosins whatever 
the buffer system used and confimed by CO- 
electrophoresis experiments the low rnolecular weight 
li t chain had an electrophoretic mobility similar to P L,, whereas the high molecular weight light chain 
migrated faster than Ln. 

SDS-PAGE pattern of frog ventricular and nght 
and left atrial myosins were undistinguishable. Frog 
cardiac myosins displayed two light chains: the low 
molecuiar weight subunit (LC-2) migrated largely 
faster than LY. whereas the electrophoretic mobility 
of the high molocular weight one (LC-1) was between c, and La2, as confirmed by coelectrophoresis (Fig. 
7). In addition, after the densitomctric scanning, the 
ratio between the two frog cardiac myosin light chain 
LC- 1 : LC-2 was about 80:20. 

Fig. 5.  son of car* myosin ligbt chams from diaerent part of pie and human heart by 
SDS-PAGE at pH 8.4 (Laanmli bufier). (A) @npOnsoa bcîwesn pig and human &ac myosins: (a) 
human Mt venhinitar myosin, (b) human nght ventriculPr myosin, (c) humas Icft atrial myosin, (d) 
humb right etMl myosin, (e) pig hft ventrîcnh m y a h ,  (0 pig si@ vci1trWar myosin, (g) pig Idt atrial 
myoani. (B) aî fweMa uid pig ca@ac myos@#: (a) humen muidar m y d ,  (e) pig 

strinl myorin. (d) human atrial myosm, (Std) iItaadud protein markers. 



rig. 6. Com~arison O l i h t  chains from different parts of pig and chicken heart by 
S~S-PAGE.'(A) Electrophoretic Gttemsif  pig and chicken cardi&myosinsb; SDS-PAGE at pH 8.4 
(Laemmli buffer). (a) Chicken nght ventricular myosin, (b) chicken left ventricular myosin, (c) chicken 
right atrial myosin, (d) chicken left atnal myosin, (e) pig right atrial myosin, (f) pig left ventridar myosin. 

) Electrophoretic patterns of pig and chicken cardiac myosins by SDS-PAGE at pH 7.0 
6 M Tris-borate buffer). (a) Chicken nght ventndar myosin, (b) chidren left ventricular myosin, (c) 

ght atrial myosin, (d) chicken Mt atrial myosin, (e) pig nght atnal myosin, ( f )  pig right 
ventndar myosin. 

Fig. 7. Cornparison of cardiac myosin Eght W n s  from pig and frog lacsPn (A) EhWrapsiorÙic parttenis 
of pig and frag d a c  my&s by SDS-PAGE at pH 8.4 (Lam@ Bu&r). (a) Pig kfi ventricular myosin, 
(b) frog ver~trhtlu myosin (frog a u  myosiw h9w the same patte&. (3) Dansito1~trie @ng of 
frog + pig stria1 and venui+r myosin light ohriiris after amktrop8oresîs ~ ~ p e r i y  (-----) pig 
CB~* myosin lÏ@t disias (L81 and L'2 CO- to pig otna) m p i n  &#hl cbluw, LV, cuid LyB 
cancspond \O f#g vaitnculsu =)asin l i e  cl&& (-) fmg crrdirc myesin ü&t chiias (LC-1 artâ 

LC-2). 





other apGcies (oitr unpublisheB mwits; Hbka et el., 
1981). No equivaltnt eketmpbrtt9c pattann of myo- 
sin iigbt M n  has ever becn npolted, even for 
non-muscle myosin (Hesketh et al., 1978), for skektal 

I muscle myosin from h h  (Focant aad Huriaux, 1976) - 
1 or lobstcr (Siemankowski et al., 1980). Thus,.we have 

now describecl a new cardiac myosin isoenzyme. 
From biids, the heart is composcd of four cavities. 

If the chicken atriai and ventricuiar myosin light 
chain compositions are similar, the manmdian atriai 
and venuicular myosins show distinct light chain 
pattern, whatenr the buffer used. Betwsw the three 
species studied (chicken, p g  an& human), only the 
smaller molecular weigbt vent r idu  myosin iight 
chain, with the eltctrophoretic mobility identical to 
LY,, is common (Fig. 8). On the other hand, the 
comparison betvjeen mammalian cardiac myosins 1 reveals that the maller moltoular weight iight thains 
of atrial and vcntricular myosin (L12 and LY8) are 
common, but no identity has been observed concern- 
ing the larger ones. 

Our findings are in agreement with those describecl 
by Daila-Libera et  al. (1979) on chicken cardiac 
myosins and with those described by Price a al. 
(1980) on human cardiac myosins. In contrat, w r  
results on pig cardiac myosins ard different from 
those described by Syrovy et al. (1979). Although 
Syrovy et al. (1979) reportecl some differences be- 
tween pig atrial and ventricular myosin light chains, 
the relative electrophoretic mobiiities given seem to 
us rather wrong. Indeed, using tube gels with different 
migration time it is impossible to compare accuratcly 
the myosin light chain electrophoretic mobilities. Our 
present findings obtained on the same slab gel using 
gradient (5-30°/,) SDS-PAGE, in the Laemmli sys- 
tern (note! for its high degrtt of resolution) have 
boen confirmeci by calectrophoresis experimmts and 
by comparative migration at pH. 7.0. Although 
diîTerences are observed in the apparent moiecular 
weight of the light chains when different pH buffer 
system are usod, we always obtained for pig cardiac 
myosin iight chains the increascd electrophorttic 
mobilities such as L'l; L$; L12; LT8 but never Lf7; L'I; 
La2; LY, as described by Syrovy et al. (1979). 

With the other types of eardiac myosins deM:ribad 
by Long et ol. (1977) (dog, and beef), Dalia-Libera 
and Sartorie (1981) (rabbit), it seems that the cardiac 
myosin light chains are speci+fic, but no m 
latianship benvcc~l m y e  light chain composition 
and Spcacs evolution has been found.>These d t s  
are a wmpkment to tbe reant investigations, by 
Clark et el. (1982), on W a c  nryagin heevy chahs 
f r m  differmt sptcics. For the ammon @es stud- 
ied (chicken, pig and human), the difibences found 
in the myosin iight chah composition c a ~ o ' t  explain 
the mobility d htyosins m nativegel eicctropbrds. 
Fqr instance, if the eîectrophoretiû mobiiity of 
chicken ven t r iuh  myogin iigkt chah of highcr 
molecular weighf is intermediate betwm pig and 
human one, chicken myosin migrate fasw on native- 
gel eleçtrophorcsis. In addition, to multiple fonns of 
heavy chain are associatcd identicai iight chains. This 
is wlkfhned by the pregenœ of two bands for atrial 
myosin (on native-gel ektrophomis) and only two 
iight Chain8 L"1 ond L'2 (on SWPAGE). 

In co~ctusion, multiple f o m  af cardiac myosin 

h a v e b c m ~ t i f i c d b y a n a S g i s o f t f i e ~ t ~  
psmms and the heavy cham smcWre. In the course 
of evolution, the iigbt chsin co-tion changes 
bawan atnal and ventrbuiar myosin but no 
di@mnœ is observad baween kft and ri@ parts. 
Multiple folms of myasin bcavy chain have also been 
i d e n m .  The diffmnt typcs of heavy chain c o d  be 
associatcd to identical and/or different iight chain. 
Howevtr, the iight chain composition chatacterizes 
the myosin studied from ventricles or abia. In the 
course of evolution, the molccular forms, tbe distri- 
bution in the differmt parts of the h m  the pro+- 
tics of cardiac myosin isoenzymes aapeared to change 
sigdicantly, apparently as a nsult of adaptation of 
the heart muscle. Nevertheless, if the notion of myo- 
sin polymorphism is now well established, the @se 
rok of the heavy and light chain myosin isoenzymes 
is so far not clearly understood. - 
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Isolement des chahes légères de la myosine cardiaque de porc 
par électrophorèse préparative et étude des polypeptides 
obtenus après action du bromure de cyanogène. 

Xavier GRANDI~;R-VAZEELL;E Unité des Protéines Normales et Patliologiqncr 
et Daniel TETAERT (') 0. 

1 (27-12-1977). 

l 
Stmmtrg. covalente des chalnes légéres d'environ 20.000 

daltons [l, 21. La répartition en chaînes légéres 
A simpie, rapid and efficient procedure is devel- de la m~osine varie selon le t3'P de e~v i -  

oped to isolate proteins mith identical or different : Par exemple, on sait que la m~osine  du mus- 
isoelectric points such ois pig cardiac myosin light cle cardiaque contient deux types de chahes 
chains. 

f ied myosin. Les difficultés généralement rencontrées au 
cours de la purification de la myosine cardiaque 

Xiomogenefty of light chaim thas isolated is 

lntbduction. 

t Dans cette note, nous présentons un mode op+ 
La rnymine, principale protlrine con t rade ,  ratoire Permettant de séparer en senle & a p ~  

l o m d e  de md&cu- les chafnes lomdes de chacune des chaînes légbws 
h&e BlevL auxquellm sont assoclées de façon non de la m~osine aaraiave de Porc. Par une teahth 

que simple d'électrqhodse prbparative sur -1 ,- 
àe polyacsylamide en présence d ' h  8 111, lis r ni 

, ..? 
a* 

quantités de chaînes légères (L, et L,&) isoides, i tl 
,'A 

(') A- la eoHaboFJitfon teehaiqnr d'Odile MOWU. 'OBt s*antes pour mettre de *Wr des . :E 
études structnrales. Nous avons pu ainsi demon- .. 8 

Ce tramil. cerf rcialis4 dans Ze wdrc- du LA. Mû-268, I I  

1, 

du CNRS, Direcdeur : Professeur Wrmd BirerteO, i" 
ImttitPt de Reohcmhes sur le C a n w  de Cille et 
Unit4 124 I N S E N ,  B.P. n03567, 59W Lille Ckdicz. 

O A qui toute eorrcspondanee doif Ctre adressée. (') D.T#B. B.: acide 53-DZthionitrobenzoïq~e. 
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wr &e certaine micmblance de stwcmn entre 1111 et de Pom, p u  lQ&tuds des pep<ib of>a 
I t s  chaines La, de k myosine cdinque de b o f  agrés adon du btamure de cy-~aogbne. . 



1 température ambiante dans e n  tampon ~rib&l - 0,026 dl/urés 4 M, sofple d'Pot centrihigatîoa 4 
10.000 g pqndant 16 minutes. Las extm&o~t iont -7 ' Pr6pamtion de la ingosine w d i ~ q u e  de Pom. 

La myosine cardiaque de Porc est prépar& et puri- 
fiée selon le protocole décrit par L4ge.r et coll. [IO), 1, mais nous avons apport& les modifications suivantes : 
- L'action du tampon phosphate de potassium 

0,016 M de pH 6,8 ; KC1 0,s M ; &P#, 0,OI M ; MgCl' 
0,001 M ; mercapto-2-éthanol 0.01 M [Uj est réduite 
à un temps de 7 minutes. Csci limite. en effet, I1extrac- 
tion des protéines autres que la myosine. 
- Sur l'extrait brut de myosine dissous dans un 

tampon imidazole-HC1 0,02 M de pH 6,8 ; KC1 0,s M ; 
MgCl, 0,006 M ; mercapto-2-bthanol 0.0-1 M [18], nbus 
laissons agir le sel disodique de 1'adénosineb'-triphos- 
phate (Nh-ATP) 1 une concentration finale 0,006 M 
pendant au moins 20 minutes en maintenant le pH 
supérieur h 6,8. Cette réaction, qui permet une disso- 
ciation plus complète du complexe actomyosirrique, est 
suivie d'une centrifugation 1 106.000 g pendant 2 heu- 
res. Cette étape permet de mieux aiminer l'actine et 
les contaminants du filament fin (5g. la). 
- La fraction recueillie par relargage entre 38 et a e M r n . O I d ~ 1 Q  

45 p. cent de saturation par le sulfate d'ammonium l o o d  

de la myosine en solution dans le KCI 0,3 M ; K,P,O, 
KFRYCTW 

0,02 M et le mercapto-24thanol 0,01 M, est alors 
exempte de tout contaminant et principalement de 
nucléotides (fig. Ib). 

La préparation, dissoute dans un tampon Tris-HC1 
0,05 Y de pH 7,6 ; KCl 0,5 M ; mercapto-2-éthanol 
0,01 M, est ensuite débarrassée du sulfate d'ammo- 
nium par une dialyse d'une nuit contre 20 volumes de 
ce même tampon. La myosiw, précipitée par addition 
de 10 volumes d'eau froide est alors centrifugée à 
10.000 g pendant 10 minutes. 

Prdparatirrn des chafnes Idgéres par dlectrophorbe prC- 
purative. 

La séparation des ehalncrs Iéghres par éIectrophor&se 
preparative est effectuée sur 2 g de myosine cardiaque 
de Porc préalablement dissociée dans 200 ml d'une 
solution d'urée 8 M contenant du mercapto-24thanol 
8 1 p. cent (v/v), pendant 16 heures h température am- 
biante. L'appareillage d'blectrophorése employé est ee- 
lui décrit par Kerakaert [143, auquel nous avons ap- 
porte les modifications suivantes : 
- un systéme de 8 plaques (200 x 160 X 6 cm) ; 
- un gel d'acrplamide en gradient discontinu en 

présence dYur6e 8 M polymCri& selon les conditions de 
Perrie et Perry [%] (11 cm de gel Il 20 p. cent et 6 cm 
h 15 p. cent de réticulatioti pour les gels de dparation 
de pH 8,s ; 3 cm de gel de concentration h 5 6  p. cent 
de réticulation et de pH 6,7) ; 
- une migration de 72 heures mus 60 mA, 36 V par 

plaque, dans un îampon Tris-glycine 0,026 M de 
PH 8 3  ; 
- une s y s t h e  de r&ulation de température des 

tampons h !WC ; 
- nne coloration et  une firation des bandes pro- 

téiques par 1'Addo-refPwarz & 1 p. cent dans nn m4- 
lange acide adtigue/éth~nol/eau (l :é:6) pendant 
IO minutes et une décoloration des plaques par le mé- 
linge acide acétique/méthanol/eau (7 :60 :60) ; - aprés broyage s u  Waring-Blendor (4 fois 10 se- 
condes) de chacune des bandes colorées, I'élution des 
protéines est réalisée par une agitation de 20 minutes 

FXG. 2. - Ge1 filtration sur colonne de Seph& 
G 60 des hgdrolgsats par le CNBr de : 

(a) la c h a t n  16$rr de Ii kyosiso d a q u e  d@ - 
Bœuf d'apr s Wee s 1111 ; 

(b) la chilne 16gére L, de la myosine arrdlaqua; 6, 
Porc - 

(c) 111 chaine ltigére L,, de la myoaine cad îq ïe  6. 
Porc. 

r&tées quand la densité optiqae à 280 nm de l'&lut% 
est voisine de zéro. L'Bluat dialyd est easuite 170- 
philisé. 
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rations le rapport des densités optiques & ag0 nm et 
li 260 nm est toujours supérieur A 1,S. Les valeurs de 
concentration en protéines obtenues par a s  deux mé- 
thodes sont alors comparables. 

ElectrophorLse analgtiq~e sur gel d'àcrglamide en prd- 
sence de SDS. Composition en acides aminCs. 

TABLB~~U 1. 
Composition en acides aminés des chaînes Iégéres de myosine. 

ASP 18 20 18 - 18 23 
Thr 1 O 7 11 7 1 O 
Ser 6 8 5 1 O 5 
Glu 
Pro 
GlY 
Ala 
CY~? 
Val 
Met 
lieu 
Leu 
Tyr 
Phe 
Hls 
LYS 
Arg 
Trp 

a L,, de la myosine de musele cardia ne de Porc. 
b L, de la myesine de muscle squele&iqae de Lapin. 
c L,, de la myostne :de muscle cardiaque de Bœiif. 
d L, de la myodne & muscie cardia e de Porc. 
e L, de la myosine 'de m u d e  mcle8qpe de Lapin. 

(') Valeur moyenne, pour 12 anaiyscs (114 et 79 heures), arrondie. 

S-aminoéthglation et hgdrolgse par le CNBr des chal- tion de 0,2 p. cent de tryptamine comme agent pre- , 
nes légdres. teetenr selon la technique décrite par Lh et Ch- '? 

Pour prot6-r les résidus de cystéine, les chnfnes [20]. 
Iégéres sont soumises B l'action de I'&thyl&nc-imine . 

p~ 8,6 ( ~ ~ ~ l ~ ~  et putman, ~ ~ h ~ a ~ ~ b ~ ~  par le Ddtermi~ation des acides aminds en position N-twPtE. -? nale. 
Les extrémités N-terminales sont déterminées par la 

methode des dansyl-amino-acides en utiIisant la teab 
('1 SDS = sodium dodecyl sulfate. nique de Gros et Labonesse [21]. 



ine cardiaque de porc. 

nom n'avons pas identi4i.6 de dansyl amino- 
: ces chaînes légères posahient en position 

TABLEAU II.  
Composition en acides aminès et extrdmité N-terminate de la fraction A. 

AsP 3 3 3 6 5 
Thr 1 2 O 2 4 
Set 1 2 2 3 1 

Q O O 1 O 

Adde amtde 
en poiftlon N-bloqué N-bloqué N-blopub 
N-terminale 

(a) de la Ebslne 4, de &a myesint du muecle cardiaque de Porc. 
(b) de la ebrtne 4, de la myoaine du muscle =dia e de BQuf. 
(c) de la ohalne 4 de h myosins da miiscle aquelegqiae de Lapin. 
(dl de la eblne ï,, de la myosine du muscle cardiaque de Porc. 
(el de la cb îae  b. de l m  myroai~e du muscle squelettique de Lapin. 

('1 Valeur moyenne, pour 12 inalyaes CW et 72 heures), amondia 
I 

de la aiyesfne cmliacp de Pon: (1BO A 1QO mg 89: nues, sauf la fraction d correspondant 
l'mbemble de9 chaînes issW répar& de plus haut poids molbulaire, doivent 
ment, psir gramme de mgoslne). 
. 
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. g r ,  Le mdrb0d.e de dansylatlan a pemb 9rlQ. 
dfidenti&er dans Iliydrolwtat d n q  acide  amin& 
on position ~-termiiale (acide aspartique, glycine, 
alanine, leucine et lysine) et le fractionnement aur 
eolonoe de Sephadex G 50 permet l'isolement Be 
six fractions (fig. 2b). En particMer, l a  fraction A 
qui cor~espond au peptide de plus haut poids mo- 
léculaire a été isolée et analysée :-ce peptide n'a 
pas d'extrémité N-terminale dansylable et la com- 
posifion en acides aminés est caractérisée par un 
taux de proüne, d'acide glutamique, d'alanine'et 
de lysine élevé tandis que celui de glycine est fai- 
ble (tableau B). 

Des comparaisons d'ordre structural sur les 
chalnes LZ5 de la myosine de muscle squelettique 
de Lapin, &, de la myosine cardiaque de Baxf 
et 1W de la myosine cardiaque de Porc ont été 
faites. Cest ainsi que leur composithn en acides 
aminés (tableau 1), leur fractionnement sur colon- 
ne de Sephadex G 50 de leur hydrolysat obtenu 
aprés action du WBr (figs. 2a et 2b), l'analyse de 
la composition en acides aminés du peptide de 
plus haut poids moléculaire alors obtenu et la dan- 
sylation ont été réalisés (tableau II). 

- 

Une étude analogue est réalisée sur la chaîne LI, 
de la myosine cardiaque de Porc. Aprés hydrolyse 
par le CNiBr, le fractionnement de l'hydrolysat 
met en évidence 7 fragments (fig. 2c) et les extré- 
mités N-terminales suivantes : acide aspartique, 
glycine, leucine, phénylalanine et lysine). De plus, 
la fraction A de la chaîne h, de la myosine car- 
diaque de Porc possède comme son homologue 
h, de la myosine de muscle squelettique de Lapin 
[a], la phénylalanine en position N-terminale 
mais une composition en acides aminés différente 
(tableau II) : le taux de proline est nul, le taux 
d'alanine et d'acide glutamique est plus élevé 
tandis que celui de glycocolle, de phénylalanine 
et de lysine est plus faible. 

Dbcmsmn et Conclusion. 

L'électropharb en gel discontinu d'acrylamide 
en présence d'urée 8 M A pH al'calin présente de 
nombreux avantages par rapport Ea techniqne 
qui se fait en présence de SD5 : (i) Les chaînes 
lourdes de la myosine ne pénétrant pas dam le gel 
urée permettent d e  faire un dép8t plus importent 
de myosine dimociée par l'urbi 8 M/mercapto-2- 
éthanol ; (ii) l'utilisation du gel discantinu 
à'acrylamide (2'5 à 20 p. cent) empêche la diffu- 

'Lbe, arm&k *a$* 

tion dcre gels Qii) B pB 
cine de pli 83)' cette méthode p 
tion des denx chaînes 18géres de 
diaque de Porc (Ln et ha) et des 
en une seule étape. 

Chacune des bandes protéiques est élude par lB  3 
tampon Tris-HG1 0,025 M de pH 8,O ; urée 4 M P - , 
partir des bandes localis 
après coloration et fixat 
NOUS avons utilisé une solution d'élution en -,- 
4 M .$ cause de la réversibilité de son action d&&b 
ciante et parce que l'élimination de l'urée eat rele- 
tivement facile par dialyse. En outre, le pouvoir 
dissociant élevé de lyurée permet une élution p h  
complète des protéines contenues dans les gels, 
(élution suivie par lecture de la densité optiqw . \;. 
à 280 nm). La présence du colorant sert également ; ;,: 
d'indicateur d'élution. Notre expérience nous a +, 
montré que I'Amido-schwarz ne géne pas pour 16s -. " 
études structurales ultérieures (dansylation ou m- 3% 
tion du CiNBr). De plus, ce colorant est éliminé . 
lors de l'étape de fractionnement sur Sephadex 
G 50 car il s'adsorbe de façon non spécifique sur "" 

le gel de Sephadex. 

Cette technique d'électrophorése préparative sur , ?- 
gel d'acrylamide est applicable à toutes les pr& '5 
tbines de différents poids moléculaire 1151. L'utifi- '. 
sation du gel en milieu urée permet de plus k -,,' 
séparation de protéines de même poids molécu- 
laire, mais de point isoélectrique diffhrent. C'est 'l 

ainsi que nous pouvons isoler les deux formes de ' - 
la chaîne ha de la myosine cardiaque de Parc , 
(chaîne phosphorylée et chaîne non phcspbo- j,, 
rylée), ainsi que les chaînes Iégéres dites f - 
chaîne léghre et SH- chalne léghre de la rnj---- 
de muscle lisse de IYa A.B.R.M. (*) s de moule Mg+ 
tilus dulis de poids moléculaire de 18.000 ddtons ' 
(rédultats non publiés). 

L'électrophorése analytique en gel d'acrylaniide 
en présence de SDS est certes un excellent c r i e  
d'homogénéité des chaînes légeres isolésiii, L'&- 
sence de contamination d'une chaine I é g h  pnt 
l'autre est aussi démontrée par l'analyse das frai& 
tiom A de L, et de h, de la myosiné c~pdisqm 
de Porc, dont le poids molh ia i re  est vo% 
effet, les différences au niveau de cedl denx m- 
tions homogénes sont extrêmement s i g d l c d î ~  
entre leur extrémité N-terminale (l'me poasdbda, 
acide aminé N-bloque, l'autre la phénylalaaSoie) +- 

('1 Anterior Byssus Retractor Muscle. 
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_ / 7 . * - 
Chaines Iégéres de ta myosine cardiaque de porc. 4: f 

leur composition en acides aminés (taux de pro- 4. Tetaert, D., Moreau, O, Han, K. K, Hildebrand, H. 
Ifne t rb &lev& pour lbne, nul poar lkautre). F. r Bisexte, G. (1977) Biochimie, 59. 377339. 

6. Fmaruia,'N. 4 P m ,  S. V. (1976) Biochem. J., 151. 
A la !&te de notre -expCrimentation, nous pou- @$-107. 

vans dire que le peptide A de la ehalne b, de la 6. Shiveridr, K. T, Tn.o-s, L. L: t Al rt, N. R. 
(1975) ~lochim.  BiOpbp?. Acta, w, &-183. . 

m~osine cardiapue de Porc a une am~os i t ion  en 7. Wikmaa-CoffeLf J, Zelis, R, Fenner, C. a blason, 
acides aminés comparable $ celle du peptide A de D. J. (1978) Biochem. Biophgs. Re*. Commun., 
la chaîne L, de la myosine de muscle squelettique 51, 1097-1104. 

de ;lepin et de la chaîne 4, de la myosine cardia- 8. Kendrick4ones, J, thentriml i, E. M. r Szent- 
Gybrgyi, A. G. (1976) J. MOT Bfol, 191. 747-776. 

que de -@ (tableau EE). Cette rememblance de 9. Frank, G. r Weds, A. G. (1974) Eur. J. I.ochem., 
structure traduit bien le r81e biologique précis des 44, 317-334. 
chafnes légéres de la myosine (protection du site 10- Le er Je J- ~ ~ r s o n ,  GY DelcaY* Klo 
actif, régulation de la fixation A l'actine, etc.,.), h a *  Swyngbedauw, K., B. Lager. (1975)  of. Biochimie. Sîepbna, 67, y. 1249- '2 
rSle dQ a la présence d'enchaînement en acides 1273. 
minés  particulier, qui est une condition essen- 11. wecds , '~ .  G. (la751 FEBS Let~ers, a, 2ûScaod. 
tielle pour l'existence d'activités physiologiques 1%. Hasselbach, W. a Schneider, G. (1951) Biochem. z., 
spécialisées. 

m. 462-476. 
18. Ebashi, S. (1976) J.  Bioehem., 79, 229-281. 
14. Kedaert, J. P. (1978) Analgtical Biochcm., 8a, 3aC- 
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CHAPITRE III 

ETUDE DE LA STRUCTURE PRIMAIRE 

DE LA CHAINE LEGERE LZ7 
DE LA MY OSlNE VENTRICULAIRE 

DE COEUR DE PORC 



A - INTRODUCTION 

Au tout début de notre étude de l'ALC-L27 de la myosine 

ventricul aire gauche de coeur de Porc, seules les structures primaires 
de 1 'ALC-L25 et 1 'ALC-L16 de la myosine de muscle squelettique Blanc de 

Lapin ( Frank et Weeds 1974 [261 ) et la structure partielle de 
1 'ALC-LZ7 de la myosine de coeur de Boeuf ( Weeds 1975 11303 ) étaient 
connues. Depuis d 'autres structures primaires de chahes 1 égères de 

myosine ont été déterminées : 
- RLC-L18 de muscle squelettique Blanc de Lapin et de Poulet 

( Matsuda - et al 1977a [841 ; Matsuda et al 1977b C851 ). - 

- ALC-Li7 de muscle cardiaque de Poulet ( Maita et al 1980 C771 ). 
- ALC-LZ5 de muscle squelettique Blanc de Poulet ( Umegame et al 

1982 Cl211 ). 

- ALC-L16 de muscle squelettique Blanc de Poulet ( Maita et al 

1981b C791 ). 

- RLC-LZ0 de muscle lisse de gésier de Poulet ( Maita et al 

1981a C781 ): 
- RLC-L18 de muscle cardiaque de Poulet et ALC-L17 de muscle lisse 

de gésier de Poulet ( Matsuda et a1 1981 C861 ). 

- RLC de muscles striés adducteur d8invert6bré ( Coquilles St 

Jacques ) ( Maita et al 1984 1801 ). 

Ces études de structure primaire ont été réalisées sur des modèles 

él oigngs des Mammifères supérieurs. Ceci s 'expl ique faci lement par les 

difficultés techniques considérables rencontrées au cours des études des 
chafnes légères ALC ou RLC des myosines cardiaques bovine et humaine, où 

seules des séquences primaires très partielles ont été proposées ( Weeds 
1975 [130]; Léger et Elzinga 1977 [72] ). Ces difficultés proviennent 
essentiellement de la structure très particuligre de la région 
N-terminale N-bloquee et riche en résidus de proline et alanine. 

D'autre part, la comparaison des structures primaires d' ALC de 

myosines à celles de protéines contractiles liant le calcium 
( troponine C et parval bumine ) a permis de montrer certaines analogies 

de séquence ( Weeds et McLachland 1976 Cl331 ; Matsuda et al 1981 C861 ; 
Tetaert - et al 1982 Cl171 ) suggérant que les chatnes légères dites 

al cal ines de la myosine peuvent adopter une structure tridimensionnel le 
voisines ou comparables à celle des - calciprotéines. 



Notre étude de la structure primaire de 1'ALC-LZ7 de la myosine 

cardiaque de Porc a donc été entreprise afin d'obtenir davantage 

d'informations concernant : 

* la structure d'ALC de Mammifères supérieurs, 
* le rÔle des ALC, 
* leur capacité à fixer le calcium, 

* enfin le rÔle et les caractéristiques de leur région N-terminale. 

B - STRATEGIE GENERALE 

En chimie des protéines, la spécificité d'action des agents 

chimiques et des endoprotéases est l'un des points primordiaux. Pour 

aborder l'étude de la structure primaire d'une protéine, les deux types 

d'hydrolyse les plus couramment utilisés sont : 

- 1 'hydrolyse par le bromure de cyanogène ( BrCN ) en raison de sa 

grande spécificité vis à vis des liaisons méthionyl et qui permet 

généralement l'obtention de fragments polypeptidiques importants du fait 

du nombre limité de ce résidu amino-acide dans les protéines. 

- 1 'hydrolyse par la trypsine, très spécifiqtte des liaisons lysyl 
et arginyl, qui conduit souvent à la formation de plusieurs peptides de 

petite tai 1 1  e souvent compl émentai res du fait des rendements vari ab1 es 

de clivage enzymatique d'un site à l'autre. 

En fonction des résultats obtenus, des hydrolyses combinant 

l'action d'autres endopeptidases et de coupures par agents chimiques 

sont utilisées afin d'effectuer les recouvrements de séquence toujours 

indispensables. 

La séparation des peptides est l'autre point essentiel. Nous 

disposons à l'heure actuelle d'un grand nombre de possibilités : la 

chromatographie 1 iquide de gel fi1 tration, d'échange ionique ou " 

d'affinité etc.. . ; 1 'él ectrophorèse sur différents supports. Pl us 

récemment, 1 a chromatographie 1 iquide haute pression ou haute 

performance ( - HPLC ) est apparu comme l'une des méthodes des plus 

efficaces pour séparer 1 es hydrolysats peptidiques et pour obtenir 

quantitativement les peptides dans un état de pureté très élevé. De 

nombreux plans de fractionnements des hydrolysats de I'ALC-LZ7 ont été 

ut i 1 i sés pour purifier 1 es peptides de 1 'ALC-LZ7, auxquel s nous pourrons 

nous reporter ( Fig. 34 ). ( cf9 Page 103 3 .  



1 - HYDROLYSES ENZYMATIQUES DE L'ALC-Lz7 : 

Des hydrolyses de la chatne légère ALC-Lz7 de la myosine 

ventriculaire gauche de coeur de Porc ont été effectuées avec différents 

enzymes en faisant varier différents paramètres comme la température, le 

pH ou 1 e rapport Enzyme/Substrat. Les principal es conditions uti 1 isées 

ont été regroupées dans le Tableau III. La vitesse d'hydrolyse est 

suivie, en analysant par électrophorèse en gel de polyacrylamide en 

présence de SDS, des aliquots prélevés à des, temps variant de 2 à 150 

minutes ( Fig. 18 ) . Cette analyse permet en outre d'apprécier le nombre 
et la taille moléculaire des fragments libérés tout en consommant le 

minimum de matériel protéique. Le point isoélectrique des fragments 

s ' i 1 s s 'avèrent peu nombreux peut être précisé par approche électropho- 

rétique en isoélectrofocalisation. 

L 'étude des cinétiques d'action des endopeptidases sur 1 a c h a he 
légère ALC-LZ7 nous a surtout permis de montrer que de nombreuses endo- 

peptidases sont sans action - sur la chaîne légère même si leur 

spécificité est très large, par exemple la pronase qui hydrolyse de 

nombreuses liaisons peptidiques ou encore la pepsine qui hydrolyse les 

liaisons peptidiques au niveau des rtisidus hydrophobes nombreux dans les 

protéines ( Tableau I I I  ). Au contraire, la col lagénase, plus spécifique 

du collagène, hydrolyse 1'Ai.C-L2, et donne toute une série de peptides 

de tail le variable, à priori util isables sur séquenceur automatique mais 

peut être difficiles à purifier en fonction de leur nombre élevé ( Fig. 

18 ).  La chymotrypsine hydrolyse I'ALC-Lz7 très rapidement et très 

compléternent même à 4'C et à pH 7,O qui n'est pas son pH optimum 

d ' action. L 'analyse él ectrophorétique montre pour 1 'essentiel 

1 'apparition d'une bande peptidique fortement colorée par le bleu 

Commassie, de poids moléculaire apparent compris entre 14.000 et 18.000 

da1 tons, mais dont 1 'hétérogénéité ne peut être appréciée totalement sur 

le gel en fonction des conditions techniques retenues qui sont limitées 

pour analyser en dessous de 15.000 à 20.000 da1 tons de poids 

moléculaire. Enfin, 1 'ALC-L27 vis à vis de 1 'action de la trypsine est 

plus réaistante puisque dans les conditions " normales " ( c'est à dire 

à pH 8,75 en tampon bicarbonate 50mM, à 37OC et avec un rapport E/S 

de 1% ), la 1 ibération de " petits peptides " se fait très lentement 
( plus de 4 heures ).  D'ailleurs même si nous augmentons le rapport 

Enzyme/Substrat à 8%, la libération de petits fragments ne se produit 

qu'incomplétement en 20 minutes et surtout se forme alors un agrégat 



TABLEAU II 1 : CINETIQUES D'ACTION PAR LES ENDOPEPTIDASES SUR L 'ALC-L27 . 

ENZYME !Trypsine! Chymo- !SAV8!GSMS!Elastase!Pepsine!Pronase!Themo-!Thrombine!Protéase!Papaïne!Collagénase 
! ! t rypsine!  ! ! ! ! ! lys ine !  ! du ! ! 
! ! ! ! ! ! ! ! ! Pancréas ! ! 
! ! ! 1 ! ! ! 1 ! ! ! 

RAPPORT . I I I I I I I I I I I I 
ENZYME/ i 4% 8% i0,05%-8%i2-8%i 2% i 1% 8% i 1% i 4% l%i 2% 8%i 105 310 i 1% i 2% 4%il% 0,5% 0,5% 

! ! ! ! I 1 1 I U U !  ! 1 
SUBSTRAT ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! 

I ! 1- !- I ! I ! 1 1 ! ! 
TEMPERATURE i 38°C !37"à 4°~i370~!370~i40~ 25"C! 37OC i 40°C ! 37OC i 37OC i 37OC ! 37°C ! 37°C 4°C 

-- ! ! ! 1 1 ! ! 1 ! 
! !- !- ! ! ! ! ! ! ! 

PH ! 8,75 !8,75à7,0! 7,8! 8,0! 8,O ! 2,O ! 7,4 ! 8,O ! 7,9 ! 8,78 ! 7,l ! 7,4 8,O 
1 ! ! 1 ! ! ! ! 1 ! 1 ! 

o ~ e u r i  ! !-1- ! 1 ! I ! ! ! 
D'HYDROLYSE !20 10 ! 2 ! 900! 30 ! 20 ! 720 i 30 ! 720 i 20 ! 720 ! 720 ! 2 

EN MINUTES ! ! I ! ! ! I ! ! ! ! - 

Di f férentes condit ions d'hydrolyse ont  é té  testées en changeant l e  rapport  Enzyme/Substrat (E/S) ; l a  température 

e t  l e  pH pour d i f férentes endopeptidases. Le début de l 'hydro lyse a é té  cont rô lé  par électrophorèse en gel de 

polyacrylamide en présence de SDS à pH 8,4 ( pourcentage de r é t i c u l a t i o n  en acrylamide de 18 à 30% ) .  

- 

SAY8 = Endopeptidase e x t r a i t e  de Staphylococcus aureus V8.GSMS = Endopeptidase de l a  glande sous-maxil laire de Souris. 
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FIGURE 18 : REPRESENTATION SCHEVATIQUE DE L'ANALYSE 

PAR ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE EN PRESENCE 

DE SDS ( Gradient de r 6 t i c u i a t i o n  18 à 30% ) DES CINETIQUES 

D'HYDROLYSE DE L ' A L C - L Z 7  PAR DES ENDOPEPTIDASES DANS DIFFERENTES 
CONDITIONS. 

1 - 3 : Par l a  collagénase : 1) E/S = 1% à 37OC au temps t=Zmin. 2) E/S = 0,5% 

à 37OC au temps t = 2  min. ; 3)  E/S = 0,5% à 4'C pH 8,O au temps t= 2 min. 
4 - 5 : Par l a  t ryps ine  : 4)  E/S 4% au temps 20 rnfn. 5) E/S = 8% au temps 240 min. 
6 - 13 : Par l a  chyrnotrypsine : 6 à 10) E/S = 8% à 37OC respectivement aux temps 

2 m i n . ,  4 min. , 10 m i n .  , 20 m i n .  , 30 min. 11) E/S = 0,05% à 37OC 

au temps 2 min. 12) E/S = 0,052 à 37OC pH 7,o au temps 2 min. 

13) .E/S = 0,05% à 4OC pH 7,O au temps 2 m i n .  



insoluble devenant de pl us en pl us dense au cours de 1 'hydrolyse. 
AU. total, pour obtenir des fragments peptidiques de tail le pius 

importante et éviter 1 a formation d' insoluble 1 ors de 1 'hydrolyse 
trypsique, 1 'ALC-L27 a été préal ab1 ement ci traconyl ée. Le traitement par 
ci traconylation bloque les groupements 4 -NH2 des résidus de lysine et 
limite 1 'action de la trypsine aux seuls résidus d'arginine moins 

nombreux dans la molécule. Cette réaction est réversible et les + -NH2 
peuvent être en grande partie régénérées en plaçant l'hydrolysat dans 

1 'acide formique 5%. Cette modification chimique a été très utile et a 
permis en particul ier d'effectuer des recouvrements de séquence. 

II - LES METHODES CHIMIQUES : 
1") ACTION DU BROMURE DE CYANOGENE : 

La chatne légère ALC-L27 contenant sept résidus de methionine, nous 
1 'avons soumise à 1 'action du bromure de cyanogène ( BrCN ) qui doit en 
théorie permettre la libération de huit fragments. L'ALC-LE7, préalablement 
réduite et al kylée ( par 1 'éthylène-imine ou 1 'iodoacétamide ) est 

hydrolysée selon les conditions décrites par Han et al 1472 [38]. 
L'analyse par électrophorèse en gel de polyacrylamide en présence de 
SDS permet de vérifier qu'après 24 heures d'action, l'hydrolyse de 
1 'ALC-L27 est totale. Comme pour le traitement trypsique, on constate la 
formation d'un insoluble devenant de plus en plus dense. Des fragments 
de nature très hydrophobe sont donc apparus et leur nature insoluble 
limite d'autant leur utilisation à des fins de séquence, d'où la 
nécessité de recherche d'autres agents chimiques. 

2") ACTION DE L'ACIDE 2-NITRO 5-THIOCYANATOBENZOIQUE : 

L 'acide 2-ni tro 5-thiocyanatobenzoique ( NTCBA ) hydrolyse de façon 
très spécifique les liaisons peptidiques intéressant la fonction NH2 des 
résidus de cystéine. Au cours de la réaction se forme un résidu 
d'iminothiazolidine à l'extrémité N-terminale des peptides par un 
mécanisme de cyclisation ( Fig. 19 ) Les peptides 1 ibérés ne sont 
toutefoj s pas séquençabl es car N-bl oqués, 1 es réactions de dansyl ation 
ou de dégradation récurrente de Edman sont impossibles. L ' hydrolyse de 
1 'ALC-LZ7 par le ,NTCBA permet la 1 ibération de trois peptides de taille 
différente ( 101; 77 et 14 résidus ) qui ont été séparés par 
chromatographie de gel filtration sur colonne de Séphadex G 50. Sur ces 
peptides, des essais d'élimination du résidu d'iminothiazoline ont été 





effectués par hydrogénation catalytique en présence de nickel de Raney . 
11 est apparu que la réaction d'élimination s'effectue avec des 

rendements faibles, inférieurs à 10%. Cette impossibilité de retrouver 

des peptides directement utilisables nous a conduit à des recoupes 

spécifiques : 1 'obtention de sous-peptides dont 1 'un demeure N-bloqué 

étant al ors directement utilisable sans fractionnement préalable dans la 

coupelle du séquenceur. L'hydrolyse par le BrCN a ainsi été réalisé sur 

le peptide de 77 résidus, mais le plus petit peptide n'a pas pu être 

retrouvé. 

3") ACTION DE LA N-BROMOSUCCINIMIDE ( NBS ) : 

La composition en acides aminés de 1'ALC-L27 ne révélant pas de 

résidu de tryptophane, 1 'action de la N-bromosuccinimide ( NBS ) a été 

effectuée dans les conditions décrites par Wilson et Cohen 1963 11373, 
limitant 1 'action de la NBS aux liaisons tyrosyl . Deux constats : tout 
d'abord, au cours de la réaction, un important insoluble est apparu 

et ,d'autre part, 1 'électrophorèse en gel de polyacryl amide en présence 

de SDS a montré que le clivage protéique était incomplet. 

I I I  - CONCLUSION : 

A 1 ' issue de cette étude pré1 iminai re, où nous avons envisage et 
testé un grand nombre de coupures enzymatiques et chimiques de la chatne 

légère ALC-LZ7 de la myosine ventriculaire de coeur de Porc, plusieurs 

remarques peuvent Stre formulées : 

( i) 1 'ALC-L27 doit posséder une configuration toute parti cul ière 

car nous avons pu noter la formation d'insolubles et d'agrégats par 

précipitation et réassociation des peptides au cours de l'hydrolyse. 

( i i ) Peu d ' endopeptidases hydrolysent quantitativement 1 'ALC-L27 
bien que de nombreuses 1 iai sons peptidiques soient susceptibles d 'être 

clivees. On retiendra par exemple, l'action de la trypsine ou de la 

chymotrypsi ne. 

( i i i )  Enfin, en fonction de l'hydrophobie des fragments, la 

séparation et la purification des peptides par les méthodes dites 

"classiques " de gel filtration ou de chromatographie d'échanges d'ions 

sur résines se sont avérées dé1 icates tant sur le plan de la qua1 i té de 

régénération que sur celui du rendement en peptides après élution. 

L'apparition de la chromatographie 1 iquide haute performance 

(HPLC) , 1 'utilisation de solvants capables de dissoudre de larges 
peptides ( Mahoney et Hermodson 1980 [76] ) et aussi des conditions de 



fractionnement faisant intervenir justement le caractère hydrophobe 

relatif des peptides ont permis enfin une obtention quantitative des 

peptides des hydrolysats de 1 'ALC-LZ7. Les deux étapes techniques avant 

et après HPLC sont présentées. Elles illustrent les difficultés de ce 

travail . 

C - FRACTIONNEMENT DES HYDROLYSATS DE L'ALC-L27 : 

1") FRACTIONNEMENT DE L'HYDROLYSAT OBTENU APRES ACTION DU BrCN 

,- a) Par gel filtration : 
Après action du BrCN, 1 'hydrolysat de 1 'ALC-LZ7 est peu soluble en 

mi 1 i eu acide, aussi différentes conditions de fractionnement par 

chromatographie de gel filtration à pH basique ont-elles été envisagées 

et testées : 

* filtration en tampon propionate de sodium 1 M Tris-HC1 de pH 9,5 
sur colonne de Séphadex G 50 dans les conditions décrites par Weeds 1975 
[129]. L' hydrolysat est soluble a 80% mais une étape de dessalage sur 
colonne de Séphadex G 10 en ammoniaque 0,l M est ensuite nécessaire. 

* Filtration en tampon bicarbonate d'ammonium 50 mM de pH 8,8 sur 

colonne de Séphadex G 50. Le tampon est plus volatil mais l'hydrolysat 

n'est soluble qu'à 50%. 

* Filtration en tampon bicarbonate d'ammonium 0 , l  M de pH 8,8 

contenant 10% de 1-propanol sur colonne de Séphadex G 75 et G 50. 

L'addition de propanol augmente 1 a solubilité de 1 ' hydrolysat ( 75% ) . 

Cependant, les fractionnements réalisés en présence de bicarbonate 

d'ammonium ne donnent pas de bonnes séparations et seulement deux à 

trois fractions très hétérogènes sont alors obtenues. Par contre, par 

chromatographie sur colonne de SPphadex G 50 en tampon propionate, 

1 'hydrolysat BrCN de 1 'ALC-LZ7 apparait mieux séparé et livre six 

fractions ( A à F ) ( Fig. 20 ). Enfin, la cjtraconylation préalable de 

1 ' hydrolysat ( 1 'anhydride ci traconique modifiant réversi blement 1 es 
groupements é-NH2 des lysines et modifiant donc les charges ) diminue 

les phénomènes d'agrégation et d'insolubilité ( Fig. 20 ). Notons que la 

plus homogène et en proportion relative, la fraction A exclue du gel 

parait correspondre au matériel protéique de plus faible solubilité. 
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FIGURE 20 : Ge.& 6 i L Z h a t i o n  h u a  c o l o n n e  d e  6 E p h a d c x  G 5 0  d e  l ' h y d h u l g  
h a Z  d e  L Z p  o b t e n u  aph2.h a c t i o n  d u  bhomuhe d e  c y a n o g 2 n e .  

( ) partie soluble de l'hydrolysat . (------ ) hydrolysat préala- 

blement citraconylé. Les profils d'élution sont établis à l'aide de 

la réaction de Lowry. 
(a) (b) 

ASP 3 3 

Thr 2 A 7 

Ser 2 

Glu 11 

Pro 12 

G ~ Y  O 1 

Ala 14 11 

C Y / ~  O O 

Val 1 1 

Met (1 (1) 
Ile 2 3 

Leu 2 

Phe 5 

His O 

--- - -- 

TOTAL 6 6  

TAELZAU I V  : Ccnlpcls i tien en n c i d c a  a m i n i ; b  d c  .la 4, tnc ; t io l t  A 
7-- -- 
(a) a p r c s  purification par rcchroriatograpllie sur colonne de çSphadc:.: 

G 50 et calculée sur la base de 66 résidus ( Matsuda e t  al! 1 9 8 1  ) t 8 6  

(b) calcul&e s u r  la base de 5 5  r é s i d u s  selon FJeeds 1975C1303 1 



Notons aussi que 1 ' apparence générale des pics ( B à E ) tend à 

laisser supposer une grande hétérogénéité justifiant d'autres étapes de 
purification. 

p) Purification des fractions : 
Les fractions A à F de l'hydrolysat BrCN de 1'ALC-L27 préalablement 

ci traconyl ée obtenues par chromatographie de gel f i  1 tration sur col onne 
de Séphadex G 50 en tampon propionate ( Fig. 20 ) on t  été dessalées, 
décitraconylées ( en présence d'acide fornique 5% pendant 16 heures ) e t  
caractérisées par 1 'étude de leur composition en acides aminés e t  
l 'identification du résidu amino-acide en position N-terminale ( Tableau 
IV ). 

Seule la fraction A correspondant au peptide de plus h a u t  poids 
mol écul aire e t  devant correspondre à 1 'extrémité N-temi na1 e N-bl oquée 
de 1 'ALC-LZ7 est homogène : la composition en acides aminés révèle la  
présence d ' u n  résidu d'homosérine, u n  t a u x  élevé en résidus de pro1 ine, 
d'alanine, de lysine, d'acide glutamique ou de glutamine ; 

1 ' identification du résidu amino-acide en position N-terminale ( après 
dansylation ou par dégradation récurrente de Edman ) ne donne aucun 
résultat ( extrémité N-bl oquée ) . 

Au contraire, les autres fractions sont hétérogènes e t  plusieurs 
cx-dansyl amino-acides ont été caractérisés pour chaque fraction. Des 
essais de purification o n t  donc été réalisés : 

* Par électrophorèse préparative sur papier : 

Les fractions E e t  F correspondant aux peptides de faible poids 
mol écul aire sont séparées par électrophorèse préparati ve à haut  vol tage 

sur papier ou/et par chromatographie préparative sur papier. Après 
coloration à 1 a ninhydrine diluée ( 3 pour 10.000 ) , les bandes son t  
découpées puis les peptides sont élués par de l'acide acétique b 10%. 
Malheureusement, les quantités de peptides ainsi récupérées sont très 
faibles. Les peptides sont l e  plus souvent contaminés, malgré les 
précautions prises, par des impuretés provenant de l'eau, de l'acide 
acétique e t  surtout du support papier. 

* Par chromatographie d'échange d'ions sur colonne de 
Sulfopropyl-Séphadex C 25 : 

En utilisant u n  gradient concave de fomiate e t  de chlorure 
d'ammonium, les fractions 8, C e t  D sont séparées en plusieurs 
sous-fractions. Les peptides obtenus ne sont purifiés qu'avec des 
rendements de l'ordre de 10%. 



* Par chromatographie d'échange d'ions sur colonne de résine 
"Chromobeads P " : 

Les peptides de faible poids moléculaire ont été déposés sur 

colonne de résine d'échange de cations " Chromobeads P ". Ainsi, la 

fraction E de G 50 donne sept sous-fractions qui réagissent à la 

ni nhydri ne dont cinq ne correspondent pas à des fractions peptidi ques 

mais vraisemblablement à des sels. La fraction F donne dans les mêmes 

conditions trois sous-fractions. 

En règle générale, quelque soit le protocole, les différentes 

sous-fractions sont obtenues avec des rendements très faibles, les 

peptides ayant tendance à s 'agréger à nouveau ou à s 'adsorber de façon 

non spécifique sur les supports utilisés ( papier, résine ). 

Cependant, au cours de l'analyse des différentes sous-fractions, i l  

nous a été possible de préparer en quantité suffisante l'une des 

sous-fractions de la fraction F dont la composition en acides aminés 

montre la présence d'alanine et de serine en rapport équimolaire, 

1 'absence d ' homosérine, 1 a caractérisation d'un résidu d'alanine en 

position N-terminale ( DNS-Ala ) qui pourrait désigner Ala-Ser comme 

séquence ultime de 1 ' ALC-LZ7. Cette sequence possible C-terminale de ce 
dipeptide a surtout été confirmée ultérieurement par l'étude d'autres 

peptides. 

2") FRACTIONNEMENT DE L 'HYDROLYSAT TRYPSIQUE : 
Seule la partie "soluble" de 1 ' hydrolysat trypsique de 1 'ALC-L2, a 

pu être fractionnée en utilisant la chromatographie d'échange d' ions sur 

colonne de résine "Chromobeads Pl' dans les conditions de gradient décrit 

par Han - et al 1972 [38]. Le profil d'élution établi par réaction à la 

ninhydrine révèle une trentaine de pics ( Fig. 21 ) La qualité du 

fractionnement, bonne pour 1 'ensemble, est moins intéressante au début 

de 1 '61 ution et pour tenter d'amél iorer 1 a séparation des premisres 

fractions de mu1 tiples modifications du système gradient ont été 

testées, mais i l  faut 1 'admettre sans succès. Ce fait est sans nul doute 

à rapprocher de 1 'observation en tête de colonne lors de 1 'arrivée du 
tampon formiate de pyridine de pH 2,9, de la formation d'un floculat 

demeurant en surface de la résine. Ce floculat ne pénètre pas la résine 

et ne disparai t que lors de la régénération de la colonne par la soude 

0,2 N. Le matériel n'est plus utilisable en fonction des coupures 

peptidiques qui se sont sans doute produites. 



" CHROMOBEADS P " DE L'HYDROLYSAT TRYPSIQUE DE L'ALC-LZ7 

TABLEAU V : COMPOSITIONS EN ACIDES AMINES ET EXTREMITES N-TERMINALES ( DNS-AA 

DES PEPTIDES TRYPSIQUES PURIFIES A PARTIR DES DIFFERENTES 
FRACTIONS 1 à 19. 

?hr 

Ser 

Zlx 

Pro 

û ly  

A l a  

îys!? 

V e l  

Met 

Ile 

Leu 

Tyr 

Phe 

H i  s 

., 

1 2 3  4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 

-->T@ 1.7 2, 1 1 ,  1, 1, -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------. 
0,4 1.9 1,) 0.9 IV] 1 ,O -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

1.9 1.5 1.1 1,l 1.1 -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------. 
3 .3  5,2 2 . 3  3.1 4 . 8  1.3 0,9 ose  1.2 1,2 192 

-----------------------------------------------------------------------------------------------------*-------------- 

10,O 1 , l  1,Q. 1.2 1.1 2.0 0.8 .................................................................................................................... 
2.2 2.0 1.0 1,2 0,9 .................................................................................................................... 
1.6 9.2 1.9 1.0 4.8 1.0 0.9 1.1 1.1 -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
0,s -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
0 . 4  1.0 0.9 1 ,O 0.9 0.9 -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
0.C 0.8 Traces 1.0 .................................................................................................................... 
O,? 1.8 0,6 1,O 1.0 0.9 0.9 .................................................................................................................... 
1.0 0.8 1.2 1.6 1.9 0,8 1,0 -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
0.5 0.9 .................................................................................................................... 
G,C 1.6 1.2 2.4 0.8 

--------------------------------------------------------------------------------------------*----------------------- 

0 3  0.8 0.8 0.9 -----------------------------------------------------------------------------------------.----------- 

J 

0.5 1.0 1.0 1.0 2.0 1.0 1.1 1.0 1.0 1,O 2,O 1.7 1.1 1.0 ----------------------------------------------------------------------------------------------------- 
1 ,@ 1.2 

TOThL 
- 
M ~ ~ ~ L ~ U  

-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
19 36 i 3  13 2 2 4 10 5 4  3 4  5 2 5  9 6 6 4  

h.C Asx A l a  Asx  Asx Ale Ala Asx V a l  Thr A l a  His Ile Lys H i s  Val-Leu Leu His 

'22,. Trl T17 T3 T16 '9 T ' 4  Tx T18 '23 T2 T20 T'15 '"15 



a) Purification des peptides trypsiques : 
L 'homogénéité des fractions isolées est vérifiée par 

électrochromatographie sur papier ou encore sur couche mince de 

cellulose. Les fractions homogènes sont étudiées et caractérisées par 

leur composition en acides aminés et 1 ' identification de 1 'acide aminé 

en position N-termi nale ( Tableau V ) . Certaines fractions chromatogra- 
phiques ont nécessi té une étape supplémentaire de purification par 

électrophorèse et/ou chromatographie préparative sur papier. 

Le rendement de la séparation de 1 'hydrolysat trypsique de 

1'ALC-LZ7 par chromatographie d'echange d'ions sur colonne de résine est 

très faible ( à partir de lVmole de chaîne légère, seulement 50 à 200 

nmoles de peptides et ceci dans le meilleur des cas, ont pu être 

retrouvées ). A 1 'époque à laquelle nous avons effectué ce travail, des 

quantités relativement importantes ( 200 à 500 nmoles ) de peptide 

purifié étaient nécessaires pour mener à bien une étude séquence. 

Néanmoins, l'accumulation de chromatographies préparatives répétées ont 

pu livrer cinq peptides trypsiques qui ont été soumis à une dégradation 

manuel le de Edman. 

8 )  Définition et séquence des peptides trypsiques : 
Parmi les trente fractions recueillies dix-huit peptides ont été 

purifiés quantitativement et 6tudiés pour leur composition en acides 

aminés. Connaissant la séquence en acides aminés de la chaîne légère 

ALC-LZ5 de la myosine de muscle squelettique de Lapin, nous avons tenté 

de situer dans la molécule par analogie de séquence les peptides 

trypsiques de 1'ALC-L2, de myosine cardiaque de Porc. NOUS l'avons fait 

avec prudence, ne possédant parfois à ce stade du travail que la 

composition en acides aminés et l'identité du résidu N-terminal 

déterminé après dansylation. Toutefois, on pourra retenir ( Fig. 22 ) 

que : 

- trois peptides sont placés sans ambiguité par analogie totale, i l  

s'agit des peptides Ti7; T18 et TZ2, 
- trois l'ont été, compte tenu du principe des mutations 

ponctuelles et conservatives , Tl?; TI6 et TZ0, 
- le peptide TZ3 a été placé en position C-terminale étant donné 

qu'il ne contient pas de résidu basique et qu'il ne diffère de son 

homo1 ogue de 1 'ALC-LZ5 de Lapin par 1 'existence d' alanine et de serine. 

Lienchainement Ala-Ser avait été identifié pour le peptide C-terminal de 

l'hydrolysat obtenu après action du BrCN. 
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- en raison d'un taux élevé en résidus de pro1 ine, deux peptides 

avaient été désignés Tl et T2 et avaient été placés par erreur d'après 
leur seule composition en acides aminés dans la publication ' 

(PUBLICATION No 8 ) 

* "Partial amino acid sequence of pig heart left ventricular myosin 

light chain Le7" 

Protides Bi01 ogical Fl uids Proceedings Col 1 oquium 28 (1980) 75-78. - 

Ul térieurement,le peptide désigné Tl a été isolé quantitativement 
pour etre séquencé par dégradation manuelle de Edman. Nous obtenons la 

séquence 

Lys-Pro-Gl u-Pro( Lys ) 
r -. r - --7 

qui ne peut en aucun cas correspondre au peptide N-terminal N-bloqué. 1 1  

a donc été replacé ici correctement et dénommé Te ( Fig. 22 ) . 
- un certain nombre de peptides ne peuvent etre placés avec une 

compl ète certitude ( ceux des fractions 9; 12 ; 14 etc. . . ) . 
Enfin, i l  est à sou1 igner que des coupures trypsiques secondaires 

non spécifiques se produisent sur la chaine légère ALC-Le7. Ainsi, les 

fractions 18 et 19 sont obtenues avec d'excellents rendements. El les ont 

pu etre complétement caractérisées et séquencées par degradation 

manuelle de Edman. Les séquences de ces peptides sont les suivantes : 

Fraction 18 Leu-Gln-His-Ile ( ~ e r )  Lys ( T t l 5  ) 
;II I v - - *  

Fraction 19 His-Ile-Ser-Lys ( T" 15 ) 
I V -  

S'agissant de fragments contenant un résidu d'histidine sur les trois 

que contient la molécule et dont deux font partie de peptides déjà 

positionnés. Ces peptides ne peuvent etre placés qu'en position 113-118 

pour T t l 5  et 115-118 pour Tl '15. On peut alors constater que la trypsine 

aurait hydrolysé une liaison glutaminyl, sans doute du fait de la 

conformation toute particulière et aussi de l'hydrophobie importante qui 

caractérise cette région de la molécule, comme nous le verrons plus 

loin. 



3") FRACTIONNEMENT DE L ' HYDROLYSAT CHYMOTRY PSIQUE : 
L 'hydrolyse de 1 'ALC-LZ7 par 1 a chymotrypsi ne s 'est révélée etre la 

plus "totale". De plus, elle provoque l'apparition de très peu 

d'insoluble et, pour éviter au maximum "d'insoluble", 1 ' hydrolysat chy- 
motrypsique est citraconylé, puis fractionné sur colonne de Séphadex 650 

en tampon propionate ( Fig. 23 ). Seulement trois fractions sont alors 

séparées et se révèlent hétérogènes après étude des extrémités N-termi- 

na1 es des peptides. Après dessalage, déci traconyl ation, chaque fraction 

est alors rechromatographiée sur colonne de résine Chromobeads P 
( Fig. 23 ).  - 

Mal gré le préfractionnement par chromatographie de gel filtration, 

la bonne solubilité avant dépôt, le rendement de la séparation après 

chromatographie d'échange d'ions sur colonne de résine n'a pas été 

mei 1 1  eur qu 'après trai ternent trypsique. A partir de 1 ,,mole d 'ALC-L27 
sont obtenues de 20 à 200 nmol es de peptides. De nombreuses fractions se 

révèlent encore hétérogènes ( a-dansyl amino acides ), les rendant très 

difficile d'utilisation pour une identification de séquence. 

4") FRACTIONNEMENT DES AUTRES HYDROLY SATS : 

Les hydrolysats obtenus après action des autres endopeptidases 

( Collagénase . . . ) et ceux obtenus après action des agents chimiques 
( NTCBA, NBS . . . ) ont été étudiés. Dans 1 a plupart des cas, au maximum 

20% du matériel de départ a pu être solubilisé et ceci quelque soit le 

tampon choisi pour le fractionnement, aussi ces préparations n'ont-elles 

éte réel 1 ement uti 1 isées qu'après avoir développé 1 es techniques de 

séparation par HPLC. 

I I  - PAR CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE HAUTE PERFORMANCE ( HPLC ) : 

1') FRACTIONNEMENT DE L'HYDROLYSAT OBTENU APRES ACTION DU BrCN 
a) Introduction : 
La séparation par 1 es techniques "classiques" de chromatographie 

liquide des peptides obtenus après action du BrCN ( CB-peptides ), ne 

nous avait pas permis de les obtenir en nombre, en quantité et dans un 

état de pureté suffisant pour qu'ils puissent être étudiés en séquence 

et définir une grande partie de l'axe peptidique de 1'ALC-L27. 

Nous avons tenté de séparer les CB-peptides par HPLC, bien que leur 

taille puisse être importante et que leur solubilité soit parfois 
1 imite. Une étude systématique des phases stationnaires disponibles et 
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FIGURE 29 : FRACTIONNEMENT DE L'HYDROLYSAT CHYMOTRYPSIQUE DE L'ALC-LZ7 
I 

a ) Séparation de l 'hydrolysat chymotrypsique ( 600 mg ) sur colonne de sephadex G 50 1 
( 150 x 26 cm ) I 

b , c & d ) Fractionnement des fract ions 1 , 2 & 3 obtenues du fractionnement préalable 
sur colonne de résine Chromobeads P avec un gradient de formiate e t  d 'acétate  
de pyridine décr i t  par Han e t  a l .  ( 1972 ) C38J 

e ) Fractionnement de l a  fraction 3 ( G 50 ) s u r  colonne de résine Chromobeads P avec 
un gradient d 'é lut ion différent  ( passage d'acide formique 10% avant l e  gradient 
de formi a te  de pyri d i  ne de pH 2 ,9  j . 



l 'u t i l isat ion de conditions éluantes nombreuses a été entreprise : 
* Les phases stationnaires utilisées sont des colonnes de phase 

inversée, les colonnes analytiques C8 ( S v )  Merck; C8 (IOp) à compression 
radiale Waters; C18 ( S v )  Whatman; C18 (IOv) Waters; R-Phényl (RB) 
Waters; Synchropack RP-P Synchrom et 1 a col onne semi -préparati ve C18 

Waters. 
* Les phases mobiles : l e  solvant A est constitué d'eau purifiée 

par passage sur u n  système Millipore ( Milli-Q ), contenant un 
contre-ion, l e  plus souvent 1 'acide trifluoroacétique ( TFA ) à 0,1%. Le 
solvant B permettant de réaliser le  gradient e t  d'éluer les peptides de 
caractère de plus en plus hydrophobe est  constitué de solvants 
organiques (acétoni t r i  le ,  2-propanol, 1-propanol ) enrichis du même 
contre-ion. 

Les conditions d'él ution sont soit des gradients 1 inéaires continus 
( par exemple, de O à 75% de solvant B en 75 minutes ), so i t  de 
gradients linéaires discontinus ( par exemple, de O à 24%B en 20 
min., puis de 24 à 60%B en 60 min.), soit  une élution isocratique (30%B) 

Une évaluation des performances des différentes colonnes de RP-HPLC 

a été réalisée d o n t  les détails sont décrits dans l a  PUBLICATION N o  9 : 

* "Evaluation of commercial RP-HPLC columns for the separation of 

peptides from porcine cardiac myosin 1 ight chain Lp7'l 

Protides Biological Fluids Proceedings Col loquium - 30 (1982) 717-721. 

De ces différents essais, nous avons retenu la colonne analytique 
RB-Waters qui permet de préparer quantitativement les CB-peptides. 

8 )  Fractionnement de 1 'hydrolysat total : 
La colonne W-Waters nous ayant montré une capacité e t  un facteur 

de résol u t i o n  supérieurs a toute les colonnes analytiques util isées, 4 

Dm01 es d ' hydrolysat BrCN de 1 'ALC-L27 on t  été fractionnees. L ' u t i  1 isa- 
t i o n  d ' u n  gradient linéaire, en 70 minutes, de O à 70% de 1-propanol / 
TFA 0,1% avec u n  débit de 1 ml/min permet de séparer l'hydrolysat en 
plusieurs fractions d o n t  six contiennent les CB-peptides ( Fig. 24 ) .  

L'analyse des extrémités N-terminales par dansylation ou/et par 
identification des PTH-amino acides montre que les fractions sont 
hétérogenes. 



a ) Sepamtian der l"hydrsat total sur colmne RB-Waters ( 250 x 2,9 mm ) 
un dGbi t de 1 rnl/iftfn avec un gradient l in4aire de O 8 70% de n-propanol/TFA 0,1% 

n 70 min. 

b ) Purification du peptide CBgb sur oronne CI8 R r c k  en isocratique 3 8% de 
2-propanol/TFA .O,l% a un détjft de 0,7 ml/min, 

c ) Puri f ication du peptide CB2 sur colonm Cl* 3 cmpresrion radfale Yaters en 

a 
iâoçratique 3 34% de 2-propa~ol/TFA 0.1% a un d*f t de 2 nil/min. 

d ) Purification du peptide CB5 sur colonne C18 (i w r e s s i o n  radiale Vaters m 
isocratique a 45% de 2-propanol/TPA 0,1% B un debit de 2 ml/mfn. 



FIGURE 24 



La rechromatographie des fractions, en modifiant les conditions 

d'élution et en changeant de colonne, est nécessaire pour purifier cinq 

des CB-peptides ( CB1; CB2; CB4; CB5 et CR6 ) ( Fig. 24 ) Par 

exemple ,pour purifier 500 nmol es du peptide CB2 une rechromatographie 

sur colonne Cl8 ( 5 ~ )  à compression radiale avec une élution en 

isocratique par 34% de 2-propanol/TFA à un débit de 2 ml/min en 20 

minutes a été réalisée ( Fig. 24 ).  

r ) Après préfractionnement de 1 ' hydrolysat : 
Puisque la capacité des colonnes analytiques est limitée, i l  est 

apparu parfois intéressant de préfractionner l'hydrolysat total par gel 

filtration ou RP-HPLC ( HPLC en phase inversée ) préparative, et, ne 

rechromatographier que la fraction à priori intéressante. Le préfrac- 

tionnement permet aussi d'éliminer les agrégats facilitant l'utilisation 

de la HPLC et prolongeant la durée de vie des colonnes. 

Ainsi, 1 'hydrolysat BrCN de 1'ALC-LZ7 a été fractionné sur colonne 

semi-préparative C18 Waters ( Fig. 25 ) Les huit fractions majeures 

sont hétérogènes et doivent être rechromatographiées sur des colonnes 

analytiques, mai s 1 ' i sol ement des CB-peptides s 'effectue avec de si 

faibles rendements que la méthode a dû être abandonnée. 

Par contre,le préfractionnement de l'hydrolysat par chromatographie 

sur colonne de Séphadex G 50 en tampon bicarbonate d'ammonium 50 mM pH 
8,8 contenant 10% de 1-propanol a été utilisé. La purification du 

peptide CB1 a ainsi été conduite pour une étude de la structure de la 

partie N-terminale riche en proline et alanine de 1'ALC-LZ7. De plus, la 

position du peptide CB1 dans le chromatogramme de la HPLC ( environ pour 

l'élution à 50% de 1-propanol )fait que ce peptide CB1 a été intéressant 

pour une étude comparative plus générale de différentes colonnes de 

RP-HPLC ( Cg; C18 Waters; RP-P Synchrom . . . ) de 1 'élution de peptide 
hydrophobe de conformation parti cul ière. 

2') FRACTIONNEMENT DE L ' HYDROLYSAT TRY PSIQUE DE L ' ALC-LZ7 
PREALABLEMENT CITRACONYLEE : 

cc) Introduction : 

L'isolement de larges fragments peptidiques facilite beaucoup 

l'étude de la structure covalente de protéine aussi avons-nous recherché 

par citraconylation à limiter le nombre de coupures trypsiques, à 

amél iorer 1 a sol ubi1 i té des fragments hydrolysés, à faci 1 i ter 1 eur 

séparation chromatographique et à augmenter les rendements préparatifs. 



FIGURE 25 : PREFRACTIONNEMENT DE L'HYDROLYSAT BrCN DE L'ALC-LZ7 SUR COLONNE 
SEMI-PREPARATIVE C18 WATERS 2 X ( 600 x 7,8 ) AVEC UN GRADIENT 
LINEAIRE DE O à 75% DE 2-PROPANOL EN 80 min.  A UN DEBIT DE 3ml/min. 

( Le contre-ion est l e  TFA à 0,1% ) .  



Six résidus d'arginine ayant été dosés, ce protocole était à tester 

d'autant que la substitution des lysines est réversible. 

Nous avons aussi comparé ces résultats à ceux qui sont obtenus par 

coupure enzymatique de 1 'ALC-LZ7 par 1 'endopeptidase isolée de 1 a glande 

sous-maxillaire de Souris ( GSMS ) dont se limite aux résidus 

d ' argi ni ne. 
8)  Fractionnement de 1 ' hydrolysat trypsi que de 1 'ALC-L27 

ci traconyl ée : 

Le fractionnement des peptides trypsiques de 1 'ALC-L27 citraconylée 

( Tc-peptides ) a été effectué après une étude systématique de 

différentes colonnes RP-HPLC, différents solvants et de gradients 

d'él ution. La chromatographie sur col onne R$-Waters nous permet 1 a 

séparation de plusieurs fractions (Fig. 26 ) qui se révèlent 

hétérogènes après 1 ' analyse des extrémités N-termi na1 es par dansyl ation . 
La purification ultime des peptides Tc a été alors réalisée par 

rechromatographies en modifiant 1 es conditions de RP-HPLC ( Fig. 
26 ) Tous les peptides Tc ( Tcl à Tc7 ) ont été ainsi purifies 

quantitativement. 

7) Fractionnement de 1 'hydrolysat de 1 'ALC-LZ7 par la GSMS : 

Par rapport à l'hydrolysat trypsique de 1'ALC-L27 citraconylée, 

l'hydrolysat obtenu par action de la GSMS est nettement moins soluble : 

un culot plus important est observé lors de la centrifugation qui 

précède le dépôt sur colonne de RP-HPLC. Pour cette raison le rendement 

global est moins bon. Le fractionnement de la partie soluble de 

1 ' hydrolysat "GSMS1' de 1 'ALC-LZ7 sur colonne RB-Waters montre un profil 
d'élution simi laire à celui de 1 'hydrolysat trypsique de 1 'ALC 

citraconylée, mais les peptides sont purifiés en plus faible quantité. 

3 O ) FRACTIONNEMENT DE L ' HY DROLY SAT CHYMOTRY PS 1 QUE : 

La chromatographie HPLC a été utilisée soit directement s.oi t à la 

suite d'un premier fractionnement par échange ionique. 

a) Fractionnement par RP-HPLC de 1 'hydrolysat total : 
*Introduction : 

Pour éviter une mu1 tipl ici té d'étapes chromatographiques, nous 

avons fractionné directement l'hydrolysat chymotrypsique total par RP- 

HPLC. Un certain nombre de colonnes ont aussi été testé, afin d'en 



FIGURE 2p : PURIFICATION PAR RP-HPLC DES PEPTIDES DE L'HYDROLYSAT OBTENU 

APRES HYDROLYSE PAR LA TRYPSINE LIMITEE AUX LIAISONS ARGINYLES 

PAR CITRACONYLATION DE L'ALC-LZ7 . 
a ) Séparation de 1 ' hydrolysat total  su r  col onne Rg-Waters à un dëbi t de I ml/mi n 

avec un gradient l inéa i re  de O à 70% de n-propanol/TFA 0,1% en 70 min. 

b ) Purification du peptide Tc7 sur colonne C18 Merck en isocratique à 38% 

de 2-propanol/TFA 0,1% à un dëbi t de 0,7 ml/min. 

c ) Purification du peptide Tc4 sur colonne RB-Waters en isocratique à 26% de 

n-propanol/TFA 0,1% à un débi t  de 1 ml/min, 



O 10 20 min 

b 
O IO 20 min 

FIGURE 26 



connaitre la capacité et le pouvoir de résolution. 11 existe des 

colonnes de RP-HPLC très résolutives mais qui ne permettent pas 

d'obtenir quantitativement les peptides. Inversement, 1 existe des 

colonnes préparatives dont le pouvoir de résolution est relativement 

faible. 

* Le fractionnement : 
11 nous a fallu rechercher des conditions optimales pour tenter 

d'améliorer les rendements des séparations de 1 ' hydrolysat 
chymotrypsique de 1 ' ALC-LZ7 ainsi que la qua1 i té de la chromatographie 
et nous avons essayé en particulier trois types de colonnes : 

@ La colonne semi-préparative C18 Waters : 

En utilisant un gradient linéaire de 0-60% de 2-propanol/TFA 0,1% 

en 80 min à un débit de 3ml/min, cette colonne sépare 500 nmoles 

d'hydrolysat chymotrypsique en quatorze fractions ( Fig. 27 ), dont la 

plupart sont hétérogènes, d' apres 1 '@tude de composition en acides 

aminés et d'extrémité N-terminale. D'autres conditions de gradient 

d'élution ne permettent pas de meilleures séparations. 

La colonne analytique Cg ( 5p ) Merck: 
Comme le montre le profil d'élution ( Fi9.27 ) cette colonne 

permet de séparer l'hydrolysat chymotrypsique en dix-huit fractions 

majeures. La plupart des fractions sont contaminées les unes par les 

autres ( as pétrie des pics ). De plus, un nombre 1 imité de dépôts sur 
cette colonne est possible ( au maximum 30 dépôts ) et la quantité 

d'hydrolysat que nous pouvons y déposer pour obtenir un tel profil 

d'élution n'est que de 10 à 20 nmoles. 

La colonne analytique CI8 ( 1Op ) Waters: 

Cette colonne permet la meilleure séparation de l'hydrolysat 

chymotrypsique, comme le montre le profil d'élution ( Fig. 27 ) , puisque 
24 fractions sont alors obtenues. Nous notons cependant la faible 

capacité de cette colonne ( 20 à 30 nmoles d'hydrolysat peuvent y être 

déposees ). 

* Conclusion : 
Cette étude du fractionnement de l'hydrolysat chymotrypsique de la 

chatne légère ALC-LZ7 de la myosine ventriculaire gauche de coeur de 

Porc nous a permis de montrer qu'une séparation en une seule étape d'un 

mélange très hetérogène ( plus de 24 C-peptides ) est possible grâce I 

un choix judicieux de colonne RP-HPLC. Néanmoins, la purification finale 

des peptides par des rechromatographies est toujours nécessaire . 
Souvent, le rendement des rechromatographies est faible ce qui 



FIGURE 23 : FRACTIONNEMENT PAR RP-HPLC DE L ' HY DROLYSAT CHYMOTRYPS IQUE DE 

L 'ALC-LZ7 .  

a ) Sur  colonne semi-prépara t ive  C18 Waters 2 X ( 600 x 7 ,8  mm ) avec un g r a d i e n t  

1 i néai re de O à 60% de 2-propanol/TFA en 80 min. à un d é b i t  de 3 m l  /min. 

b ) Sur  colonne C18 Waters ( 300 x 3,9 mm )avec un g r a d i e n t  l i n é a i r e  de  O à 60% 

de 2-propanol/TFA 0,1% en 80 min. à un d é b i t  de 1 m l / m i  n. 

c ) Sur  une colonne C8 Merck ( 250 x 4 mm ) avec un g r a d i e n t  l i n é a i r e  de  O à 60% 

de 2-propanol/TFA 0,1% en 80  min. à un d é b i t  de 0,5 ml/min. 



représente un obstacle pour une purification préparative des C-peptides: 

par exemple, à partir de 4 Clmoles d'hydrolysat chymotrypsique, trois 

rechromatographies sur différentes colonnes en modifiant les conditions 

d'él ution sont nécessaires pour purifier 200 nmoles de Cl-peptide. 

8 )  Fractionnement sur colonne de DEAE-Trisacryl M suivi de RP-HPLC 
Les essais de séparation par RP-HPLC de 1 'hydrolysat chymotrypsique 

total de 1'ALC-LZ7 montrent qu'un préfractionnement est préférable. A la 
gel filtration, nous avons préféré la DEAE-Trisacryl M, un échangeur 

d'ions qui est selon le fournisseur un support de grande capacité et sur 

lequel peu d'adsorptions non spécifiques se produisent. Bien que ce 

support n'ait jamais été utilisé pour un fractionnement peptidique, ses - 

qualités nous ont amené à le tester pour séparer 1 'hydrolysat 

chymotrypsique de 1 'ALC-LZ7. 

Nous avons mis au point un gradient de tampons volatils, de force 

ionique croissante et de pH décroissant permettant le repérage des 

fractions par réaction à la ninhydrine. Les détails techniques et les 

résultats sont décrits dans la PUBLICATION No 10 : 

*"Methodology for purification of 1 arge hydrophobic peptides by 

high-performance liquid chromatography" 

Journal of Chromatography - 296 (1984) 301-308. 

L'hydrolysat chymotrypsique de 1'ALC-LZ7 est ainsi separé en vingt 

fractions dont sept réagissent fortement à la ninhydrine ( Fig. 28 ). 

Malgré la faible pente du gradient tant en pH qu'en force ionique, 

plusieurs fractions étudiées, par électrochromatographie sur couche 

mince de cellulose et par dansylation, par dégradation manuel le de 

Edman, ne sont pas homogènes. Cependant, en procédant au fractionnement 

sur col onne de DEAE-Tri sacryl M préal ablement, 1 es C-pepti des ne 

nécessi tent en règle générale qu'une seule étape de rechromatographie. 

De pl us, 1 es rechromatographies peuvent etre effectuées par RP-HPLC, 

tandis qu 'en uti 1 i sant d'autres supports (DEAE-Ce1 1 ul ose, 1 es résines de 

polystyrène ...) nous rencontrons des difficultés. Certaines fractions 

doivent toutefois être rechromatographiées plusieurs fois,ce qui abaisse 

d'autant les rendements. Nous avons pu caractériser un certain nombre de 

ces C-peptides et en déterminer la séquence ( par exemple, les peptides 

Cl; C2; Cq . . . ) et surtout le tripeptide Glu-Asp-Phe, qui peut être 

placé en position 109-111. Cependant, d'après 1 a séquence déjà 





déterminée, un peptide chymotrypsique C15 Gl u-Asp-Phe ( 128-130 ) peut 

également être 1 i béré, ce qui pourrait expl iquer que nous 1 'obtenons en 

si grande quantité. 

4") FRACTIONNEMENT DES HYDROLYSATS OBTENUS APRES ACTION 
D'AUTRES TYPES D'ENDOPEPTIDASES : 

Pour obtenir des peptides de taille importante donnant des 

recouvrements de séquence, d'autres endopeptidases- ont été util isées et 

les hydrolysats ont été fractionnés par RP-HPLC. Dans ce paragraphe, 

nous avons voulu sélectionner quelques- unes des expériences que nous 

avons réal i sées . 

a)  L'ydrolysat de 1'ALC-LZ7 obtenu après action de l'endopeptidase 
de Staphyl ococcus aureus V8 : 

Tandis que par chromatographie sur colonne de résine "Chromobeads 

Pl', i l  ne nous avait pas été possible d'isoler quantitativement les 

peptides de ce type d'hydrolysat, la HPLC sur colonne R0-Waters permet 

de fractionner les peptides obtenus après action de 1 'endopeptidase de 

Staphylococcus V8 ( Sp-peptides ) ( Fig. 29 ) Leur isolement et leur 

purification nécessitent aussi des rechromatographies. L'étude sur le 

pl an séquence n'a cependant présenté qu ' un intérêt secondai re puisque 

1 es Sp-pepti des que nous avons pu caractériser correspondaient toujours 

à une séquence déjà connue, ne permettant pas de recouvrement de 

séquence. 

P) L ' hydrolysat de 1 'ALC-LZ7 obtenu après action de 1 a Col 1 agénase 
La Collagénase n'a pas de spécificité d'action bien définie, mais 

les études cinétiques d'hydrolyse révèlent qu'après 50 minutes 1'ALC-L27 

libére trois "larges" peptides de taille comprise entre 14.000 et 17.000 

daltons. L'hydrolysat est fractionné par RP-HPLC sur colonne CI8 Waters 

( Fig 29 ) Une fraction bien individualisée est éluée à 20% de 

2-propanol tandis que 1 a majorité des peptides sont hydrophobes 

( él uti on entre 45 et 60% de 2-propanol ) ( Fi g . 29 ) . 
La purification des peptides est ensuite réalisée par des 

rechromatographies : 

- par exemple, la fraction (a) est rechromatographiée sur la 

colonne C18 Waters en isocratique par le solvant d'ac6tonitrile à 40% 

dans 1 ' eau en présence de TFA 0,1%. 



FIGURE 29 : FRACTIONNEMENTÇPAR RP-HPLC DES HYDROLYSATS DE L'ALC-LZ7 OBTENUS 
APRES ACTION DE L'ENDOPEPTIDASE SAYB ( A ) ET DE LA COLLAGENASE ( B 
SUR COLONNE Ra-WATERS ( 250 x 3,9 mn ) AVEC UN GRADIENT D'ELUTION 
DE 0-60% DE N-PROPANOL/TFA 0,1% EN 60 min. 

A - Le profi 1 montre que les Sp-peptides sont élués en trois groupes ( 1 à III ), 

difficiles à purifier ultérieurement. 

B - Après hydrolyse par la collagénase de larges fragments sont libérés. Le 
peptide possédant une extrémité N-terminale identifiable ( DNS /pTH ) 

a été purifié par rechromatographie RP-HPLC en isocratique à un débit de 
1 ml/mi n. ( 50% de n-propanol/TFA 0,1% ) 



FIGURE 2.9 



Dans ce cas également, la caractérisation des peptides ne 

représente qu ' un intérêt secondaire car i l  s 'agissait soit de séquences 

connues ou encore du peptide N-terminal N-bl oqué. 

5 " )  CONCLUSION : 

La chromatographie liquide haute pression se révèle la méthode la 

plus efficace pour purifier les peptides de la cha?ne légère ALC-LZ7 de 

la myosine ventriculaire gauche de coeur de Porc et, à 1 'inverse, les 

méthodes dites "classiques" ne permettent pas de les obtenir en quantité 

suffisante pour une étude de séquence. De plus, les peptides sont 

obtenus dans un tel état de pureté que le nombre de cycles de 

dégradation de Edman est alors plus important ( cf. le paragraphe 

suivant ). Au cours de cette étude, nous notons également que le choix 

de la colonne en phase inversée HPLC est important. Un préfractionnement 

par une méthode "conventionnel 1 el' permet pourtant dtamél iorer 1 a qua1 i té 

du fractionnement ultérieur par RP-HPLC et d'obtenir les peptides en 

pl us grande quanti té en diminuant 1 e nombre de rechromatographies par 

RP-HPLC qui diminuent toujours les rendements. 

D - RESULTATS DE SEQUENCE 

1 - INTRODUCTION : 

A parti r des fractions séparées des différents hydrolysats par 

chromatographie 1 iquide haute pression, un controle d' homogénéité des 

peptides est effectué par deux cycles de dégradation manuelle de Edman 

et détection avec quantification par HPLC des PTH-amino acides obtenus. 

L'analyse de la composition en acides aminés des peptides homogenes 

est ensuite réalisée afin : 

* de déterminer le nombre de résidus amino acides constituant le 
peptide. 

* de caractériser ces peptides pour les placer si possible dans la 
séquence. 

Les peptides purs sont enfin soumis à la dégradation de Edman pour 

leur caractérisation totale sur le plan séquence. 



I I  - PEPTIDES OBTENUS APRES ACTION DU BrCN ( CB-PEPTIDES ) : 

1") PEPTIDES OBTENUS APRES PREFRACTIONNEMENT SUR COLONNE 

SEMI-PREPARATIVE DE L'HYDROLYSAT TOTAL : 

Toutes 1 es fractions, isolées après préfracti onnement sur col onne 

semi-préparative et purifiées par chromatographie en RP-HPLC, ont été 

caractérisées par 1 eur composition en acides aminés et 1 eurs extrémités 
N-terminales ( Tableau VI ). Seuls, deux de ces CB-peptides, ont été 

isolés en quantité suffisante pour qu'une étude de séquence puisse être 

envisagée : , 

* Le peptide CB1 : après deux cycles de dégradation manuelle de 

Edman aucune extrémité N-terminal e ne peut être identifiée. La 

composition en acides aminés est caractéristique et révèle un taux élevé 

en acide glutamique ( ou de glutamine ), en proline, en alanine et en 

lysine. Ce peptide correspond au peptide N-terminal N-bloqué de 66 

rési dus. 

* Le peptide CB6 : après contrôle d'homogénéité de ce peptide de 20 
résidus, la séquence des 12 premiers a pu être établie sans ambiguité 

par dégradation récurrente de Edman : 

2') PEPTIDES OBTENUS PAR FRACTIONNEMENT SUR COLONNE @-WATERS 
De l'hydrolysat total de I'ALC-LZ7 après action du BrCN, cinq 

peptides ont été purifiés par rechromatographie en RP-HPLC en quantité 

suffisante pour leur caractérisation ( Tableau VI ) et leur étude sur le 
pl an séquence : 

* Le peptide CB1 : Ce peptide ne possède pas d'acide aminé pouvant 
réagir avec le PITC et sa composition en acides aminés est caracté- 

ristique ( taux élevé en Glx, Pro, Ala, Lys ). 11 n'a pas pu être étudié 

par dégradation récurrente de Edman. 

* Le peptide CB2 : Ce peptide de 35 résidus possède la lysine 

suivie de l'isoleucine en séquence N-terminale. 31 cycles de dégradation 

automatique de Edman ont été identifiés sans ambiguité et la séquence 

obtenue est : 

%-Il e-Thr-Tyr-Ga-G1 n- ( Cys )-Gl y-Asp-Val -Leu-Arg-Al a- - -  - - 7 - 7  

Leu-Gly-Gln-Asn-Pro-Thr-Asn-Ala-Glu-Val-Leu-Arg-Va1-Leu- 
r - r - r - - r r r r r - r -  - ) ( ( 1 ( ( 1 ( 



CARACTERISATION DES PEPTIDES CB 

Asx 3,4 3,8 3,9 1,6 3,2 4,3 3,7 4,2 1,2 3,l 

Thr 1,3 2,l 3,7 2,l 1,8 2,l 3,5 2,l 

Ser 1,4 0,9 0,9 0 ,8 1,2 1,l 1,O 0 ,6 

Glx 11,3 7,2 4,O 4,8 3,3 10,9 8,2 4,2 5,l 3,2 

Pro 14,8 2,2 0,9 10,9 1,9 

Gly 0,7 3,8 3,O 2,l 2,2 1,3 4,2 3,7 2,l 2,9 

Ala 13,6 1,9 2,O 2,2 11,6 2,l 1,3 3,8 

Ile 

Leu 

TY r 

Phe 

TOTAL 66 38 31 24 2 O 66 39 32 22 21 

N-TERMINAL 

N.D Lys Leu 61y Ala N.D. Lys Leu Gly Ala 

TABLEAU VI : COMPOSITIONS EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES OBTENUS APRES ACTION 

DU BrCN ( CB-PEPTIDES ) PURIFIES PAR RP-HPLC. 
( a )  f rac t ions  i so lées  su r  colonne semi-préparative. 

( D )  f rac t ions  pur i f i ées  s u r  colonnes analytiques.  



* Le peptide : est un peptide de 32 résidus dont la séquence a 

été totalement établ i e : 

Asp-Phe-Val -Gl u-Gly-Leu-Arg-Val -Phe-Asp-Lys-G1 u-Gly-Asp- 
7 - I r 7 7 7 r 7 - 7 -  

Gly-Thr-Val- ( Hse ) 
7 - -7  7 

* Le peptide CB5 : le séquence de ce peptide de 24 résidus a été 

totalement établie et à titre d'exemple, les rendements- de la 

dégradation de Edman sont exprimés dans le Tableau VI1 : 

Leu-Thr-Gl u-Asp-Gl u-Val -Gl u-Lys-Leu- ( Hse ) 
7 - 7 -r - - - a - - + - - >  

* Le peptide CB6 : Les quinze premiers résidus de ce peptide de 20 

résidus ont été identifiés : 

Al a-Gl y-Gl n-Gl u-Asp-Ser-Asn-Gly- ( Cys ) -1 1 e-Asn-Tyr-Gl u- 
1 7 - r - r  I--- 

Un premier alignement de séquence a donc pu être proposé 

( Fig. 30 ). 

III - LES PEPTIDES OBTENUS APRES ACTION DE LA TRYPSINE 

LIMITEE AUX LIAISONS ARGINYL ( Tc-PEPTIDES ): 

Comme pour 1 es CB-peptides, 1 es peptides, obtenus après 

fractionnement sur colonne phényl HPLC ( RB-Waters ) du produit d'une 

hydrolyse trypsique 1 imitée aux liaisons arginyl ( Tc-peptides ) et 

purifiés par rechromatographie en RP-HPLC, ont été caractérisés par deux 

cycles de dégradation manuelle de Edman et par leur composition en 

acides aminés ( Tableau VI11 ). Les Tc-peptides purs ont ét6 soumis 

ensuite.à la dégradation automatique à l'exception du peptide Tcl qui 

correspond au peptide N-terminal N-bloqué. 



DEGRADATION RECURRENTE DE EDMAN DU PEPTIDE CB 

1" Cycle 

2" Cycle 

3" Cycle 

4" Cycle 

5" Cycle 

6" Cycle 

7" Cycle 

8" Cycle 

9" Cycle 

10" Cycle 

11" Cycle 

( 150 nmoles ) 

Gly 43,5 

Ala 50,9 

Glu 63,2 

Leu 67,9 

Arg 38,O 

His 35,8 

Val 46,7 

Leu 44,6 

Ala 26,7 

Thr 18,5 

Leu 26,2 

12" Cycle Gly 12,4 24"Cycle - - 

( n.q. = Non quantifi6 ) 

SEQUENCE PROPOSE€ : 

13" Cycle Glu 6,2 

14" Cycle Arg 9,5 

15" Cycle Leu 8,O 

16" Cycle T h r  6,2 

17" Cycle Glu 3,9 

18" Cycle Asp 4,2 

19" Cycle Glu 2,9 

20" Cycle Val 3,8 

21" Cycle Glu n.q. 

22" Cycle Lys n.q. 

23"Cycle Leu n.q. 

( Hse 1 
TABLEAU VI1 



130 140- 
Asn-Lys-Asp-Thr-Gly-Thr-Tyr-Gl u-Asp-Phe-Va1 -Glu-Gly-Leu-Arg-Val -Phe-Asp-Lys-Gl u 

90 100- 
Gly-G1 n-Asn-Pro-Thr-Asn-Ala-Gl u-Val -Leu-Arg-Val -Leu-Gly ( -  --- 

110 B4 120- 

Leu-Thr-Glu-Asp-Glu-Val -Gl n-Glu-Asp-Ser-Asn-Gly-Cys4 1 e 

( Met ) 

FIGURE 30. : ALIGNEMENT DES PEPTIDES CB OBTENUS APRES ACTION DU BrCN 

-Leu-Gl n-His-Ile-Ser-Lys 

DE LA CHAINE LEGERE ALC-LZ7 



CARACTERISATION DES PEPTIDES Tc 

Thr 

Ser 

Gl x 

Pro 

Gl Y 

Al a 

Met 

Ile 

Leu 

TY r 

P he 

TOTAL 60 18 

N-TERMINAL 

N.D. Thr Ala Val Val Hi s Leu 

TABLEAU VI II : -COMPOSITIONS EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES TRY PSIQUES 

OBTENUS SUR L'ALC-LZ7 CITRACONYLEE ( TC-PEPTIDES ) 

ET LEUR EXiREMITE N-TERMINALE ( PTH ) .  



* Le peptide Tc2 : sur 18 résidus, 17 ont été identifiés sans 

ambiguité : 
Thr-Pro-Al a-Gl u-Met-Lys-Ile-Thr-Tyr-Gly- n -  Cys )-Gly- 
7 7 - - - 7 - 7 7  I 

Asp-Val-Leu-( Arg ) 
7 -7 - - - %  

Le " blanc " obtenu en position 13 correspond 3 un résidu de cystéine. 
En effet, le PTH-Cys n'est pas détecté dans notre système HPLC mais le 

résidu de cystéine a été déterminé dans la composition en acides aminfis. 

* Le peptide Tc3 : les 13 résidus ont 6té identifiés sans ambiguite 
Al a-Leu-Gly-Gl n-Asn-Pro-Thr-Gl n-Al a-Gl u-Val -Leu-Arg 
7-7-77-7-77777 

* Le peptide Tc, : sur les 44 Wsidus, 9 seulement ont éte 

identifiés avec certitude, la séquence est : 
Val-Leu-Gly-Lys-Pro-Lys-Gl n-Gl u-Gl u- ( Met ) ( Asn ) ( Ser ) . . . . . 
777777 77- - -  9 '" .I -- 7 

.................................................... ( Arg ) 

La présence et la proximité d'un résidu de proline et de glutamine 
ont abaissé considérablement le rendement répétitif de la dégradation 

automatique de Edman. 

* Le peptide Tc5 : seule 1 'arginine en position C-terminale de ce 
peptide de 16 résidus n'a pas étl! identifiée et la séquence est la 

suivante : 
Val-Phe-Asp-Lys-Glu-Gly-Asp-Gly-Thr-Val-Met-G1y-A1a- 
----777777c7 

Glu-Leu( Arg ) 
77 

* Le peptide Tc6 : ce peptide de 9 residus, d'après sa composition 

en acides aminés et la séquence His-Val N-terminale, confirme 
1 'existence de 1 'enchaqnement 

Hi s-Val -Leu-Al a-Thr-Leu-Gly-Gl n-Arg 
que nous. trouvons dans le peptide CB5 déjà séquencé ( Fig. 31 ) . 
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* Le peptide Tc7 : les 24 premiers résidus de ce peptide de 32 
résidus C-terminal ( absence d'arginine dans la composition en acides 

aminés ) ont été identifiés : 

Leu-Thr-Gl u-Asp-Gl u-Val -Gl u-Lys-Leu-( Met )-Al a-Gly-Gl n-Gl u- 
I . 1 . 7 7  - 1.- 

Asp-Ser-Asn-Gly- ( Cys ) -1 1 e-Asn-Tyr-Gl u-Al a- ( Phe, Val , Lys, 
1-7 7 1 r r  - - 7  

His, Ile, Met, Ala, Ser ) 

L'enchaînement en acides aminés de 1 'ALC-L2, avec les recouvrements 
de séquence ( CB- et Tc-peptides ) a pu Stre ainsi proposé ( Fig. 31 ). 

IV - PEPTIDES CHYMOTRYPSIQUES ( C-PEPTIDES ) : 

1") LES PEPTIDES OBTENUS A PARTIR DE L'HYDROLYSAT TOTAL : 

Les fractions homogènes ( symétrie de pics dans le profil d'élution 
après RP-HPLC sur la colonne C18 Waters ) ont été étudiées. Les acides 

aminés en position N-terminale ainsi que la composition en acides aminés 
des différents C-peptides sont donnés dans le Tableau IX. 

Deux des peptides ont été isolés en quantité suffisante pour que la 
séquence puisse être établie par dégradation automatique de Edman 

* Le peptide C4 : 
Thr-Pro-Gl u-Gl n-Il e-Gl u-Gl u-Phe 
II.7... 

* Le peptide Clg : 
Ala-Thr-Leu-Gly-Glu-Arg-Leu-Thr-Glu-Asp-Glu- 
- - V r 7 7 . - ' 7 I i l I  

Val -Gl u-Lys-Leu 
7-71 

2" ) LES PEPTIDES CHYMOTRY PSI QUES OBTENUS APRES PREFRACTION- 
NEMENT SUR COLONNE DE DEAE-TRISACRYL M : 

Plusieurs peptides sont obtenus en quantité suffisante pour leur 
caractéri sati on ( campos i ti on en acides ami nés et extremi tés 
N-terminales [ Tableau IX ] ) et leur étude sur le plan de la séquence 

* Le peptide Cq : la séquence des 8 résidus de ce peptide a été à 

nouveau détermi née par dégradation automatique de Edman 
Thr-Pro-Gl u-Gl n-Il e-Gl u-Gl u-Phe 
- ~ r - r r r -  

* Le peptide CI5 : 
Glu-Asp-Phe-Val-Glu-Gly-Leu 
- 7 r - 7 - 7  



CARACTERISATION DES PEPTIDES CHYMOTRYPSIQUES ( C-PEPTIDES ) 

As x 
Thr 
Ser 
Gl x 
Pro 
Gl Y 
Al a 
CysI2 
Va 1 
Met 
Ile 
Leu 
Tyr 
Phe 
Hi s 
LY s 
Ar9 

TOTAL 18 10 11 11 10 10 10 - - 8 7  13 3 7 15 

N-TERMINAL Lys Asp Thr N.D. Gly Glu Glu N.D. Ala Thr Gly Glu Glu Glu Ala 

TABLEAU I X  : COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES CHYMOTRYPSIQUES OBTENUS APRES PURIFICATION 
PAR RP-HPLC 

( a ) Obtenus 8 partir de l'hydrolysat total. 
( b ) Obtenus 8 partir du préfractionnement par chromatographie sur colonne de Trisacryl M. 



Nous notons que la liaison Phe-Val n ' a  pas été hydrolysée bien que 
1 a chymotrypsi ne coupe préférentiel 1 ement au n i  veau des résidus à chaîne 
latérale aromatique ( Tyr e t  Phe ) .  

* Le peptide Clg : ce peptide est une nouvelle fois isolé en 
quanti té  importante pour ê t re  séquencé. 

Tous les C-peptides ont été placés dans la séquence ( Fig. 32 ) . 

V - LES PEPTIDES OBTENUS APRES ACTION DE LA COLLAGENASE : 

Les quatre fractions majeures ont été purifiées par RP-HPLC sur 
colonne C18 Waters e t  leur etude montre que 1 'ALC-LZ7 es t  hydrolysée en 
deux larges polypeptides ( Fig. 32 ) : - 

* Le peptide N-terminal N-bloqué 
* Le peptide C-terminal de 56 résidus d o n t  la séquence est 

Val -Phe-Asp-Lys-Gl u-( . . . . . . . . . . . . . . . . )-Ser 
Ces peptides ne présentent q u ' u n  intérêt secondaire : la région qui 

pourrait ê t re  séquencée est  de jà  bien connue. Nous avons seulement la 
confi rrnation que 1 a col 1 agénase coupe sél ectivement 1 'ALC-LZ7 au niveau 
de la liaison arginyl en position 135. 

VI - ETABLISSEMENT DE LA SEQUENCE PARTIELLE ET CONCLUSION : 

Dans ce paragraphe, nous avons rassemblé tous les résultats de 
séquence qui nous permettent di€itab1 i r  la structure primaire partielle 
de 1 'ALC-LZ7 de la myosi ne ventri cul aire de coeur de Porc ( Fig . 33 ) . 
En particulier, l'étude des CB- e t  Tc-peptides montre que les 
recouvrements de séquence indispensables on t  é té  effectués. Au total, 
2/3 de l a  séquence de 1 'axe peptidique sont déterminés mais des 
ambiguités subsistent en ce qui concerne la région N-terminale ( 1-60 ), 

la région 101-114 e t  la région C-terminale 186-192. 



Pro-Lys-Lys-Pro-Gl u-Pro-Lys( Lys ) Al a - ~ l  a-pro-Al a-pro-Al a-Glu-Ala-( Pro-Al a-Pro )-P 
Clh Ci 

Hl a-Ala-Pro-Glu-( Pro-Lys )-Gl u-Asp-( pro-~hr-~lx-L~U-~l x )-~he-Asp-( Ser-Ala-Lys-Ile-Lys ) 
- - - - - - t 7 c 3  - C2 50 60 

ASII-GI u-~he-~hr-pro-~1 u-Gl n-1 le-~l u - ~ l u - ~ h e - ~ ~ s - ~ l  u- la-~he-( Ser-Leu-Tyr )Asp-Arg 

--tf---C4 70 
- 

80 
Thr-Pro-Lys-Ala-Glu-Met-Lys-Ile-Thr-Tyr-Gly-Gln-Cys-Gly-Asp-Val-Leu-Arg-Ala-Leu - C7 9- 

- 
100 

Gly-Gl n-Asn-Pro-Thr-Asn-Ala-Glu-Val -iéu-~r~-val -Leu-Gly-Lys-Pro-Lys-Gl n-Glu-Gl u 

- c g  - 110 120 
blet- f Asn-Ser-Al a-Lys-Met-Asp-Phe-Glu-Asp-Phe-Leu-Pro-Met )-Leu-Gl n-His-Il e-Ser-Lys 

+Cl+ , 
4 7 -  Collagényv 130 

Gly -Asp-Gly-Thr-Val - ~ e t - ~ l ~ - ~ l  a-61 u-~ëÜ-~r~:Fi s-Val -Leu-Al a-Thr-Leu-Gly-Gl u-Arg 

7 
190 

Asn-Tyr-Glu-Ala-Phe-Val-Lys-His-Ile-Met-Ala-Ser 

-c21 - 
FIGURE 32 : POSITION DES PEPTIDES CHYMOTRYPSIQUES DE L' ALC-LET ( C-PEPTIDES ) 

D'après leur composition en acides aminés, leur acide aminé N-terminal et de différents i 

résul tats de séquence déjà acqui S. 
indique le point de clivage par la collagénase. 



9 0 100 
Gly-Gl n-Asn-Pro-Thr-Asn-Al a-Glu-Val -Leu-Arg-Val -Leu-Gly-Lys-Pro-Lys-G1 n-Gl u-Gl u 

130 140 
Asn-Lys-Asp-Thr-Gly-Thr-Tyr-Glu-Asp-Phe-Val -Gl u-Gly-Leu-Arg-Val -Phe-Asp-Lys-Gl u 

150 160 
Gly-Asp-Gly-Thr-Val -Met-Gly-Al a-G1 u-Leu-Arg-Hi s-Val -Leu-Ala-ThriLeu-Gly-G1 ii-Arg 

170 180 
Leu-Thr-Glu-Asp-Glu-Val -Glu-Lys-Leu-Met-Ala-Gly-Gl n-Glu-Asp-Ser-Asn-Gly-Cys-Ile 

FIGURE 33 : STRUCTURE PRIMAIRE PARTIELLE DE LA CHAINE LEGERE DE LA MYOSINE VE~TRICULAIRE DE COEUR DE PORC ALC-LZ7 



RROEIURE DE CYANOGENE 
II' ( CE-PEPTIDES ) 

GEL FILTRATlOtt 
\ 

HPLC 
G 50 

s i x  Fractions A a F )  
L, 

Colonne 

4 L semi-pr6parative 
1 

E - F 
P u r i f i c a t i o n  

par  chromatographie - par e lec t rochrmtograph ie  
sur colonne de sur papier 
S2-Séphadex - par  chromatographie sur  

colonne de rës ine 
Chromobeads P 

TRYPSINE 
L,- 

DIRECTE CHROMTOGRAPHIE APRES ClTRACONYLATlON 
SUR COLONNE DE L'ALC 

>onne CHROElOEEADS P I 

19 T-peptides 7 Tc-peptides 
Sequenees par 
par homologie 
de 11 T-peptides I 

G 50 
( 3 Fractions ) 

1 
CI~ROMOBEADS P 
(24 Fractions) 

C 
nrad81 *. ..Y". " 

(14 Fract 

COLLAGENASE 

t 
HPLC ( Rq-WATERS ) 

( 4 Fractions majeures ) 

N-terminal ( 135 résidus ) 
2 peptides 

C-terminal ( Sb rézidus ) 

FIGURE 34 : PURIFICATION DES DIFFERENTS PEPTIDES DE L'ALC-LZ7 

La détermtnation de la séquence des peptides encerclés a été réalisée . .. 

totalement ( en trai.t plein ) ; partiellement ( en pointillé ) 

1 "B FE 
' "cc,", '.;7-Y 
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E- ETUDE STRUCTURALE DES REGIONS N- ET C-TERMINALES 

1 - ETUDE DE L'EXTREMITE C-TERMINALE ( 186-192 ) : 

La structure partielle montre que la partie C-terminale de 

1 'ALC-L2, est constituée d'acides aminés très variés et qu'un résidu de 

lysine est vraisemblablement situé en position 187. Pour préciser cette 

structure primaire, nous avons effectué sur la cha'ine légère intacte 

ainsi que sur le peptide Tc7, une cinétique d'action de la carboxy- 

peptidase A suivie, 4 heures après, de celle de la carboxypeptidase B 
( Fig. 35 ) Des al iquots sont prélevés au cours de 1 'hydrolyse et 

analysés à 1 'autoanalyseur d'acides aminés. Sans ambigui té, les dix 

derniers résidus C-terminaux de 1 'ALC-LZ7 ont pu être placés : 

Leu-Thr.. ./. . . Ile-Asn-Tyr-Glu-Ala (Phe,Val ,Lys ,His, Ile,Met,Ala,Ser) Tc7 - r r 7  --3 

7 Dégradation récurrente de Edman 

Y Action de la carboxypeptidase A ( CPA ) 

v Action de la carboxypeptidase B ( CPB ) 

II - ETUDE DE LA SEQUENCE 102-114 : 

Il nous faut admettre que les peptides correspondant à la séquence 

102-114 doivent posséder une conformation et/ou des propriétés 

particulières. Sans doute, comme pour les autres ALC dont la structure 

primaire a été totalement établie, i l  doit s'agir d'une zone de résidus 

d'acides aminés tri% chargés suivie immédiatement d'une zone de résidus 

très hydrophobes ( Frank et Weeds 1974 [26] ; Matsuda - et al 1981 [86]). 

Ces propriétés permettraient d ' expl iquer que : 
* après hydrolyse par les endopeptidases spécifiques comme la 

trypsine ou la chymotrypsine, les peptides s'adsorbent sur les supports 

chromatographiques, abaissant les rendements; 





* le rendement répétitif de la dégradation automatique de Edman de 
cette région ( le peptide Tc4 par exemple ) soit considérablement 

diminué, si on le compare à celui d'un peptide de même taille ( CB5 ); 

* lors de l'étude du fractionnement de l'hydrolysat trypsique, nous 
ayons remarqué des coupures non spécifiques par la trypsine ( hydrolyse 

de liaison glutaminyl et méthionyl ); 

* l'ensemble des CB-peptides ne soient pas retrouvés lors des 

fractionnements. 

Une recherche systématique des peptides répondant à cette séquence 

très hydrophobe a été entreprise dans 1 es différents fractionnement de 

gel filtration et de RP-HPLC. Ainsi, dans le fractionnement de 

l'hydrolysat sur colonne de Sephadex G 50, un peptide CBaa a été 

localisé dans le pic des sels tandis qu'un autre peptide CBJb était 

retrouvé dans la partie descendante du pic des sels. Après dessalage de 

ces peptides par RP-HPLC, nous avons obtenu : 

* Le peptide CBga : en quantité juste suffisante pour une 

composition en acides aminés et la détermination de sa séquence par 

dégradation manuelle de Edman 

Asn-Ser-Al a-Lys- ( Met ) 
- 7  r 7 

* Le peptide CBgb : la composition en acides aminés montre que le 
peptide CBjb est constitué de 8 residus 

Asx ( 2,4 ) ;  Glx ( 1,O ); Hse ( 0,6 ); Pro ( 1,2 ); Leu ( 1,2 ) 
Phe ( 1,8 ). 

La dégradation manuelle de Edman du peptide permet d'obtenir 

seulement deux cycles sans ambiguité 

Asp-Phe-Glu-(. Asp, Phe, Leu, Pro )-Met 
r1 - - 3  -- 7 

D'autres fractionnements d'hydrolysats de 1'ALC-L27 obtenus après 

action de la chyrnotrypsine, la collagénase, 1 lélastasi etc.. . ont été 
analysés, mais aucun ne nous a permis d'identifier de peptides 

susceptibles d'effectuer le recouvrement de séquence désiré. Le peptide 

Tcq a même été préparé à nouveau, mais une nouvelle fois après le résidu 

de méthionine ( position 101 ) les résultats après la dégradation 

Asn-Ser ... ne sont pas interprétables. 
I F  



La structure primaire de la partie C-terminale de la chatne légère 

ALC-L27 de la myosine ventriculaire de coeur de Porc a ainsi été 

complétement établie. Ainsi, i l  persiste juste une incertitude en ce qui 

concerne le recouvrement de la séquence de la région 101-114, mais : 

- La composition en acides aminés du peptide 
- et le caractère très conservatif de 1 'enchaînement 

11 1 114 

Phe-Leu-Pro-Met 

pour toutes les chaines légères de type alcaline connues. 

Ceci nous permet de supposer que notre chaîne légère de myocarde de Porc 

ne fait pas exception. 

I I I  - ETUDE DE LA STRUCTURE PRIMAIRE DE LA REGION N-TERMINALE 
( POSITION 1-60 ) DE L'ALC-LZ7 : 

1") LA STRATEGIE UTILISEE : 

L'étude des nombreux fractionnements des hydrolysats de 1'ALC-L27 

nous a apporté un certain nombre d'indications concernant la structure 

primaire N-terminale N-bloquée de la molécule : 

. 1 'existence de plusieurs peptides de configuration particulière, 

riches en résidus de proline; 

. une séquence Lys-Pro-Glu-Pro-Lys proche de l'extrémité 

N-terminal e N-bl oquée ( peptide T2 ) ; 

. une séquence Thr-Pro-Gl u-G1 n-Il e-Gl u-Gl u-Phe ( étude du peptide 

C4 de 1 'hydrolysat chymotrypsique de 1 'ALC-L27 ) ; 

. la présence d'un résidu de phénylalanine en position 20 ( étude 

des peptides trypsiques et chymotrypsiques de 1 'ALC-L27 ) ;  

. la résistance de la région N-terminale, quelque soit 1 'enzyme 

protéolytique : trypsine, collagénase .... 
Après traitement chimique par le bromure de cyanogene, un fragment 

de 66 résidus est également 1 ibéré ( peptide CB1 ). Ce peptide CB1 est 

caractéristique : extrémité N-terminale N-bloquée et composition en 

acides aminés dont la taux en résidus d'acide glutamique ( ou de gluta- 

mine ) ,  proline, alanine et de lysine est élevé. De plus, ce peptide CB1 

est facilement isolé et purifié, soit par RP-HPLC, soit par chromato- 

graphie sur colonne de gel filtration de Séphadex G 50 ( la fraction A 
exclue : cf. paragraphe III C ). 



La stratégie,  que nous avons alors adoptée, a é té  de t r a i t e r  ce 
peptide CB1 par deux endopept i dases parmi 1 es pl us spéci figues : 

trypsine e t  chymotrypsine. La séparation des hydrolysats a ensuite é t é  

réal isée par RP-HPLC. 

2") ETUDE DU FRACTIONNEMENT PAR RP-HPLC DE L'HYDROLYSAT TRYPSIQUE : 

Le peptide CB1 ( 2 moles ) est hydrolysé par la  trypsine t ra i t ée  
par  l e  TPCK. L'hydrolysat es t  fractionné par RP-HPLC sur colonne RQ 
-Waters e t  h u i t  fractions sont obtenues ( Fig.36%, ). Des problèmes de 
sol ubi 1 isation des échantillons sont à nouveau rencontrés e t  les 
différents peptides ne sont isolés qu'avec de faibles rendements. De 

fortes interactions entre peptides e t  phase stationnaire de 1 a col onne 
de RP-HPLC provoquent une augmentation de la pression après chaque 

dépat, quelque soi t  l e  pouvoir éluant du solvant. La quantité de 
peptides trypsiques retrouvée est d'autant plus faible que l a  
purification f inale  est effectuee par rechromatographie par RP-HPLC. 

Les contrôles d ' homogénéité des peptides e t  l eur caractéiri sation 
sont réalisés selon l e  protocole habituel : Gtude des compasitions en 
acides aminés e t  identification de deux cycles de dégradation de Edman 

( Tableau X ). La dégradation automatique de Edman n'a pu ê t r e  conduite 
que sur t ro i s  des peptides trypsiques du fragment CB1 ( peptide BT ) : 

* Le peptide BT2 q u i  donne la sequence 
Lys-Pro-Glu-Pro ( Lys ) 
1 -  - 

* Le peptide BTg de 18 résidus possédant u n  enchabernent Ala-Ala en 
position N-terminal , contenant de 1 a phénylalanine. Ce peptide n ' a  pas 
été identif ié  totalement e t  donne l a  sGquence : 

Al a-Ala-Pro-G1 u-Pro ( . . . . . . . . . , , ) ( Lys ) 
Y - . - - -  7 

Seulement 5 résidus sont donc identif iés sans ambiguité. La proximité de 

deux résidus de proline ayant abaissé considérablement l e  rendement 
répét i t i f  de l a  dégradation automatique de Edman. 

* Le peptide BT6 de 12  résidus q u i  contient deux résidus de 
phénylalanine donne 1 a séquence : 

Asn-Gl u-Phe-Thr-Pro ( G1 u , . . . . . ) ( Lys ) 
7 7 --7 -- 3 





CARACTERISATION DES BT-PEPTIDES 

AS x 199 1,8 1,5 195 

Thr 0 ,8 1,5 0,6 0,7 0,7 

Ser 0 ,8 1,6 0 ,7 

Gl x 1,O 3,4 3,l 3,9 1,6 1,2 1,3 2,3 

Pro 1,7 6,8 1,2 1,1 0,8 0,9 1 ,O 

G ~ Y  

Al a 7,6 1,l 1,l 0,7 1,3 

Met Hse Hse Hse 

Ile 0,7 0,9 

Leu 1,O 1 ,O 1,O 

TY r 096 095 

P he 0,9 1,2 1,5 1,0 0,7 

Hi s 

LY s 1,6 1,0 1,0 1,0 1,O 1,0 1,O 1 ,O 

Ar9 1 ,O O, 7 

TOTAL 5 18 12 2 12 8 3 6 3 14 

N-TERMINAL Lys Ala Ala Ile Asn N.D. Thr Thr Ala Ala 

TABLEAU X : COMPOSITIONS EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES TRYPSIQUES OBTENUS 
APRES HYDROLYSE DU PEPTIDE CB1 DE L'ALC-LZ7 ( BT-PEPTIDES ) ET 

LEUR EXTREMITE N-TERMINALE ( PTH ) .  



Quant aux autres peptides trypsiques, ils sont tous élués dans la 

première fraction dans le profil de RP-HPLC. Il est alors très difficile 
de les purifier même en changeant de colonne et de gradient d'élution. 

Toutefois, un seul des peptides dont la composition révèle la présence 

de lysine, d'alanine, de proline, d'homosérine et d'acide glutamique 

( ou glutamine ) et l'enchaînement Thr-Pro a néanmoins été établi et 

placé en position C-terminale du peptide CB1 ( position 61-66 ). 11 

s 'agit d 'un produit d '  hydrolyse trypsique incompl ète dont une partie de 
la séquence a été préalablement déterminée lors de 1 'étude du peptide 
Tcp. La séquence que nous pouvons donc proposer est : 

Thr-Pro-Lys-Al a-61 u-( Hse ) BTIg 
7 " 7  

[ Thr-Pro-Lys-Al a-Gl u-Met ] Tc2 
<- 

3") ETUDE DU FRACTIONNEMENT PAR RP-HPLC DE L ' HYDROLYSAT 
CHYMOTRYPSIQUE : 

Après action de la chymotrypsine sur le peptide CB1, 1 'hydrolysat 

est fractionné par RP-HPLC sur colonne RO-Waters ( Fig. 36 ) .  Comme dans 

1 e cas de 1 ' hydrolysat trypsique, 1 es peptides chymotrypsiques 

( BC-peptides ) ont été caractérisés par leur composition en acides 

aminés et leurs acides aminés en position N-terminal e ( Tableau XI ). 

Nous avons pu isoler des quanti tés suffisantes pour déterminer la 

structure primaire de plusieurs d'entre eux : 

* Un peptide BC1 de 20 résidus dont l'extrémité N-terminale est 

bloquée. Ce peptide est soumis à 1 'hydrolyse par la trypsine et deux 

sous-fragments sont alors obtenus. L'un d'entre eux a son extrémite 

N-bloquée tandis que l'autre possède un résidu d'alanine en position 

N-terminale. Dans ces conditions, la trypsine n'a pas hydrolysé la 

1 iaison Lys-Lys ( résidu en position 3 et 4 ) du peptide CB1 alors que 

pour la cha?;ne légère totale l'hydrolyse avait effectivement eu lieu 

( cf. paragraphe B ). 

Le mélange des deux peptides ( le peptide N-terminal N-bloqué et 

celui libéré par action de la trypsine ) a pu être étudié directement en 

séquence automatique. La présence de trois résidus de proline ayant à 

chaque fois fait chuter considérablement le rendement répétitif de la 

dégradation de Edman, nous n'avons pu identifier que 9 cycles. D'après 

la composition en acides aminés du peptide repurifié en RP-HPLC une 

séquence hautement probable peut être proposée pour BCt1T : 

Ala-Al a-Pro-Al a-Pro-Ala-Gl u-Ala-Pro-( Al a, Pro )-Phe 
/ 7 - I  7 7  --- 



Asx 

Thr 

Ser 

Gl x 

Pro 

G ~ Y  

Al a 

Cysl, 

Va 1 

Met 

Ile 

Leu 

CARACTERISATION DES BC-PEPTIDES 

BC1 BC2 BC3 BC4 BC5 BC7 

Hse 

TOTAL 20 14 9 8 4 8 

N-TERMINAL N.D. Ala Asp Thr Lys Asp- 

TABLEAU XI : COMPOSITIONS EN ACIDES AMINES DES PEPTIDES CHYMOTRYPSIQUES 
OBTENUS APRES HYDROLYSE DU PEPTIDE CB1 ( BC-PEPTIDES ) ET 
LEUR EXTREMITE N-TERMINALE ( PTH ) .  



* Un peptide BC4 de sept résidus dont  la séquence est  : 
Thr-Pro-Gl u-Gl n-Ile-Gl u-Gl u-Phe 
7 - 7 - 7 7  

que nous situons en position 45-51. Ce peptide BC4 est retrouvé dans 
t rois  fractions HPLC différentes ( Fig. 36 ) sans doute en raison de la 
présence d ' u n  résidu de glutamine ( ce peptide est plus ou moins 
désami dé ) . 

Les résultats de la séquence probable de la région N-terminale, 
c 'est-à dire des peptides BC e t  TC, en tenant compte des compositions en 
acides aminés, peuvent al ors être présentés ( Fi g . 37 ) . 

4") CONCLUSION : STRUCTURE PRIMAIRE PROBABLE DE L'ALC-LZ7 : 

En fonction des données accumul ées , nous pensons pouvoir proposer 
la structure primaire de 1 'ALC-LZ7 de la myosine ventriculaire gauche de 
coeur de Porc ( Fig. 38 ) La séquence elle-même explique les 
difficultés que nous avons rencontrées e t  qui proviennent pour 
1 'essentiel de 1 'existence de nombreux résidus de proline dans la partie 
Pi-terminale. L'hydrolyse enzymatique génère souvent des peptides 
hydrophobes difficiles à préparer, à purifier e t  à séquencer mais aussi 
des peptides riches en résidus chargés de caractère physico-chimique 
for t  différent e t  donc difficiles à fractionner. La nécessité de 
recourir à toute une série de clivage ou de plans de purification, 
chacun amenant un à deux peptides uti les,  a rendu aussi 1 'intégration e t  
la présentation difficile.  

Mais on sai t  que lors de la détermination de la structure primaire 
des chaînes légères alcalines de la myosine cardiaque pour d'autres 
espèces de Mammifères supérieurs ( Boeuf : Weeds 1975 [130] ; Homme : 

Léger e t  al 1981 [62] ) i l  a v a i t  €?té impossible de proposer une 
structure même approximative de 1 a région N-terminale, partie 1 a pl us 
diff ic i le  à traiter.  

Sans doute, cette région N-terminale par sa séquence exemplaire 
confère-t-elle u n  rôle biologique important à ce type de chaîne légère 
ALC e t ,  . peut Gtre, comme 1 e propose Wagner e t  Weeds 1977 [123], 1 u i  

confère-t-el 1 e 1 a poss i bi 1 i té d ' i nf 1 uencer 1 ' activité ATPasique 
dépendante de l'actine. 



X - (  Pro-Lys )-L~S-Pro-Glu-Pro-Lys-( Lys )-  la-~l a-~ro-Ala-pro-Ala-Gl u-Ala-( Pro-Ala-Pro ) - ~ h e  
4- BTl -.+-8T9 - 4 BTq 

I L V 

4 ' b +-- Bc- BCiT 
 la-  la-Pro-Glu-( Pro-Lys )-Glu-Asp-( p r o - ~ h r - ~ l  x- eu-~l x)-~he-Asp-(  Ser-Al a-Lys-1 le-Lys ) - ~ s n  

.4 B TA *+BTE; ++ 

Glu-Phe-Thr-Pro-Gl u-Gl n-1 le-Glu-Glu-Phe-Lys-1 u - A - P h -  Ser-Leu-Tyr )-Asp-Arg-Thr-Pro 

Lys-Ala-Glu-Met 

-BTQ-+ 
e 

FIGURE 37 : SEQUENCE EN ACIDES AMINES DE LA REGION N-TERMINALE DE L'ALC-LZ7 ( pos i t i on  1 - 66 ) 
- 
I 

Cette séquence a é té  é tab l i e  en tenant compte des compositions en acides aminés e t  des éléments de séquence des 

BT- e t  BC-peptides obtenus i! p a r t i r  des hydrolysats trypsiques e t  chymotrypsiques du peptide CB1 ( fragment N-terminal 

de I'ALC-LZ7 obtenu par  RP-HPLC après ac t ion  du BrCN ) 



1 1 O 2 0 
Pro-LYS-Lys-Pro-Glu-Pro-Lys( Lys ) Ala-Ala-Pro-Ala-Pro-Ala-Glu-Ala-( Pro-Ala-Pro )-Phe 

3 O 
A l  a-Al a-Pro-Glu-( Pro-Lys ) - G l  u-Asp-( Pro-Thr-Gl x-Leu-Gl x )-Phe-Asp-( Ser-Al a-Lys-1 1 e-Lys ) I 

I 5 O 6 O 
~ s n - G l  u-Phe-~hr-Pro-Gl u-Gl n-1 l e - ~ l  u - ~ l  u - p h - L y s - l u - A l  P h -  Ser-Leu-Tyr ) ~ s p - A r g  

I 80 
Thr-Pro-Lys-Ala-Glu-Met 

Gly-Gl n-Asn-Pro-Thr-Asn-Al a-Gl u-Val -Leu-Arg-Va1 -Leu-Gly-Lys-Pro-Lys-Gl n-Glu-Glu 

CBpa 110 t 120 

170 180 
Leu-Thr-Gl u-Asp-Gl u-Val -Glu-Lys-Leu-Met-A1 a-Gly-G1 n-Gl u-Asp-Ser-Asn-Gly-Cys-1 l e  

190 
Asn-Tyr-Glu-Ala-Phe-Val-Lys-His-Ile-Met-Ala-Ser 

C-Terminal 

FIGURE 38 : SEQUENCE EN ACIDES AMINES PROPOSEE POUR L'ALC-LZ7 DE LA MYOSINE VENTRICULAIRE GAUCHE DE COEUR DE PORC 

Les acides aminés e n t r e  parenthèses ( ) o n t  é t é  placés en tenant  compte des compositions en acides aminés de 

d i f f é r e n t s  pept ides . La séquence des régions encadrées , soulignées a i  tée  dans l e  paragraphe I I I - E  
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In, order t o  determine the r01e of ca2+-binding s i t e s  conformation i n  the control 
of ATPase ac t iv i ty ,  the p a r t i a l  mino acid sequence of the p ig  heart l e f t  
ventr icular  myosin l i gh t  c h i n  Ln has been compared w i t h  the sequence of rabbi t  
ske le ta l  muscle myosin l i g h t  chain LZ5 and the pa r t i a l  sequence of beef cardiac 
myosin l i g h t  chain L2,. 

! Pig heart - Myosin - Cardiac l e f t  ventr icular  myosin l i g h t  chain L2, - Amino acid 
sequence . 

IPSTRODUCTION 
1 

Myosin is the proteia  responsible f o r  the  transduction of chemical energy (ATP) 
t o  force generation i n  muscle contraction. The rod-shaped myosin molecule is 
coaiposed of two heavy-cheins (200,000 daltons) divided a t  one end in to  two 
globular iegions on which l i g h t  chaine are associated. In the case of pig cardiac 
myoisin, two d i f fe ren t  types of l igh t  chains (27,000 and 18,000 daltons) are found 
and a r e  refered t o  as L and Lf8 (Grandier-Vazeille, 1978). 
It  has b e n  sh- that2?here i extensive homology of m i n o  =id sequence beOween 
r sbb i t  ske le ta l  muasle aiyoein l i gh t  chain L beef caxdiac myosin l i gh t  chain 25' L , rabbi t  troponin C and a calcium-binding parvalbumin from carp (Collins, 1974 
;2%Jue&, 1974 ; Tufty, 1975 ; heôs,  19751, whieh indicatei  iht t h u q + p m t e i n  
m a ~ r  have evolvect from a conunon prwursor  having cherac ter i s t ic  Ca -binding 
sitas. Modore~uer, it Ra8 been suggast by several authors (ûreieen, 1970 ; Wagner, 
1976)~ th& &osin l i g h t  charin i e  tnvolved i n  the control of the ATPase act ivi ty.  

ATPase ac t iv i t y  and taie 1 i g Y i t  @hain coinp-ktion of myesine & i f f e r  i n  the a m  
mwcle of various uiimel rrgecies and f o r  â i f fe ren t  muscXesr af t he  same epecies. 
Thc praaent . study on pr imay struckrre cf pig carlliac left ventriculer woiiin 
3.igh.t chain L bean carriad out t o  o b W n  infonaatione on possible 
d i f f e ~ e n c e s  in2& Ca -binûinp sitcre cohfozwation and on ths evolutio- d e  
of 4of;tional peptides between L=and Ln. 

l 

P@&pmek&e>R of the l e f t  vent r ic le  f r ee  w a l l  myasin, i so la t ion  of the l i g h t  &mhs 



- ,". ' 8 .  ,&$w, ~(&&&, [@&&@&-$$: 
.bp.#@W(yrubm, ph 

l*i;. W b  gar- .*s dw/ibs, p,.-,, 

idsntS,f%sfg $g' baglatf  osn sccoPdlng .t;o Qm 
a d  MaroÉIt-sr~r f IW3) .  h f m  =id codiBbsiti~n MM$ wtabli#md a f t e r  coaeplew w i d ~ c  
h;p&~l~rris (24 and 72 hrs). Quantit!ative w a l y s i s  wblcr a w f e d  out on JROLCO 5 AH 
mino  =id analyzer. I 

Each o f , t h e  pip eardiac ayoein l i gh t  chains isolated by preparative polyacrylmi- 
de g e l  electmphoresis (PAGE) w a s  obtained with a pood yield id0 t o  50 ing per g 
of rnyoein) and i n  a high degree of puri ty EUS show by t h e i r  howogeneity i n  
SDS-PAGE (Fig. 1). 

hW*r mi* c r i t w i a  vsed was the armlreia of the  laF~eeS cvananen ~ F E Y I L ~ ~  

2 : Fractionation on Sephadex 0-50 of p ig  cerdiac myoein l i gh t  cham &NEW 
fragments of L2, and LIS. 

The deteminat ion of the N-terminal residues gave phenyldanine f o r  the n 

peptide. rher- the correeponding one A2, hem a blocked N t . n i i n a 1  -id! 
Homover, the amino acid composition of these fragnmnts (Table 1 )  were c h e r a c t e  

' r i s t i c .  The peptide A w a s  r i ch  i n  alanine, proline and lysine and contained no 
leusine wherew the  p&%ide AlII w a s  r i c h  i n  leucine and centained no p o l i n e .  



PARTIAL AMWO A a D  SEQUENCE 

- 

* 
Table 1 : .Amino Acid Composition &-id Nterminal Reeidue Determination of Sephadex 

G-50 Fraction A of L27 and L18 CNBr Fragments. 
N - 

These r e su l t s  indicated that the peptide AZ7 correspond +n the proline-rich, 
Fi-terminal, N-blocked fragment of LZ7. 

Fig. 3 : Elution pattern on Chromobeads P of pig cardiac myosin l i gh t  chain L27 
1 .  t r yp t i c  digest. 

After t ryp t ic  digestion of L and fractionation of the resul t ing peptides on 
Chromobeads P (Fig. 3 ) ,  the 2&fferent fract ions were pooled and subjected t o  
amino acid analysis  and t o  N-terminal determination. A s  show i n  Fig. 4, peptides 
M r e  positionèd by comparison with two previously published sequences as models 
(the complete sequence of rabbit  ake le ta l  LZ5 and the pa r t i a l  sequence of beef 
cardiac myosin L27). 

CONCLUSION ... 
The data presented here show tha t  using a f i v e s t e p  isolat ion procedure, the 
myosin l i gh t  chaîne L2, and L were obtained with a good yield arrd i n  a hi@ 
degree of purity. Th= wquenc&8hetermination of LZ7 allowed us t o  position 19 
t ryp t i c  peptides, 9 of which without ambiguity. Arnong these 19 peptides, 7 others 
wem placed according t o  the hornolopy Md the principle  of conservative mutations 
(e.g., Lys 158 vs Arg 158). 10 peptides could riot ye t  be placed within the 
sequence and need therefore t o  be eequenced f o r  unambiguous local izat ion.  

We arc indebt- t o  Prof=ssor P. Boulmgew f o r  the  c r i t i c e l  review of the 
mmu.r:rllpt. We thank ma G u e t  f o r  her expert photographie work. Parts of t h i s  
work were supportad by the  grant of D.G.R.S.T. (N980-7-. . . ) 



cardiac myosin one L2, ( - ) . 
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ABST RACT 

For the separation o f  large hydrophobic and i c i d i c  peptides from p i g  cardiac 
l e t f  ven t r i cu la r  myosin l i g h t  chàin L , d î f f e ren t  commercial RP-HPLC (ha l f -  
preparat ive and several analy t ica l  0 % ~ )  were tested. To obtain the  best 
separation, d i f f e r e n t  solvent systems has been a l  so investigated. Cyanogen 
bromide cleavage and l i m i t e d  t r y p t i c  digest ion produced large peptides (CB 
and Tc respect ive ly)  having uneammon physico-chemical properties. They were 
powerful probes t o  evaluate the d i f f e ren t  commercial RP-MPLC co l  umns. I n  
par t i cu la r ,  a good separation w i th  a high y i e l d  ha$ been obtained on an 
R-phenyl column (WATERS). Thus, i t  has been possible t o  estab l ish the 
C-terminal amino acid sequence of LZî. 

KEYWORDS 

Pig cardiac l e f t  vent r icu lar  myosin l i g h t  chain L - Reverse phase high 
pressure 1 i q u i d  chrmatography (HPLC) - ami no acid seq&ice. 

INTRODUCTION 
i 

To determine rap id ly  the  primary s t ructure o f  p i g  cardiac l e f t  vent r icu lar  
myosin l i g h t  chain L27, i so l a t i on  o f  large peptides obtained a f t e r  BrCN 
cleavage i s  the  main p r i o r i t y .  Pu r i f i ca t i on  o f  a small nunrber of  large 
fragments (20 t o  66 residues i n  lenght) i s  su i tab le  f o r  automated sequencing. 
However, t he  highly hydrophobic and ac id ic  nature of the  large peptides from 
L digest made d i f f i c u l t  and, o f t en  tînsuccessful t h e i r  separation by conventio- 
n${ methods (Grandier-Vazei 1 l e  e t  al., 1980). 
We have devetoped reverse-phase WLC technique f o r  quant i ta t ive i sol a t ion of 
large peptides obtained a f t e r  cyanogen bromide cleavage and l i m i t e d  t r y p t i c .  
hydrol y s i  S. We have found tha t  several co l  umns f rom nany manuf acturers produçe 
d i f f e r e n t  separation and w i th  dramatical ly d i f f e ren t  capacity. This paper 
repor ts  t he  approach t o  column evaluat ion f o r  separation o f  peptides frm the  
l i g h t  chain Lp7 of  p i g  cardiac l e f t  ven t r i cu la r  myosin. 

MATER IALS and METHODS 

- k t h o d s  described by Grandier-Vatei l le and Tetaert 1978, were used t g  p u r i f y  
p i g  cardiac l e f t  ven t r i cu la r  myosin l i g h t  chain L and t o  prepart? BrCN 
fritgmentr from carboxyr thy la ted  L ~ i t r a c a n ~ l a t i c #  of L vas performed 
according t o  Dixon and Parham 1968, '&d using TPCK t r yps i n  fr% Sigma Chetnical 



Coinpeny, l im i t ed  t r y p t i c  hydrolysi  s was car r ied  out. 
The peptides were pur i f i ed  w i  t h  'an high perfomance 1 iqu id  chromatography VARIAN 
5000 system. The co l  umns (WATERS micro-Bondapak C (10 p 1, MERCK t ichrosorb C 
(5j., ) and C (7 u), VARIAN Micropak MCH and MCH ,'~YNCRHOM Inc. Synchropak RP-PB 
were equi l#rated w i t h  0.0013 PI TFA (?JIERCE) dtd etuted a t  d i f f e r e n t  f l ow r a t e  
wi th  an i soc ra t i c  o r  programmed gradient of n-propanol or 2-propanol (CARLO ERBA 
and MERCK). The e l u t i o n  condit ions t o  t e s t  the columns was a l i nea r  gradient ( O  
t o  75% 2-propano1/0.0013 M TFA as counter-ion) i n  75 min a t  a f low r a t e  depending 
of the maximum pressure ( less than 3,500 PSI). The peptides were detected by 
measuring the  absorbance a t  206 nm wi th  a LKB Uvicord S. 
The methods f o r  amino acid analysis, PTH amino ac id  determinati 
residues and sequence determination of the  peptides w i th  a Be 
sequencer have been described (Sautière e t  $. , 1981 1. 

RESULTS 

The digests obtained a f t e r  BrCN cleavaqe and a f t e r  l im i t ed  t r y p t i c  hydrolysi  s 
from p i g  heart  l e f t  vent r icu lar  myosin l i g h t  chain "L " have been f ract ionated 
by RP-HPLC . Experimental procedures were inves t i  gated '{o_f ind  separation condi - 
t ions of l a rge  hydrophobic peptides wi th  good y i e l d  on various RP-HPLC columns. 
The BrCN digest was f i r s t  fractfonated on RP-HPLC culumnç such as ha l f -preparat i -  

- 

ve and several analy t ica l .  On half-preparative WATERS column, 0.5 mol es were 
applied and eight peaks were obtained EFig. 1). A f t e r  amino ac id  composition and 
PTH amino-acid detemination; m l y  , f i v e  f rac t ions  were i d e n t i f i e d  as polypeptide . 
fract ions. However, thesae f+acti+ans (3, 5, 6, 7 ,and 8 )  had t o  be f u r t he r  
pur i f i ed .  The f raçt i30ns (1, '2 and 4 wuld'_perhaps correspond t o  sa l t s  or others 
contaminants. -. . 
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THE SEPARATION OF PEPTIDES 12 1 

1 3 8 6 1 4  5 4 9  

4 . 3  
TML 1 2 1 , l  2 .6  lil 1.2 0.3 

$CI) 1.2  2.1 L.8 
t 2 2 6 2 ,  1.1 . , l  
13.11 L.2 0.0 3.0 i 

GLV 1 , 1  2.1 1.4 3,z 2.7 1.5 &,a t t  

il.? 0.9  a,1. a,* 1.0 &*l 2 L  

LLE , O  o.. 1,s 

Wi€ 1.1 3.9  1.1 
"15 

I'. LV4 l9 , 

7 i 1: ..-=* X.J Y ~ E  U. VIA V.I kt- ur n b: - 
--$-=tu 

- m k q ~  Ti, TC: TC, TC, 14 TC, 
:= r rnmemc 

Table 2 : Amino acid composition 
of ted t r y p t i c  peptides of 
L27 on Re-WATERS coluinn. o f  CB and Tc peptides. 

DISCUSSION 

The present work demonstrate kha t  commercial HPLC columns d i f f e r  s i gn i f i ca l  l y  i n  
t h e i r  a b i l i t i e s  t o  separate w i th  a good y i e l d  the large peptides obtained from 
p i g  heart l e f t  vent r icu lar  myosin l i g h t  chain L For opimization o f  RP-HPLC 
separation o f  peptide digests, two ways might a' undertaken : the analy t ica l  
separation o r  the preparative one. For an analy t ica l  resol  ut ion, comparable 
separation could be performed wi th  almost a l1  the column tested (Cg and C18) 
under d j f f e ren t  solvent and f low ra te  condit ions. 
For .  a preparat ive purpose, the problem i s completely d i f f e ren t .  For example, 
ha l f -preparat ive columns have very high capacity but the reso lut ion power i s  vety 
low cmpared t o  analy t ica l  column ( C  lJ-Bondapak WATERS). Evaluation of ana ly t i -  
ca l  columns shawed tha t  the d i f ferehfes were above a l1  i n  the capacity-and the 
non-specif ic adsorption on the  matrix. For example though the amount applied on 
C or  C columns MERCK was twice less than on Synchropak RP-P (SYNCHROM Inc.) no 
p8ptide '%as been eluted from the MERCK columns i.e. the MERCK column wa 
'Jend-use" a f t e r  one in jec t ion .  
Before a quan t i ta t i ve  g i  ven separati on, the choice o f  s t a t i  onary and mobi 1 

1 phases i s  an important determinant. Octododecyl s i lane columns eluted a t  low f low 
r a t e  w i th  weak solvent l ed  us t o  obtain be t te r  separation of hydrophylic 
peptides. On the other hand, be t te r  separati on o f  hydrophobic peptides was obta in  
w i th  qc ty l  s i l ane  or R-phenyl s i lane columns a t  high f low ra te  w i th  strong 
solvent. We found the R-phenyl column t o  be superior t o  t he  other column tested 
for the reso lu t ion  and the cepacity fo r  p i g  cardi  ac l e f t  vent r icu lar  myosin l i g h t  
chain L digests. 
The RP-%LC technique i s  very e f f i c i en t  f o r  p u r i f i c a t i o n  o f  large hydrophobic ano 
aci  d i c  pspt i  des conipared t o  conventi onal methods. For exampl e, by ion-exchange 
chmmatagraphy o r  paper electrophoresi s, adsorption may occur more strongl y on 
the  watr ix  and o f ten  the peptides were not p u r i f i e d  quant i ta t ive ly .  
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302 . X. GRANDIER-VAZEILLE, D. TETAERT 

preparative technique and RP-HPLC has proved to be a more powerfûl scparation 
method5. 

To faditate the mvery  of the hydrophobic CB1 and CI peptides from Lt7 
(excellent probes for testing pdcat ion  procedures), we report here the combination 
of ion-exchange chromatography (IEC) on DEAE-Tnsacryl M columns and RF- 
HPLC, using volatiie buffers. Hence, the isolation and characmktion of the hy- 
drophobic Cl-peptide from pig ventricular myosin L27 light chain could bc per- 
f o d  and we were then in a position to estabiish the N-terminal sequena of cardiac 
myosin alkali light chain, which has not prcviously been d d b e d  for higher verta 
brates. 

EXPERIMENTAL 
/ 

Chernicals I - 
Bovine trypsin, treated with L-(1-tc *amido-2-phenylethyl) chloromethyl ke- 

tone (TPCK) and bovine a-chymotrypsin, -=ated with L-(1-tosylamido-2-lysylethyl) 
chloromethyl ketone (TLCK), were from Sigma, Sequanal grade trifluoroacetic acid 

- (TFA) and reagents for sequmce analysis were from Pierce. Ninhydnn and cyanogen 
bromide were obtained from Merck. Glassidistilled chromatography grade 1-pro- 
panol, 2-propanol, ammonia, acetic acid and f o d c  acid were purchased from Car10 
Erba. Pyridine was obtained from Merck and p d e d  by refiuxing for several hours 
with ninhydrin and then distillcd: only the constant-boiling fraction (b.p. 115.2'C) 
was collected. 

Sample preparationi 
, Pig cardiac le en t r i ah  myosin light chains (L27 and Li g) were p d e d  as 

* 

dcsuibed earlier2. Following reduction and S-alkylation, the light chain LZ7 was 
dissolved in 70% formic acid and cleaved with cyanogen bromide2. Tryptic digestion 
was performed in 50 mM ammonium bicarbonate bufier pH 8.75 at 3TC for 4 h 
with an enzyme: substrate ratio of 2100 (w/v). Chymotryptic digestion was per- 
fonncd in13 mM ammonium bicarbonate bdïer pH 8.0 (adjusted with formic acid) 
at 37OC for 2 h with an enzyme: substrate ratio of 1:100 (w/wJ. 

High-performance liqauà chromatography 
The HPLC method was developed using a Varian Mode1 5000 system. Peptides 

were detected with an W absorbante detector LKB 2238 Uvicord Sn and wcre 
collected with a 202 Gilson collecter. The following RP-HPLC colurnns were used: 
from Waters Associates, semi-prcparative ~Bondapak (two 60 x 7.8 mm), p b n -  a , ," !&di 

da#, phenyl (R0) pBondapak (30 cm x 3.9 mm with 10-pm packing); from b k -  
man, 5-jm Ultmqhm ODS, Uitrasphere-Octyl (25 cm x 4.6 mm); from Varian, 
Micropak MCHlo and M a S  (25 cm x 4.6 mm); from Merck, LiChrosorb Cg (25 
cm x 4 mm with 5- and 7-pm packings). 

L2, digests were introduced into Cs and RQHPLC columns and eluted at a 
flow-rate of 1 ml/min. Measurcments den made at 226 or 2û6 nm, ih the sensitivity 
range of 0.5-2.0 absorption units fidi scale. The following gradient systems wm 
employed: (a) 0.0013 M TFA in water to 60% 1-propanol-0.0013 M TFA or 2- 
propanol-TFA; lb) ammonium formate pH 7.8 (1.6 ml of 25% ammonia + 0.25 of 



' TABLE 1 
DISCONTINUOUS PYRIDINE-FORMATE GRADIENT USED FOR IEC ON DEAE-TRISACRYL 
M 

98% formic acid per 2 1 wifcr) to'60% 1-propanol. The b a r n  were filtered through 
a 0.22-pm Miiiipore 'mcm,brane before use. 

I I  , 

Ion-exchange chtomatography 
Separation of peptides by IEC was carried out on DEAE-Trisacryl M (from 

LKB) columns (25 u 2.5 cm) xat,;,;acflow;jate of 150:mi/li. The,oolumn was pteequi- 
librated with 0.2 M pyridine pHt$:4>and",then dweloped &a discontinuaus gradient 
of pyridine-formate b a e r  as show in (Table 1, The colwnn elnates were automati- 
cally monitored (Technicon Autoanalyzer) by a ninhydrin colorimetric assay. 

,- , . I i. 

, J r  
. - 

Amino acid analysis , 
% .  

, ,< 1 - * .,,#' 
" .  

Amino acid compositions were dete;mined bing a Beckman 119 C amino acid 
analyzer &ter hydrolysis of the dried peptides with constant-boiling 6 M HCi at 
1 W C  in evatxated seaied tubes fbr 24 and 72 h. Automatcd Edman sequeme anal- 
yses were performed on a Becban 89û C sequencer. The scquanator program and 
PTH amino acid determinations have been àcscribed6. 

RESULTS 

Analyses andpurity of pig ventriculor myosin light chain L2, 
The myosin light chains were isolated from pig heart bft ventricle by prepar- 

ative polyâmylamide gel electmphomîs as preyiously describas2. The purity of Ll7 
light chain was tcsted by one-dimensional gel electrophomis and also by identifi- 
d o n  of the highcr-molecuiar-wcight BrCN peptide CBI2. k u s e  CBI failed to 
reltase any P'ïH ainino acid in an Edman expaimcnt, it containcd the blockcd MI2 
taminus of Lz7. (The N-blockcd'amino acid &duc is probably trimcthyiahhc.) 
In addition, the high content of probe and aianine residues essentially chamctukd 
the N-tenninal sequence of LZ7 and the CB1-peptide2. 

Separution of L27 chymotryptic anà BrCN digests by direct RP-HPLC 
The peptide mixtures obtained after chymotryptic digestion and cyanogcn 

br~mide cleavage fmm pig heart left venticular myosin light chain Lz7 have been 
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separated by RP-HPLC. Differcnt experhental produres were invdgated to h d  
optimal separation conditions for large hydrophobic peptides (Cl and CBl) on var- 
ious RP-HPLC wlumns. Peptide elution was recorded at 206 and 226 nm and the 
peaks obtained were analyzed for amino acid composition and N-terminal &due. 

The chymotryptic digest was first fractionated on the semi-prcparative Waters 
columns; 0.5 m o l  were applied and only fourteea peaks w ~ e  obtained (Fig. la). 
The yield 'of the isolated fractions, based on the amount of LZ7 digested, was very 
low (5-10%). On the other hand, on analytical columns (Waters pBonpak, Merck 
Ca) about 30 peaks and shoulders were àetectcd (Fig. lb,c). The apacity of these 
analytical columns was low (40-80 m o l  of digest) and the hydrophobic peptide Cl 
was eluted as a weli defined peak at the same gradient position (55% l-propanol) 
whatever the analytical column useci. However, recoveries of L27 chymotryptic pep 
tides from the analytical columns were similar with about 1/10 of the injected sample. 
In addition, al1 the isolated fractions wkre not pure enough for ditect-sequence analy- 
sis, according to the amino acid compositions and PTH amino acid detcminations. 
It should also be noted that, whith other supports mtcd, one or more of the peptides 
were not eluted (not shown). 

Comparable results were also found for the RP-HPLC fractionation of BrCN 
peptides from L27 (Cgipepltides). Oniy eight CB-peptides were released from L27, 
but their separation was not comp1ete8e~en ~nder~opfimal conditions (Fig. Id). More- 
over, drastic losses of the ,hydrophobic'peptide'CB'~.,.were obkmed. 

Nevertbeless, pure hydtophobic peptides CB;. and Ci "wore isolated by repcated 
RP-HPLC. Depending on the chromatographie behaviour of the peptide mixture, 
the elution gradient was optimized for p h  hydrolysate or rechromatography (not 
shown). The amount of peptide was not sufficient for subsequent amino acid analyses 
of the N-blocked sequences. In'addidon, ,the peptides were obtained at severai rem- 
tion times due to desamidation and/or tiie presencé of homoserine lactone. 

Isolation of the Cl-peptide J ,  , T . L I  

In perfonning IEC on DEAE-T~&CI-~~ M, our objktive was to purify quan- 
titatively the N-blockcci Cl-peptide gmerated by chymotrypsin digestion of L27. The 
chymotryptic digest (5 mol) was applied to the DEAE-Trisacryl M wlumn and, 
using volatile buffers (pyridinofonnate), the elution pattern obtained aftcr ninhydrin 
reaction revealed nine major fractions (14) and nine minor fractions (A-K) (Fig. 2). 
These fractions were analyzed for amino acid composition and PTH amho d d  
detennination. Fraction 3, well separatecl from the others, containcd mainly the 
Cl-peptide. Because of the large amount (4 pmol) of fraction 3 isolatcd by IEC on 
DEAE-Trisacryl M, the Cl-peptide could be further purifie. by RP-HPLC. Dospite 
the greater eluting power of l-propanol relative to other solvmts, tbt Cl-peptide was 
eluted at high concentration (55% 1-propanol) and'emerged as a broad peak (Fig. 
2B). Ncvertheless, RP-HPLC was the most efficient produre for the final purification 
step of the Cl-peptide. The amount of sample isolatcd (1 mol) was sufiident for 
subsequent amino acid analyses, âiîïercnt subdigations and sequena analyses. 

Determination of Cl-peptiàe amino acid sequence 
To wnfirm the probable N-blocked wvalent structure of L27 nportcd carlier 

using scquence homology3, the Cl-peptide was subdigested with trypsin. Although 



hwrs 
Fig. 2. Separation of the chymotryptic digest from pig left wqltriahr I& Iight chah Ll, on DEAE- 
triwcryl M and pudication of the C,-peptide by RP-HPLC. A, L17 enymohyptic digest (5 -01) was 
@cd to a DEAE-Trisacryl M ion-exchange (cohuna (25 x 2.5 cm) arid eluted witti the dimwntinuous 
pyridintformate gradient dcscrikd in Table 1 at room temperame and with a 5ow-rate of 150 miB. The 
elution profile was obtained after ninhydrin reaction. B (inset), Fraction 3 From the IEC on DEAE- 
Trisacryl M was lyophiiized, then dissolved in 0.2 ml water containing 0.0013 M TFA and applied to a 
Waters pBondapak phenyl column (30 cm x 3.9 mm). it was elnted with a 70-min lincar gradkt of O 
to 60% 1-pro~nnol in 0.0013 M TFA at a flow-raie of 1 &/min. 

LYS 2.5 ( 3 ) 
Fi 3. Amino acid composition of the Cl-peptide from pg vcntricutv light chain LI,. The d d m  
~ w i d i a n u r o w w e r e d e t r r m i n c d b y a u t o m r t i o B d m u i ~ t i o a T h e o o m ~ t i a n w r p e i i -  
~ i R a h y d z o 1 ~ f o r 2 4 ~ ~ h ~ 6 M H U . A ~ o c i d r c s i d ~ u e n u m b e m d ~ t o  
Fnnlt ond W d m .  X repsentr the N-WocLed mskiiie (îrimcü~ylabk). 



rhe Lys-Lys (midues 2 and 3) and the Lys-Ala (midues 7 and 8) stqmces have 
becn chanrcterizbd, the Cl-peptide was only cleaveci by trypsin at Lys-7 (Fig. 3): 
pnliminary RP-HPLC fractionations led us to obtain two tryptic peptides and the 

\ 
udeaved Cl-peptide. The tryptic digest from the Cl-peptide was thus submitted to 
automatic Edman degradation. Despite the p m c e  of proiine rcsiducs (positions 10 
and 12), eight residnes :me identified. According to the amino acid composition and 
sequence detemination, the N-terminal sequence of the alkali iight chain Lz7 from 
pig vnitncular myosin was identifieci with high sccuracy (Fig. 3). 

portcd on the primary stnicture of ventricular myosin light chains from higher ver- 
î.ebrates2q7. Attempts to determine the complet& amino acid sequence of adiac  
myosin light chain from higher vertebrates (human and beeFv9) werc unsucassful 
because of the hydrophobic and acidic character of L27, particularly of its N-blocked 
terminal part. l 1 ' 

Sinœ the development of HPLC, new possibilifies exist for purifjing hydro- 
phobie peptides4-l0. Although RP-HPLC has proven to bi a fast and efncient 
method, separations of large hydrophobic peptides can pose spccial problems. For 
example, the recovery of our pig L27 hydrophobic peptides from RP-HPLC was not 
greatll. In addition, a mixture of about 30 chymotryptic peptides from L27 was not 
completely resolved in one RP-HPLC step. After repeated RP-HPLC the yields de- 
creased and the elution of the same peptide often gave more than one HPLC pcak 
(due to chernical changes). . 

We have developed a combination of IEC on Trisacryl M (a new support noted 
for its high capacity) with RP-HPLC and volatile buffets. Eiution of the Trisacryl M 
column by pyridine and formic acid anowed the use of gradients with easily adjust- 
able pH and/or ionic strength over a very wide range. The application of this chro- 
matographic procedure had several advantages comparecl with other IEC methods 
of peptide purilbation: easy recovery of sample (without desalting steps) by evap- 
oration or lyophilization, high yields, speed (using a high flow-rate at moderate pres- 
sure), flexibility, remlution, sensitivity (reactions with fluorescarnine and O-phthal- 
aldehyde were also commonly performed) and chernical stabiiity of the column ma- 
terial. 

It should bc noted that with other ion exchanb,  e.g., polystymie resin, the 
particles of resin and peptides interacted and they were eluted in the same fractions3. 
This non-qxcific adsorption prevented any subsequent RP-HPLC fractionation. In 
contrast, combination of IEC on Trisacryl M and RP-HPLC has bcen usbd with 
excellent results for scparation of hydrophobic and/or neutrai peptides, for example, 
those genrrated from the pig cardiac myosin light chain Lia and using SP-Trisacryl 
M support (not show). 

In this novel combination of methods, HPLC nmaiwd the most suitable stap 
in the purikition procedure. It allowed us to isolate homogeneous peptide sampies 
of usltxpectediy high quality for sequence ailplysis. Howevcr, we have fotmd our EEC 
proœdure to bc a useful and comp1emcntary addition to the iimitcd set of methods 
currently available to purify large peptides. For exampie, the Trisacryl M chromate- 



geaphy enabled us to isolate the L27 N-tennuial chymotryptic Cl-peptide in high 
yield. Despite the p r t s e ~  of char@ amino acids (three Lys, thne Glu and one 
Asp), this Cl-peptide had similar chromatographie behaviour to the very hydropho- 
bic peptides (elution with 55% of 1-propanol). A special conformation andior the 
cure formed by the probe and alanine residucs (8-13) in the Cl-peptide œrtainiy 
must contribute to this unusual elution behaviour. NeverthelcssI quantitative isola- 
tion of the Ci-peptide enabled us to establish its sequence. The determination of this 
N-terminal sequence of pig alkali light chain La 7, not previously reported for any 
higher vertebrate cardiac myosin light chain, was the most difilcuit psrt of the L27 
structure. Moreover, this work now in progress has led us to compute, from the La7 
primary structure, the secondary structure of the molecule as weil as of its N-texminal ; 
part. Additional circular dichroism studies12 conikned the calculateci stcondaxy i 
structure and expiaincd the contribution of calcium ions to the conformation of the : 
myosin alkali light chain. 
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CHAPITRE IV 

ETUDE 

DE LA STRUCTURE SECONDAIRE 

DE L A  CHAINE LEGERE L27 
DE LA MYOSINE VENTRICULAIRE 

DE COEUR DE PORC 



A - INTRODUCTION 

A mesure que paraissaient dans la litterature les resultats 
d'études de structures primaires et de structures tertiaires des 

protéines, de nombreux auteurs ont tenté d'établ ir une corrElation entre 
structure primaire et configuration des protéines. Parmi Toutes les 
méthodes, celle décrite par Chou et Fasman ( 1974 ) 191 est la methode 
de prEdiction de conformation actuellement la plus utilisée. Elle 
s 'avere être parmi les plus précises et les techniques physico-chimiques 
uti 1 i sées en contrÔl e ont d' ai 11 eurs très souvent confirmé 1 es 
prédictions de conformation 6tablies par cette technique. 

Cette approche mathématique a précisé dans un premier temps 
l'aptitude de chacun des vingt résidus d'acides aminés à adopter ou 8 

favoriser telle ou tel le structure conformationnel le selon leur 
frequence d'apparition dans un peptide. Cette relation chiffrée 
fréquence-effet conformationnel a été obtenu de compilations faites sur 
un grand nombre de protéines de structure tertiaire 6tabl ie. L ' influence 
réel le dans une confnrrnation donnée a pu être ~ffinée progressivement 
( Chou et Fasman 1978 [lO] ) et cette methode autorise au,iourdfhui - la 
prédiction de la structure secondaire de peptides mais aussi de pro- 
téines en sachant qu'à chaque acide aminé est attribue un coefficient 
bien precis représentatif de scn effet vis à vis de l'une des rubriques 
sui vantes : 
hélices a, feuillets b, coude f3 ( ou b-turn ), structures inorganisées. 
11 est tenu compte aussi de 1 'environnement de chaque acide amine. 
Ainsi, 

* pour la recherche des rfiaions hélicoTdales, la chaîne peptidique 
est " découpGe " en groupes de six r&sidus et il  faut que sur ces six 
résidus, quatre au moins soient Snitiateurs d'hélice a, c'est à dire 
qu' ils a.ient un coefficient suffisant de probctbilité favorisant la 
formation d'helice a. A titre d'exemples, les résidus de proline, 
d'acide glutamique et d'acide aspartique en position N-terminale du 
groupe des six résidus ou encore des résidus d'histidine, de lysine ou 
d'arginine en position C-terminale du peptide de s i x  résidus favcrisent 
la formation d'hélice a. Par contre, la pr6sence de residu de pro1 ine au 
milieu ou à 1 'extrémité C-terminale du groupe de six residus empêche la 
formation d'hélice a. 



* Pour la recherche des feuil lets plissés B,  la chaîne peptidique 

est  découpée en groupe de cinq résidus et  i l  f a u t  qu'il  y a i t  dans le  
groupe au moins trois acides aminés possédant u n  coefficient de 
probabilité initiateur de structure en feuillets plissés B. 

* Enfin, t o u t  polypeptide de 4 résidus d o n t  l a  valeur de 
probabi 1 i t é  conformationnel l e  est supérieure à ce1 l e  nécessaire pour 
affirmer une hé1 ice a ( généralement supérieure à 1oo4 ) ou à celle 
exigée pour un feuf l l e t  plissé 6, es t  retenu en catégorie coude B. 

Toutes ces données statistiques ont été réunies dans un progrannne 
informatique e t  pour une structure primaire donnée l'ordinateur calcule 
l e  coefficient de probabi 1 i t é  pour  tel  1 e ou tel l e  structure secondaire 
en tenant compte de la qualité, de la fréquence e t  de 1 'effet de 
voisinage de tous les  acides aminés les uns par rapport aux autres. 

En considérant la structure primaire proposée pour la chafne légère 
ALC-LZ7, nous avons par étude prédictionnell e e t  par etude experimentale 
tenté de préciser sa structure secondaire pour en déduire éventuellement 
des informations susceptibles de mieux comprendre son rôle biologique. 

B - PREDICTIQN DE LA STRUCTURE SECONDAIRE DE LA CHAINE LEGERE 

ALC-LZ7 PAF LA METHODE CHOU ET FASMAF! 

En retenant la structure primaire proposée, en fonction de 
résultats expérimentaux e t  des données apportées par la littérature,nous 
avons pu envisager à 1 'aide de la méthode de Chou e t  Fasman 1 'étude 
prédictionnel l e  de la structure secondaire de 1 a chaine légère ALC-LZ7. 

A t i t r e  d'exemples, les valeurs obtenues par ordinateur d'une 
séquence caractéristique de l a  région toute C-terminale sont données 
dans l e  Tableau XII .  Dans cette région, la structure secondaire la plus 
probable est  l'existence de 2 hPlices a ( séquence 159-174 e t  séquence 
180-192 ; coefficient de 1,2 à 1,3 ) separées par une zone coude f3 

( coefficient de 3,2 en position 175 ). 
De la même façon,par approches sucessives, toute la structure 

secondaire de 1'ALC-LZ7 a été étudiee e t  nous avons pu representé 
graphiquement 1 'ALC-LZ7 dans son ensemble ( Fi g.39., ) . 

L'ALC-LZ7 apparait alors ê tre  une molécule très organisee où nous 
ne trouvons que 1 8 2% de structure inorganisée dite en pelote statis- 
tique. Elle semble constituée de deux rëgions bien individualisées 
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POSITION DANS ACIDE AMINE PROBALITE EN 1 0 - ~  CONCLUSION 
LA SEQUENCE a-Hé1 i c e  Feui l  lets-f3 b-Turn 

159 Glu E 1,12 0 989 '3903 H 
160 Arg R 1,12 0,89 O, 01 i 
161 Leu L 1,17 0,87 0,11 H 
162 Thr T 1,22 0,63 0,03 
163 

i 
Glu E 1,30 0,74 0,02 H 

164 Asp D 1,30 0,74 0 ,O1 i 
165 Glu E 1,32 0,72 0 ,O1 H 
166 Val V 1,27 0,96 
167 

0,03 h 
-G lu  E 1,29 O ,97 

168 
0,02 H 

Lys K 1,27 1,15 0,Ol 
169 

1 
Leu L 1,13 1,16 0,lO 

170 
H 

Net M 1 ,O9 1,17 
171 Ala A 1,17 .0,81 
172 Gly G 1 ,O5 O,  77 
173 Gln Q 1,12 - 0,75 
174 

0,12 
Glu E 1 ,O1 0,60 0,06 

I 

175 
176 

A ~ P  D Tu r n  
Ser S 

1 
177 

i 
Asn N 0,76 1 ,O9 0,52 

178 
Tu r n  

Gly G 0,76 1 ,O9 . 0,67 
179 

B 
Cys C O ,  78 1,21 0,67 Turn 

180 I l e  1 0,97 0,95 0,14 I 
181 Asn N 1 ,O8 0,79 O,  04 
182 

b 
Tyr  Y 1,18 O,  79 O,  04 

183 
b 

Glu E 1,31 1,04 0,Ol 
184 

H 
Ala A . 1,20 1,16 0,02 

185 
H 

Phe F 1,14 1 ,O9 0,02 h 
186 Val V 1,11 1,17 0,03 
187 

h 
Lys K 1,13 1,18 0,04 1 

188 His H 1,22 1,23 0,03 h 
189 I l e  1 1,11 1,24 0,17 - 1 
190 Met M - - 
191 Ala A - - - 
192 Ser S - - - 
Tableau X I  1 : ETUDE DE LA STRUCTURE SECONDAIRE PAR LA METHODE 

DE CHOU ET FASMAN DE LA REGION C-TERMINALE 
DE L '  ALC-L27 

La p a r t i e  encadrée ( 175-179 ) correspond a un coude+ 
( H e t  h = Hé l i ce  a ;B e t  b = s t r uc tu re  j3 ; Turn = Coude P. 

1 e t  i = I n d i f f é r e n t  ). 



- Une région C-terminale ( séquence 50 à 192 ) où nous trouvons 

plus de 35% hélices a ( al à as ) et 15% de feuillets f3 ( Pl à p5 ). 

- Une région N-terminale ( séquence 1 à 50 ) à très forte 

probabil i té pour n'adopter uniquement qu'une structure en coude f3, ce 
qui est tout à fait exemplaire sur une séquence d'une telle amplitude. 

Ces éléments ont éte soumis à 1 'épreuve de 1 'étude physique par 

dichroïsme circulaire de 1'ALC-LZ7. 

C - ETUDE PAR DICHROISME CIRCULAIRE 

1 - INTRODUCTION : 
En plus de la détermination de la structure secondaire d'un 

polypeptide ou d'une proteine, le di chroïsme circulaire permet de 

réal iser un certain nombre d'études physico-chimiques comme par exemple 

1 a mi se en évidence des interactions protéi ne-protéi ne ou 

protéine-1 igand. En effet, les effets Cotton mesurables en dichroïsme - 

circulaire dans le domaine de 1 'Ultra-Violet lointain ( 150 à 240 nm ) 

sont ceux du chromophore CO-NH ( effets Cotton dits '' intrinsèques " ) 
dont 1 'activité optique est directement rel iée à la structure secondaire 

d ' un polypeptide. A chaque structure secondaire correspond al ors Z une 

ou plusieurs bandes dichrorques particulières qui lors d'interactions 

peuvent être modifiées. 

II - ETUDES DES SPECTRES DICHROIQUES DE L'ALC-LZ7: 

1") LE SPECTRE DICHROIQUE DE L'ALC-LZ7: 
L'échantillon dlALC-LZ7 est dissous dans de l'eau déminéralisée. 

Seul est retenu pour l'étude physico-chimique, un échantillon parfaite- 

ment solubi 1 isé et recueilli après centrifugation. La concentration en 

protéines de la preparation est déterminée par la méthode de Lowry. Le 

dichrographe Jobin-Yvon Nark II a 6té utilisé pour nos Wudes. Le 

spectre de 1'ALC-LZ7 ( Fig.40. ) montre principalement entre 190 et 250 

nm, les bandes dichroïques des hglices a et leur pourcentage atteint une 
valeur de 35%. La comparaison de notre spectre à ceux obtenus par Holt 

et Lowey ( 1975 ) C461 et par Wu et Yang ( 1976 ) Cl341 révèle que les 
spectres dichroïques pour d'autres chaînes légères . de la myosine de 

muscle squelettique Blanc de Lapin sont tout 8 fait identique 
apparemment à celui de 1 'AL&-L2, de 1s myosine cardiaque de Porc 

( Fig.40b). 





11 est interessant de retrouver le pourcentage avancé par la méthode de 

prédiction de Chou et Fasman , LE MEME POURCENTAGE D'HELICITE a DE 35% 
etant obtenu par les deux approches mathématique. et exp6rimentale. 

2") ETUDE DES INTERACTIONS DE L'ALC-LZ7 PAR DICHROISME 

CIRCULAIRE : 

Dans la mesure où les effets Cotton de deux molécules s'addition- 

nent, à partir du spectre dichroique d'un mélange de deux molécules, i l  
est possible par soustraction du spectre théorique d'une des mol écules 

de montrer que, si le resultat est nul, les molécules sont indépendantes 

mais qu'au contraire 1 'obtention d'une différence de spectre impl ique 

l'existence d'une interaction entre ces deux molGcules. 

Les travaux de Sutoh 1 1982 ) 11123 ont demontré que 1 'ALC-LZ5 de 
la myosine de muscle squelettique de Lapin interagit avec 1 'actine. Il 
nous est apparu de grand interat d'étudier les spectres dichroiques de 

mélange d'ALC-L27 et d'actine à différentes concentrations relatives. 

Le spectre dichroique de l'actine de muscle cardiaque de Porc a été 

déterminé et est illustré ( Fio .  41a j .  Ce spectre est semblable à celui 

de l'actine de muscle squelettique de Lapin décrit par Wu et Yang 

( 1976 ) Cl403 . 
Lorsque nous ajoutons à l'actine en rapport équimolaire I'ALC-LZ7, 

nous obtenons un spectre intermédiaire ( Fig. 41b ). Ce résultat est peu 

significatif et aucune conclusion n'a pu en être tirée concernant une 

interaction possible actine-ALC-Lp7 . 
D'autre part, les études de dichroïsme circulaire menées en 

présence de facteurs intervenant lors de la contraction musculaire : 

ions divalents, calcium, magnésium, 1 'ATP, complexe Mg-ATP, 

sous-fragment HMM-SI n'ont pas non plus provoque de modification 

significative du spectre de 1 'ALC-Lp7. 
Au total, i l  semblerait que la liaison actine-myosine ignore les 

chaînes légères ALC et que ces chaqnes légares sont globalement peu 

influencées dans leur conformation par les " CO-facteurs " de la 

contraction musculaire. 



1 I 

FIGURE 41 : ETUDE DES INTERACTIONS DE LA CHAINE LEGERE ALC-LZ7 AVEC L'ACTINE 1 
PAR DICHROISME CIRCULAIRE. l 

1 
a ) L'actine seule. i 

b ) L'actine (------ ) ; La chaine légère ALC-LZ7 ( -) ; Un echantillon 

constitué d'une mole d'actine et d'une mole de chaîne légère. ( 1 



III  - ETUDES DES SPECTRES DICHROIQUES DU FRAGMENT N-TERMINAL 
DE L'ALC-LZ7 : 

1") INTRODUCTION : 

Dans la mesure où la région M-terminale pourrait conférer un rôle 
particulier à 1'ALC-L27, i l  nous a paru important d'isoler l e  peptide 
contenant les 50 premiers résidus d'acides aminés e t  d'établir l e  
spectre dichroique. Pour ce faire l e  modèle ALC-LZ7 de Porc e s t  des plus 
intéressants puisque les 66 premiers résidus peuvent "e.re obtenus par 
coupure par l e  bromure de cyanogène ( cf. Chapitre III-C ). Ce peptide 
1 CB1 de 66 residus 1, s i  1 'on se refsre 3 1 'illustration presentee Fig. 
38, possède la  particularité de ne contenir que très peu d'acides aminés 
ayant la probabilitg de former une helice a e t  donc de perturber l e  
spectre dichroique de la région N-terminale. 

Notre modèle pour ce point particulier présente un avantage 
indubitable sur le classique exemple réference d8ALC-LZ5 de Lapin qui 
dans les mêmes conditions de clivage BrCN ne peut 1 ibërer q u ' u n  peptide 
plus long ( 101 rësidus ) du f a i t  de la position plus interne de la  
premiere méthionine. 

2") ETUDE DU SPECTRE DICHROIQUE DU FRAGMENT N-TERMINAL : 

L'étude de dichroïsme circulaire a été effectuée sur un peptide 
BrCN CB1 obtenu après act ion du BrCN e t  purifié pa r  RP-HPLC. 

L'échantillon es t  dissous dans l'eau e t  l e  spectre dichroïque es t  
analysé entre 190 e t  250 nm. - 

Le profil obtenu est totalement différent de celui de 1'ALC-La7 intacte 
( F i g . 4 2 a  ) : le spectre révèle l'absence de bandes dichroïques 
négatives caractéristiques d '  hé1 ices a, mais par contre i l  existe une 
faible bande positive a 212 nm évoquant une structure en coude p. Ces 
structures en coude f5 donnent toujours u n  signal relativement faible, 
mais cette hypothèse de région en coude f5 éta i t  largement avance nous 
1 'avons vu plus haut par 1 'étude prédictionnelle de Chou e t  Fasman. 11 y 
a donc encore confirmation expérimentale de 1 'étude prévisionnel l e  
statistique. De plus, pour l e  peptide CB1, la probabilité de t u r n  
C P ( t )  1 est géneralernent de 1 'ordre de 1oe5 e t  peu de résidus d'acides 
amines dépasse la valeur moyenne symbolisée par la ligne continue 
( Fig.43 . ) .  



FIGURE 42 : 

. 4 0  I 
ETUDE PAR DICHROISME CIRCULAIRE DU FRAGMENT 

C H A I N E  LEGERE 

N-TERMINAL 

ALC-L27 ( PEPTIDE CB1 ) ET SES INTERACTIONS. 

a  ) Spectre dichroique du peptide CB1 dans 1 'eau ( peptide purifie par RP-HPLC ).  

b ) Interaction du peptide CB1 avec l 'act ine : 1 'actine ( ----- ) ;  le  peptide 
Cf3 ( ++e. ) ; mélange d'une mole d'actine t une mole de CB1 ( -  1 

c ) lnleraction du peptide CBL avec les ions calcium ( )  à une concentration 
de 1,2 M en CaC12 



FIGURE 43 : CALCUL DE PROBABILITE DE LA STRUCTURE SECONDAIRE*D~ LA REGION 
N-TERMINALE ( p o s i t i o n  1-66 ) DE L'ALC-L2,. 

( ' ~ u r n  = PAl x PA2 x PA3 ) : l e s  v a l e u r s  a p p a r a i s s a n t  sous l a  l i g n e  cont inue  
r é v è l e  une f o r t e  p r o b a b i l i t é  pour a d o p t e r  l a  conformation en p-Turn. 

FIGURE 44 : AUGMENTATION DE LA VALEUR DU 6 A 210 nm EN FONCTION DE LA 

CONCENTRATION EN CaC12. 



3') ETUDE PAR DICHROISME CIRCULAIRE DES INTERACTIONS 
PEPTIDE CB1 -ACTINE, PEPTIDE CB1 -IONS DIVALENTS : 

a) Interaction peptide CB1 -actine : 
Comme pour 1 'ALC-L2, intacte, une étude de la possible interaction 

peptide CB1-actine a été réal isée par dichroïsme circulaire.. Le spectre 
du mélange peptide CB1-actine ne s'est pas avére significatif pour 
avancer la notion d'une possible interaction et ceci quelque soit le 

rapport actine/peptide CB1 ( Fi g. 42-b ) . 

f3) Interaction peptide CB1- ions divalents : 
L'influence des ions calcium sur la conformation du peptide CB1 a 

été étudiée par dichroïsme circulaire pour des concentrations 
croissantes en CaC12 de O à 4 M. Cette étude révele que la structure 
secondaire de CB1 est modifiée avec une augmentation de 1 'intensité de 
la bande positive Zi 212 nm. Lorsque la concentration en CaC12 est de 1.2 
M, le spectre est alors nettement modifié ( Fig.42~ ) bien qu'un 
changement de spectre est déjà observé pour une concentration de 0,6 M 
CaCI*. Ce résultat signifie que le nombre de coudes augmente avec 
l'élévation de la concentration en CaC12 se traduisant par une valeur de 
8 croissante ( Fig.44 ). 

Cette modification de structure aurait pu ?tre due à 1 'action de 

n'importe quel ion divalent et non spécifique du calcium. Pour lever 
cette ambiguité, une étude identique a été effectuée par dichroïsme 
circulaire en remplaçant les ions calcium par les ions magnésium. Nous 
n'observons alors aucune modification du spectre, p& pour des 
concentrations en MgC12 de 5 M. Ce resultats permet de penser que le 
rôle des ions calcium sur la modification de structure secondaire du 
fragment N-terminal de I'ALC-LZ7 est tres important et très specifique. 

IV - CONCLUSION : 
Cette étude de la structure secondaire de 1'ALC-LE7 de la myosine 

ventriculaire de coeur de Porc nous a permis de montrer que la chaîne 

légère est constituée de deux régions distinctes avec une région 
N-terminale de structure secondaire tout à fait particulière. La 

structure secondaire prédite selon la méthode de Chou et Fasman a été 

confirmée par notre étude de dichroïsme circulaire. Cette analyse en 
dichroïsme circulaire montre aussi que le protocole de préparation 
utilisé permet d'isoler 1 'ALC-Le, dans un état de pureté élevé. 



L 'étude des interactions de 1 'ALC-LZ7 avec différents 1 igands par 

dichroïsme circulaire ne nous a pas donné de resultats déterminants. Le 

pl us souvent, 1 es bandes dichroiques caractéristiques du 1 i gand masquent 
ce1 1 es de 1 ' ALC-LZ7 : par exemple, i 1 est admis que 1 a chat ne légere de 

type ALC interagit avec l'actine ( Sutoh 1982 Cl121 ; Kassab 1982 [541),  
mais aucune modification de spectre ne peut être effectivement détectée 

par dichro'ïsme circulaire pour les mélanges actine-ALC-Lp7. 

Par contre, des résultats très interessants ont été obtenus avec le 

fragment N-terminal ( CB1 ) de la chatne legère. Son spectre dichroïque 

est caractéristique d'une structure en coude j3 et ~Glectivement les ions 

calcium modifie le spectre ( augmentation du signal de la bande 

dichroïque à 212 nm ). La concentration en CaC12 de 1,2 M peut paraitre 
très élevée au regard de conditions physiologiques. Cependant, pour une 

expérimentation in vitro-et pour des études physico-chimiques des 

conditions exemplaires sont nécessaires. Dans le cas particulier, i l  

faut que tous les sites sensibles aux ions calcium soient occupés pour 

observer le changement du spectre ( Aubert et al 1981 ). De plus, i l  est - 
possible qu'in vivo les transporteurs d'ions ou les protéines 

régulatrices du flux calcique interviennent pour atteindre des cibles 

privilégiées, si bien que localement la concentration en ions ca2' peut 
A 
etre plus élevée même que celle utilisée pour nos expérimentations 

in vitro. Ceci pourrait également expliquer que Ueno et al ( 1985 f 1201) - 
ont aussi utilisé une concentration en CaC12 de 0,3 M , c'est à dire une 

dimension non physiologique pour visualiser un trgs faible changement du 

spectre dichroique de 1'ALC-LZ5 de muscle squelettique de Lapin. 

Une modification de conformation due aux ions ca2+ n'est pas 

observee lors de l'etude du spectre dichroique de I'ALC-L2, intacte. Ce 

résul tat peut s ' expl i quer : 
- par la faible contribution du signal dichroique positif des 

coudes f3 à 212 nm par rapport au signal negatif élevé des hélices a. 
- par le fait que le peptide N-terminal CB1 ne représente que 20% 

de la molécule. 

Cette étude de l'interaction ALC-L2, intacte-ions divalents suggère 

également que les ions divalents ntauraient aucune influence sur la 

structure secondaire de la région C-terminale de 1 'ALC-L27. 



CHAPITRE 

PARTICULARITE'S DE L'ALC-Lp7 

PRESENTATION 

D'UN MODELE MOLECULAIRE 



A - COMPARAISON DES SEQUENCES EN ACIDES AMINES DES CHAINES LEGERES 

I - COMPARAISON DES STRUCTURES DES DIFFERENTES ALC : 

Partant de nos études e t  pour mettre en évidence d'autres 
parti cul ari  tés structural es pouvant conférer aux chaqnes 1 égères de type 
" alcaline " ( ALC ) un r81e biologique spécifique, noùs avons envisager 
de comparer la séquence en acides aminés de 1 'ALC-LZ7 de la myosine 
ventriculaire de coeur de Porc ( donc de Mammifère supérieur ) avec les 
séquences déjà connues d'ALC pour d'autres myosines. 

SIC La recherche d'homologie de séquence en acides aminés des ALC de 

myosine de différents muscles e t  pour differentes espèces révèle une 
très grande constance de structure primaire ( Fig. 45A ). Pour aligner 
les parties homologues, i l  ne nous a fallu uti l iser que cinq réal igne- 
ments pouvant d'ailleurs correspondre 8 des déletions e t  ainsi le  
pourcentage global d ' homologie atteint 70 à-80%. Les parties N-termi - 
nales présentent des pourcentages d'homologie faibles ( 30 à 50% ) 
( Fig. 45B ), la structure C-terminale ( position 53 - 192 ) est  la 
mieux conservée ( 90% d'homologie ) : à t i t r e  d'exemples, entre les 
chatnes légères ALC de myosine cardiaque du Poulet e t  du Porc seulement 
15 mutations o n t  été mises en évidence dans la partie C-terminale de ces 
ALC. Ces mutations sont le  plus souvent le  f a i t  d ' u n  simple remplacement 
d ' u n  acide aminé hydrophobe par un autre acide aminé hydrophobe ( I le  en ... 
Leu ou Val ), d'acide glutamique par l 'acide aspartique, de lysine par 
l'arginine .... 

*Les études comparatives de structure primaire des calciprott2ines 
du système contractile ( Troponine C C TN C 1 e t  Parval bumine de Carpe 
[ CPB] ) avec la chaîne légère de type ALC de la myosine de muscle 
squelettique de Lapin ont montre que la conformation de ces protgines 
étaient voisines sinon semblables ( Collins 1974 [lll ; Weeds e t  
McLachlan 1974 Cl331 ) ( Chapitre 1; paragraphe 111-3 1. 

En effectuant une étude similaire pour notre ALC-LZ7, nous avons 
voulu savoir s i  1 'ALC de myosine cardiaque de Mammiferes supérieurs 
possede 

10)'  les mêmes caractéristiques structurales que la TN C ,  la CPB e t  
1'ALC-Lp5 à savoir : 

une structure secondaire du type général 



G D G T V - M G A E L R H V L A T L G E  K L M A G Q E D / K J N G C I N Y E A F V K H I  
G R G I V - P I G A E L R H V L A T L G E  K L M A G Q E D S N G C I N Y E A F V K H i  

FIGURE 45 : COMPARAISON DES STRUCTURES PRIMAIRES DES CHAINES LEGERES ALCALINES (A 
. 

ET POURCENTAGE D 'HOMOLOGIE ENTRE CES SfRUCTURES PRIMAIRES ( B ) 
+( a ) Ent re  l e s  chaines légères ( b ) Ent re  l e u r  r é g i o n  

N-terminale. 

( 1 ) Myosine de muscle sque le t t ique  de Lapin RbSM-LZ5 ; ( 2 ) Myosine de muscle 

sque le t t ique  de Poulet  CSM-LZ5 ; ( 3 ) Myosine de muscle squelet t ique de Poulet  

CSM-LI6 ; ( 4 ) Myosine de muscle l i s s e  de gés ie r  de Poulet  CGM-LI7 ; ( 5 ) Myosine 
de muscle cardiaque de Poulet  CCM-LZ7 ; ( 6 ) Myosine v e n t r i c u l a i r e  de Porc PCM-LZ7 



A, B, X,S figurant des régions d'une dizaine de residus d'acides aminés 

A, B 1 es régions hé1 i co'i da1 es hydrophobes 

X la région de liaison entre domaines fonctionnels 

S 1 es régions très hydrophi 1 es ( pour 1 es cal ciprotéi nes correspondant 

aux sites de fixation des ions calcium et magnésium ). 

Si est retenu ce mode d'agencement moléculaire pour 1 'ALC-LZ7, le 

maintien en situation conformationnel le et fonctionnelle des régions 

caractéristiques impose 1 a notion d ' interactions ami no acides de type 

Van der Waals ( le maintien de la structure tridimensionnelle étant 

assuré, en effet, par interactions entre différents acides aminés 

hydrophobes situés de facon précise dans les différentes régions 

hé1 i coïdal es ( Kretsi nger 1972 [64]  ) . 

2') Dans la partie C-terminale des structures permettant la 

possible fixation des ions calcium. 

D'après Kretsinger et Nockolds 1973 [65], un site de fixation du 

calcium ( S ) est constitué de 12 résidus pour lesquels les positions 1, 

3, 5, 7, 9 et 12 correspondent aux axes des verticales d'un octaedre 
( X ,  Y ,  2, -X, - Y  et -Z ) permettant la liaison avec le calcium, comme 

nous l'avons representé ci-dessous : 



Le cristal de calcium est inserré dans une boucle,formée de 12 

résidus d'acides aminés adoptant une conformation bien particulière. 

Une condition indispensable pour que le site fixe effectivement le 

calcium, est qu'au moins 4 acides aminés occupant les différentes 

positions 1 à 12 ( en face des axes X . . .-Z ) soient chargés 

négativement ( acide glutamique ou acide aspartique ). 

) Pour le premier point, la comparaison des structures primaires 
des régions C-terminales des ALC : 

* ALC-LZ5 de la myosine de muscle squelettique de Lapin ( RbSM-LZ5 ) 
* AL COL^^ et -L16 de la myosine de muscle squelettique de Poulet 

( CSM-L25 et CSM-L16 ) 
* ALC-L17 de la myosine de muscle lisse de gésier de Poulet 

( CGM-LI7 
* ALC-LZ7 de la myosine cardiaque de Poulet ( C C M O L ~ ~  ) 

* ALC-LZ7 de la myosine ventriculaire de coeur de Porc ( PCM-L2, ) 

montre que les positions " clefs " sont toutes occupées par des acides 
aminés de nature hydrophobe ( Fi g. 46 ) . Rappelons ici que les si tes 

amino acides d'interactions hydrophobes sont considérés par analogie 

avec les résultats d'étude cristal lographique d'une parval bumine de 

Carpe ( étudiée par Kretzinger et reprise par Weeds et McLachlan ). Si 

des mutations interviennent, elles restent conservatives, comme par 

exemple en position 106 où une isoleucine est remplacée par une leucine 

ou une méthionine. En accord avec Weeds et McLachlan 1974 C1331, ce 

résultat suggère que le maintien de la conformation de la region 

C-terminale des ALC peut être du type [ A-S-B-X-A-S-B 1, comme pour les 

calciprotéines et est le fait d'interactions hydrophobes. 

En partant de cette hypothèse, nous avons voulu savoir qu'el les 

étaient les régions possibles d'interagir par liaison de type Van der 

Waals. Ainsi, nous avons schématisé le modGle proposé par Weeds et 

McLachlan et nous avons replace ( Fig. 47 :> ) les différentes structures 

organisées ( hélices a et feuillets b ) trouvé par le prédictionnel . Les 
résidus qui, d'après Wecds et McLachlan ( 1974 ) Cl331 , sont engagés 
dans des interactions hydrophobes ont été placés et le schéma laisse 

alors envisager des interactions possibles entre les helices al - as ; 
a2 - a7;a5 - a7 ; a3 - a4 et les feuillets f3 : B3 - . 



H V F D K E  
R V F D K E  

H V F I I K E  n 

FIGURE 46 : Compahdbon d a ' .  d t t t u c t w e b  phirnaiheb deb paht ied 

C- t e t rmina te~  ded A L C   de^ myoaineb 

Les acides aminés encadrés correspondent aux positions d'acides 

aminés hydrophobes responsables du maintien d'une certaine confor- 

mation ( P ' A P R E S  WEEDS g McLACh'LAN 1 9 7 4 ç 1 3 3 3 ,  les sites S corres- 

pondent aux sites présumés de fixation des ions calcium, 

(1) RbSM-LZ5 (2) CSM-LZ5 ( 3 )  CSM-LI6 ( 4 )  CGM-L17 (5) CCM-LZ7 

(6) PCM-LZ7 

j(t Correspond à l a  p o s i t i o n  106 



FIGURE 47 : INTERACTIONS HYDROPHOBES ENTRE LES STRUCTURES ORGANISEES 

DE L ' ALC-LZ7. 

Sur l e  schéma proposé par Weeds & McLachlan 1974 ç1333qui es t  du type 
( ABSXABS ) X 2 ( en poi nti 1 lé  ) nous avons f a i t  figuré les structures a e t  @ 
trouve par l e  prédictionnel, ( O ) correspondent aux acides aminés hydrophobes 
importants pour l e  maintien de la conformation. ( ) correspondent aux acides 
ami nés hydrophobes engagés dans des interactions du type Van der Waals. 
). sont les coudes f l  



) Pour le deuxième point, 1 'agencement moléculaire [ ASBXASB] 
. 

étant acquis, nous avons considéré les positions de coordination au 
niveau des sites S1 - S4 ( Fig. 46 ) . Dans le cas de le troponine C qui 
fixe effectivement les ions divalents nous trouvons 4 points de 
coordination occupés par des acides aminés chargés négativement pour 

tous les sites ( S ), mais pour 1'ALC-L27, au contraire, y seul le site S3 
possède le nombre d'acides aminés suffisants pour potentiellement fixer 

les ions divalents ou .la capacite de lier le calcium ( Tableau XII1 ). 

En conclusion, cette étude comparative révèle que la partie 
N-terminale de 1 'ALC-LZ7 possède une structure caractéristique ( i l  y a 
peu d'homologie de séquence dans cette région ). La portion C-terminale 
par contre est très bien conservée ( approximativement 90% d'homolo- 
gie ) Si les acides aminés indispensables pour le maintien d'une 
structure tridimensionnel le comparable à ce1 le de cal ci protéine sont 
présents pour 1 'ALC-LZ7, sa région C-terminale ne semble pas fixer de 
manière spécifique les ions divalents. 

II - COMPARAISON DES STRUCTURES PRIMAIRES D'ALC et DE RLC : 
La comparaison des structures primaires de 1 'ALC-LZ7 de la myosine 

ventriculaire de coeur de Porc et de Poulet avec celle de la RLC-LI8 de 
myosine cardiaque de Poulet révèle que les ALC ont une structure 
primaire très différente de celle des RLC ( Fig.48 A). Le pourcentage 
d'homologie n'atteint le score que de 19 à 30% et ceci en introduisant 
un nombre important " d'intervalles " ( une trentaine environ ), 

principalement dans 1 a région N-terminale. La région charnière separant 
les régions N- et C-terminales ( EFKEAF ) reste bien conservée. Nous 
pouvons aussi remarquer que les positions qui dlapr.ès Weeds et McLachlan 
( 1974 ) Cl331 sont indispensables pour conditionner une structure 
tridimensionnelle voisine de celle de la TN C , sont egalement occupées 
par des residus d ' acides aminés hydrophobes ( Fi g.48 B ) . 

De toute cette étude de comparaison des structures primaires des 
chaqnes légères et au vu des grandes analogies de structure, nous 
pouvons conclure que les chaînes légères ( aussi bien RLC que ALC ) et 
les cal ci protéines du système contractile ont probablement dû &vol uer à 

partir d'un gène ancestral commun. 



TABLEAU XII1 : Ghoupes de coahdinat ion du calcium  dan^ l a  Rhoponine-C e t  po b i t ionb équivalenXeh 
pou& Le ch aZne A l égèheb a l c a l i n e  e t  hdgulathice  de myobineb . 

X , Y & Z correspondent aux verticales de l 'octaèdre des pos i t ions  l i a n t  l e  c a l c i u m  avec les pos i t ions  
de séquence indiquées dans les d i f f é ren t s  sites c?e l a  TNC , les ALC ( P )  RbSM-L25 e t  1 'ALC-LZ7 de l a  

m y o s i n e  v en t r i cu l a i r e  de coeur de P o r c  e t  l a  RLC de l a  m y o s i n e  cardiaque de P o u l e t .  

P o s i t i o n  de 

coordinat  ion  

X 

Y 

Z 

-Y 

-X 

-z 
C h a r g e s  
négatives 

TNC 

S1 S~ S3 S4 
A s p  A s p  A s p  A s p  

A s p  A s p  A s n  A s n  

G l y  Ser A s p  A s p  

A s p  T h r  T y r  A r g  

Ser A s p  A s p  A s p  

G l u  G l u  G l u  G l u  

4 4 4 4 

ALC 

(1) sl ( l l S 2  ( i lS3 ( i l S 4  
A s p  A s p  A s p  G l n  A s p  A s p  G l n  G l n  

T h r  T h r  G l n  G l u  G l u  G l u  A s p  A s p  

A s p  G l u  A s n  A s n  A s p  A s p  A s n  A s n  

L y s  L y s  L y s  A l a  T h r  T h r  C y s  C y s  

T h r  T h r  G l u  A s p  G l y  G l y  A s n  A s n  

G l n  G l n  G l u  G l u  G l u  G l u  G l u  G l u  

2  2 3 3 4 4 2  2  

RLC 

S1 S~ S3 S4 
A s p  P r o  A s p  A s p  

A s n  P r o  G l u  Ser 

- 
A s p  A s n  L y s  A s n  

P h e  T h r  H i s  A s p  

A s p  T h r  L y s  A s n  

A s p  G l u  A s p  C y s  

4 1 3 2 



N A - S  
M A - N  
t E K D  

FIGURE 48 : Compahai~on de&: &ithuc.tuaeb phirnaiheb  de^ A L C  de myobines . 
c a h d i a q u a  ( Poule t  g Pohc 1 eit de l a  R L C  de mkeo&ine 

caadiaq ue. 
A - ~omparai.son des structures primaires des chaines légères permettant 
la mise en Gvidence des régions homologues. 

B - Comparaison permettant de mettre en évidence les positions des 
acides aminés hydrophobes qui maintiennent la conformation des chaînes 

légères. 

(1) structure primaire de 1'ALC-L27 de Porc ; ( 2 )  AJLC-L27 de Poulet 

( 3 )  RLC-LIS de Poulet. 



B - HYDROPHOBIE ET HYDROPHILIE DE LA MOLECULE 

La méthode de Chou et Fasman nous a permis de prédire la position 
des hélices a le long de l'axe peptidioue de I'ALC-LZ7. En utilisant les 
travaux de Eisenberg et al ( 1982 ) Cl81 , Kaiser et Kezdy ( 1983 ) [53] 
Eisenberg - et a1 ( 1984 ) [191 , différents programmes informatiques 
d'analyses permettent d'apprécier la nature hydrophobe ou hydrephile des 
différentes structures ( helices a ; feuillets f3 ), de donner même des 
indications sur la structure tertiaire d'une molécule ( par exemple, le 
caractère amphi phi 1 e des a-hé1 i ces ) . 

L'étude de calcul ''d'hydrophilicitE" a pu être menée il partir de la 
structure primaire proposée pour 1'ALC-L2, oui se révèle etre une 
molécule relativement peu hydrophile puisque la valeur moyenne d'hydro- 
philicité n'est que de 0,37. 

Trois régions se révGlent néanmoins un peu plus hydrophile et donc 
plus extériorisées " à priori '' : 

* la région CB1 N-terminale ( séquence 1-66 ) 
* dans la portion C-terminale, 

- les régions correspondant aux sites S, ( en structure coude 
I 

F> ) et S2 en structure feuillet plissF ( la région occupée par le 
feuillet fi3 ). 

- à un moindre titre , certaines régions des zones 
héliccïdales u4, as et a7. 

Ainsi, à titre d'illustration la région sub-N-terminale, montre des 
valeurs d ' hydrophi 1 ici t e  très élevées : 

Résidu en position N O 2  Pro 1,5 
3 Lys 2,o 

4 Lys 2,o 
5 Pro 1,4 
6 Glu 1,3 
7 Pro 0,8 

D'ailleurs malgré la présence de 3 résidus de proline, la valeur 
moyenne d'hydrophi 1 ici té atteint 1,5, valeur élevée qui ne tient pas 
compte de l'hypothèse de l'existence en position 1 de la triméthyl 
i N -alanine qui pourrait caracteriser 1'ALC-L27 de la myosine cardiaque 
de Porc, comme il a été décrit pour plusieurs ALC de myosines d'autres 
muscles et pour d'autres espèces ( Henry - et al 1985 [401 ) .  Ainsi ,ce 



caractère t rès  hydrophile très prononcé de cette partie de la molécule 
est à rapprocher du f a i t  de l'interaction à son niveau avec l 'actine 

( Kassab 1982 [543 ; Sutoh 1982 Cl121 ). 

Le caractère hydrophi 1 e-hydrophobe de toute 1 'ALC-LZ7 a aussi pu 

ê t r e  calculé ( Fig.  4 9  ). Le trace obtenu par  rapport à 1 'hydrophil ic i té  
moyenne confirme les  résultats précedemment obtenus e t  montre la 
presence de sites hydrophiles, pouvant correspondre à des s i tes  de 
fixation des ions .cal ci um, qu  'entourent des hé1 ices de nature 
hydrophobe. 

Nous avons également étudié en detail .le caractère hydrophobe des 
différentes zones hé1 icoidales ( al à % ) ~ r â c e  au programme HELICE, 
nous obtenons une representation graphique où l 'hélice est  vue selon son 
axe central à partir duquel les chabes latérales des differents résidus 
d'acides aminés sont figurées. La longueur de la projection ( le  vecteur) 
est  un signal numérique d'hydrophobicité associé directement à la nature 
de la chaîne latérale de l'acide aminé e t  la direction du vecteur est 
déterminée par la place de la chatne latérale sur le  pas de 1 'hélice 
( Eisenberg e t  al 1982 [181 ). 

Par exempl e, pour 1 ' hé1 i ce al ,nous di s t i  nouons nettement deux parties 
approximativement d ' égale importance ( F i  g.4W ) : 1 a partie supérieure 

très hydrophobe peut interagir avec une partie hydrophobe d'une autre 
hélice par 1 iaisons du type Van der Waals ; la partie inférieure plus 
hydrophile es t  ce1 l e  plus exposée au mil ieu extérieur, aux solvants. 
En régle genérale, les autres hélices a de 1 'ALC-LZ7 possède cette 
double caractéristique d'une portion hydrophile e t  d'une autre 
hydrophobe ( F i g . 5 0  ) Ces résultats confirment la possibilité de 
stabilisation de la structure tridimensionnelle de 1'ALC par interaction 
hydrophobe hélice-hé1 ice, comme 1 'avait s u g g ~ r é  Weeds e t  McLachlan 
( 1974 ) Cl331 . 

Nous avons aussi voulu véri f ie r  1 e caractère amphi phi 1 e des 
differentes helices : le  moment hydrophobe es t  calculé pas 6 pas sur 
1 'hGl ice e t  i l  faut que la valeur maximale du moment hydrophobe soit 
atteinte. pour un angle de 100" pour considerer 1 'hé1 ice amphi phi le. S '  i 1 

s 'agi t  d'une structure en feuil let  b, la valeur maximale du moment 
hydrophobe d o i t  ê t re  atteinte pour u n  angle de 180" ( Eisenberg - e t  a1 
1984 Cl91 ). L'amphiphilicité est  un facteur de repliement de la 
mol Gcule permettant d'exposer ses surfaces hydrophobes. Le calcul 
réalisé en partant des structures de 1'ALC-L27 révsle que seules les 





l FIGURE 50 : REPRESENTATION GRAPHIQUE DU CARACTERE HYDROPHOBE DES DIFFERENTES 
I HELICES DE L'ALC-LZ7. 



hé1 ices al e t  a5 ont probabl ement le  caractère amphi phi l e  ( Fig .5 1 ) . 
Ces hé1 i ces auraient donc 1 a propriété d ' interagi r avec d 'autres 
structures tandis que les  autres hélices a2, % , a4 , a6 , a, e t  a8 ne 
seraient quant à el les  qu'enfouies au sein de l a  molécule. 

Pour l e  feu i l l e t  plissé b5, i l  s 'agi t  bien d'une structure b dont 
l e  rôle doit ê t r e  tres important car l a  valeur maximale du moment 
hydrophobe e s t  a t te in te  à 180°, cela ref lé te  bien la tendance du B-sheet 
à se " vr i l l e r  " .pour mieux interagir avec d'autres structures 
( Eisenberg - e t  al 1984 Cl91 ) . 

C - CONSTRUCTION DU MODELE MOLECULAIRE DE L'ALC-LZ7 DE LA MYOSIWE 
VENTRICULAIRE DE COEUR DE PORC 

A par t i r  de la  structure secondaire avancBe selon la méthode de 
Chou e t  Fasman, en fanction des rgsulats obtenus par les  estimations 
d1amphiphilicit@ , d'hydrophobicité e t  d'hydrophilicité etc..., nous 
avons tenté de reconstituer 1 a structure tridimensionnel l e  de la -chat ne 
légère ALC-L27 de la myosine ventriculaire de coeur de Porc. L'échelle 
u t i l i sée  e s t  de 1,5 cm par acide aminé ou plutôt par  liaison peptidique 
CO-CH-NH . Nous avons tenu compte des zones hé1 icoïdales ( 3,6 résidus 

par tour de spire ) , des feu i l l e t s  plisses e t  des coudes p. Nous 
avons tenu compte du f a i t  que certaines hélices interagissent entre 
e l les  par liaison hydrophobe ce qui nous a amené à placer à proximité 
les hël ices al e t  a6 ; ap e t  u, ; a3 e t  a4 ; les  feuil l e t s  plisses b3 e t  

( cf. paragraphe A ) . Les autres regions structurées se placent alors 
automatiquement : a3 se rapproche d ' a 4  ; l 'hél ice a5 e t  l e  f eu i l l e t  
plissé b5 se retrouve re je t t e r  à la periphérie ; 1 'hélice a8 se 

rapproche de l a  région N-terminale ( Fig. 52 ). 
L 'axe peptidique de la  région M-terminale se retrouve comptétement 

à 1 'écart de l a  region compacte formée d'helices e t  de feui l le ts  q u i  

e l l e  e s t  assimilable à une el l ipse.  Alexis e t  Gratzer 1978 [l] avaient 
de j a  considéré cet te  notion d'as . p é t r i e  des chabes legeres ALC e t  sa 
forme ellipsoïdale en fonction de la valeur du rayon apparent de Stokes. 



Valeur - 143 - 
d u  Moment 

FIGURE 51- : CALCUL DU MOMENT HYDROPHOBE POUR DIFFERENTS ANGLES DU PAS 
DE L'HELICE a! OU DU FEUILLET PLISSE CONSIDERE. 

( a ) Héliceal ; ( b ) Héliceas ; ( c ) Feuillet piisséf15 



FIGURE 52 : M U D E L E  M U L E C U L A l R E  V ' A L C  

Représentation schématique de la structure tridimensionnelle de 

1'ALC-LZ7 de la myosine ventriculaire de coeur de Porc. Les diffg- 
rentes hélices et feuillets plissés sont placés dans l'ordre établi 

selon la struztq~xe secondaire prédite par la méthode Chou & Fasman. 

La structure figurant en pointillé représente le fragment N-terminal 

( CBl) après action des ions calcium. 

HC : chaines lourdes de la myosine. 



Des données bibliographiques apportent des arguments supplémen- 
taires en faveur de la structure tridimensionnelle du modèle moléculaire 
que nous proposons ( F i g .  52 ) : 

1") En utilisant des composés fluorescents, Burke et  Wang 1982 
C61 on t  montré que pour ltALC-LZ5 de la myosine de muscle squelettique 

de Lapin : 
- La region Glu-Asp-Phe-Val-Glu-Gly-Leu-Arg-Val est une structure très 

7- -- - 
conservee pour toutes .les ALC ( Elle correspond à l'hélice a5 dans notre 
modele ) . Cette région par ses acides aminés hydrophobes ( soulignes 
dans la structure ) interagit avec les chaînes lourdes de l a  myosine. 
Ceci est en rapport avec le f a i t  1 'bel ice. a5 dans notre modele soit  
rejettée a la péripherie e t  possede un caractère amphiphile prononcé q u i  
expose donc vers 1 'extérieur les chahes 1 atérales d 'acides aminés 
hydrophobes s i  tes d l  interaction avec les chaqnes lourdes. 

- La partie N-terminale de 1 'ALC intervient au niveau du s i te  
ATPasique des chaines 1 ourdes. 

- e t  enfin que cette region N-terminale interagit aussi avec 
la zone hélicoTdale a8 de notre modèle, zone C-terminale qui est 
d'ailleurs proche dans 1 'espace de la région N-terminale de la molécule. 

2") Cardinaud 1982 181 ; Kassab 1982 [54] ont  mis en evidence que 
1 ' interaction actine-ALC s 'effectue grâce à 1 'existence de 1 a régi on 
très basique N-terminale ( pour les ALC de myosine de muscle 
squelettique comme pour celle de myosine cardiaque ) 

Triméthyl N + - ~ l  a - ~ r o - ~ ~ s - ~ ~ s  
dans le cas de 1 1ALC-L25 de la myosine de muscle squelettique de Lapin 
La chaîne légere ALC-LZ7 de Porc, came de nombreuses ALC possëde ce 
même enchaînement en acides aminés N-terminal ( Pro-Lys-Lys ). 

3") par ultracentrifugat2on analytique, Ueno - et  al ( 1985 ) Cl201 
o n t  montré qu 'un  peptide de 14 résidus autour de l a  tyrosine en position 
182 est implique dans 1 'interaction du fragment 20K de 1 'HMM-SI de la 
tete globulaire de la  myosine e t  que 1 'interaction ne peut avoir lieu 
qu'en presence d'actine. La region p5 contenant le  residu de tyrosine 
182, du f a i t  de sa structure en feuillet plissé, de sa position dans 
1 'architecture géngrale, de son caractere hydrophobe, enfin de son 
moment hydrophobe s i  caractéristique est certainement dans notre modèle 
moleculaire un si te privilégié de 1 ' interaction HMM-SI-ALC. 



Ainsi , si nous retenons notre modèle mol écu1 aire, nous distinguons 

pour I'ALC-L2, deux régions bien différentes à fonction différenciee : 

la région C-terminale compacte, organisée et el 1 ipsaidale; la région 

N-terminal e en structure coude fl compl étement à 1 'écart de 1 'el 1 ipse. 
Les études de dichroisme circulaire avaient montré que les ions calcium 

modifient la conformation de la partie N-terminale ( peptide CB1 ) de 

1tALC-L27, avec une augmentation du nombre des coudes P. Nous avons 

voulu savoir qu'elle pouvait etre l'incidence de cette modification de 

structure sur notre modèle moléculaire. 11 est connu qu'une structure en 

coude j3 est une structure très rigide et avec 1 'augmentation du nombre 

des coudes $ nous voyons que 1 'axe peptidique de la région N-terminale 

pivote d'un angle d'environ 90' ( Fig. 52 ) Or si le fragment 

N-terminal interagi t avec le si te ATPasique des chaines 1 ourdes 

( Burke et Wang 1982 [6] ) , cela pourrait alors signifier que 
l'arrivée des ions calcium provoque la libération du site ATPasique 

par pivotement de 1 'axe peptidique de la partie N-terminale de L'ALC. 

Nos résultats sont tout à fait en accord avec ceux obtenus 

récemment par Bhandari et al (1984) [4c] qui, en utilisant la résonance 

magnéti que nucl éai re , montrent que 1 a régi on M-termi na1 E! de 1 ' ALC 
possède une structure particul ière, que nous décrivons également, d'une 

grande flexibilité, qui joue un role important lors de 1 'interaction 

actine-myosine. 

Cette notion de dynamique moléculaire, comme el le se confirme, . 
pourrait à el le seule val idgr ce travai 1 physico-chimique. 



CONCLUSION 



Le système protéique actine-myosine est universel. Mais si l'actine 

présente des caractéristiques assez constantes, il est maintenant bien 

établi que c'est au niveau de la myosine que s'effectue la 

différenciation des cellules motiles. La structure de la myosine diffère 

d 'un type de musc1 e à 1 'autre et dans des musc1 es homogènes , comme 1 e 
muscle cardiaque, la myosine semble spécifique d'une espèce animale 

donnée. 

Pourquoi 1 a nature a-t-el 1 e imaginé cette diversi te de structure, 
ce polymorphisme, de 1 a molécule de myosine ? 11 est encore bien 

difficile de répondre à ce jour à cette question. 

* Peut être ces myosines polymorphes ne représentent que des stades 
différents de l'évolution de cette protéine, la myosine de muscle strie 

étant vraisemblablement 1 a forme la plus évoluée. Les variations 

phylogéniques sont aussi à rapprocher de ce qui est observé en 

pathologie en particulier tumorale 

* Peut Ctre, aussi pour avoir une meilleure adaptabilité du systiime 
contractile aux exigences fonctionnelles : exemple du muscle antérieur 

rétracteur du byssus de la Moule ( ABRM ) où le systeme contractile 

permet une tension prolongée du muscle. 

Notre étude de la chaîne légère ALC-LZ7 de la myosine ventriculaire 

gauche de coeur de Porc a été entreprise afin 

- de déterminer les caracttiristiques structurales d'une chaîne 

légère de type " alcaline " chez un Mammifère supérieur. 
- de tenter d'établ ir une relation structure-fonction qui pourrait 

A etre en rapport avec cette notion d'adaptibilité des systèmes 

contractiles et d'explorer plus directement, au niveau mol@culaire, les 

interactions ALC-chaines lourdes de 1 a myosine. 

Mous avons, ainsi dans un premier temps, entrepris 1 'étude de la 

structure primaire de la cha?ne ltigère de plus haut poids moléculaire de 

la myosine de ventricule gauche de coeur de Porc ALC-LZ7 correspondant à 

la chaîne légère de type '' alcaline ". 
* L 'étude d'une structure primaire exigeant 1 ' isolement d'une 

quantité relativement importante de protéine, nous avons donc mis au 

point un protocole simple et original de préparation et de purificstion 

de 1 'ALC-LZ7 qui permet de séparer chaînes 1 égères et chaînes 1 ourdes di. 

myosine cardiaque en une seule étape. Lt61ectrophorGse en gel de 

polyacrylamide en présence d'urée 8 M a permis en outre d'isoler pure 

chacune des chaînes IEgères, en individualisant même la forme 

phosphoryl ee RLC- t 
18P' 

et cela avec de très bons rendements. 



* Deux critères de pureté ont été retenus pour vérifier 

1 'homogénéité de nos préparations : le gel d e  polyacrylamide en présence 

de SDS et l'identification des peptides de plus haut poids moléculaire 

obtenus apres action du BrCN de 1'ALC-L27 et de la RLC-LI*. 

* Différentes hydrolyses enzymatiques et coupures chimiques ont 6té 
conduites. Au cours de ces démarches i l  est apparu que quelque soit, le 
cl i vage de 1 'ALC-L2, choisi des phénomènes d'agrégation se produisaient 

au cours, même, des réactions. 11 apparaissaient très vite que les 

peptides de 1'ALC-LZ7 ont tendance à se reassocier spontanement et ceci 

seulement une fois 1 i bérés . 
La formation d ' insoluble a alors considérablement g@n6 1 es 

tentatives de fractionnement des différents hydrolysats dlALC-LZ7. 

L'utilisation de methodes dites " conventionne!?es " de séparation ne 

nous a pas permis d'obtenir tous les peptides purs en quantité 

suffisante pour une étude de structure. 

Aussi après de nombreux essais infructueux dans la mesure où les 

mêmes peptides étaient purifiés et les autres peu ou pas retrouvés 

( quelque soit le clivage CU les supports chromatographiques ) ,nous 

avons eu recours à la chromatographie liquide haute pei*formance en 

utilisa~t des colonnes de phase inversee ( RP-HPLC ), la séparation 

s'effectuant alors selon le caractère hydrophobe des peptides. 

Cette technique s'avère sans conteste la plus efficace pour purifier en 

quantité les peptides de I'ALC-Lp7. Toutefois, cette methodologie a été 

de mise en oeuvre relativement délicate, les phases mobiles et les 

phases stationnaires devant être minutieusement choisies sel on le type 

d' hydrolysat à fractionner ( nombre et tail le des peptides ; adsorption 

irréversible de certains peptides sur les phases stationnaires ) . Nous 
avons également constater qu'un préfractionnement par une techriique 

" conventionnelle " améliore la capacité et la qualité de la séparation 
ultérieure des hydrolysats de llALC-LZ7 par RP-HPLC. 

Pour 1 'étude des peptides de 1'ALC-L27, nous avons en fait effectué 

une évaluation systématique de ciifferentes col onnes RP-HPLC 
commercialisées et bien que peu d'auteurs utilisent la colonce R-Phényl, 

nous avons finalement obtenu pour 1 'ALC-LZ7 1 es mei 1 leurs resul tats avec 

ce type de colcvne : les peptides de 1'ALC-LZ7 ainsi isolés en quantité, 

et surtout dans un état de pureté élevt?, permettant 1 'alignement à 

1 'aide de différents recouvrements, de 114 residus d'acides amin6s dans 

la séquence de 124 résidus qui constitue la partie C-terminale de notre 
cha? ne 1 égere. 



Au total, nous avons établi une grande partie de la séquence 

couvrant : la région N-terminale ( 1-66 ) contigue à la rggion 

C-terminale ( 66-192 ) totalement déterminée. 

Nous retiendrons que ce travai 1 de détermination structurale fût 

delicat et même difficile 

- difficile pour obtenir une stratégie efficace de coupure de l'a.xe 
peptidique; 

- difficile pour definir les protocoles de fractionnement des 

fragments. 

- délicat de mise au . point pour minimiser les formations 

d'agrégats. 

- enfin, difficile sur le plan de la détermination de la séquence 

du fait de la richesse en certains acides aminés connus pour g&er la 

séquence et faire chuter les rendements de cycle de dégradation de 

Edma n . 
Notre modèle sur ce plan représente un exemple de choix dans l'avenir 

pour combiner des approches physiques et chimiques lors de détermination 

de structure de protéines. 

Dans un deuxiéme temps, nous nous sommes interessés à la structure 

secondaire de 1 'ALC-LZ7, en axant notre intérêt sur le fragment 

N-terminal. Cette étude nous a fourni des résultats nombreux qui 

apportent reellement à la connaissance des chaînes légeres en 

établ issant que 

(i ) 1 a structure secondaire du fragment N-terminal en structure 

coude p est tout à fait exemplaire et totalement différente de la 

structure organisée en hPlice a et en feuillets f3 de la région 

C-termi nale. 

( i i )  la structure secondaire est modifiée de façon spécifique par 
les ions calcium. 

Cette modification de structure de la région N-terminale en 

présence d'ions calcium pourrait signifier que 1 'ALC-L2, joue un rôle 

dans l'interaction calcium-dépendante actine-myosine d'un muscle strié 

de vertébré : la région N-terminale riche en proline, alanine, acide 

gl utami que masquant le site ATPasique des chaînes lourdes de la rnyosine 

qui est libéré avec l'arrivëe du calcium. 



Avec l'aide de notre modèle moléculaire, nous pouvons, nous le 

pensons, évoquer en toute hypothèse rendre compte de differents 

événements se produisant à 1 'échel le moléculaire lors de 1 'arrivée du 

calcium qui vient se fixer sur les residus d'acide glutamique de la 

région N-terminale, avant l'interaction actine-myosine. 'Ce mecanisme 

pourrait ainsi être retenu pour les ALC possédant ce fragment N-terminal 

si caractéristique. 

Enfin, notre etude comparative des structures primaires des ALC, la 

très forte analogie de structure entre les ALC et les calciprotéines du 

système ccntractile nous pemet de penser que ces differentes protéines 

dérivent d'un même gène ancestral commun. 11 aurait été surprenant que 

les muscles striés de vertébrés ne possèdent qu'un seul systeme de 

régulation par le calcium ( la TN C ) alors que chez les invertébrés 

deux systèmes ( TN C et chatne legère ) coexistent. Ainsi, au cours de 

1 'évolution des espèces des systèmes biologiques de plus en plus 

complexes se sont individualisés pour mieux contrtler et affiner la 

contraction muscul aire dans son rendement et dans ses modalités 

d'expression fonctionnelle. 

Le dfveloppement de cette approche structure-fonction devient 

actuel lement une préoccupation de la Biologie Molecul aire. Le contrôle 

de 1 'adaptation du muscle passe par des associatifs moléculaires où les 

éléments fonctionnels sont regules dès leur expression gCnique pour 

satisfaire à une fonction. Certainement, dans un avenir proche, 

certaines situations pathologiques béneficiront aussi de ces recherches. 

Notre satisfaction sera par une biochimie traditionnelle, délicate de 

mise en oeuvre, d'avoir participé à cette évolution fonctional iste des 

éléments constitutifs de la nyosine. 
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