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INTRODUCTION GENERALE 



selon le pe/it Robert, le muscle est "une struclllre organique contractile qui assure les 

mouvements". Cette description ne reflète cependant aucunement l'importance vitale de 

cette structure, qui participe aussi bien à l'homéostasIe (constance du milieu intérieur, chère à 

Claude Bernard) qu'à l'action dans et sur l'environnement. Un de nos lointains ancêtres 

scientifiques, à qui des muscles au travail faisaient penser à des souris s'activant sous la peau, 

leur a donné le nom de muscles en référence à mus musculus ("petite souris"). L'appareil 

musculaire a d'abord été décrit par les hlstologistes. La compréh.ension du mécanisme de 

fonctionnement des muscles a dû attendre l'avènement des techniques biochimiques (travaux 

de Bailey et Ebashi notamment, au début des années 60), et c'est un biophysicien du nom 

d'Huxley qui a proposé en 1971 le premier schéma du mécanisme moléculaire de la 

contraction musculaire. 

La principale caractéristique du muscle est son aptitude à transfonner l'énergie chimique en 

énergie mécanique, c'est à dire sa capacité à produire de la force. Les muscles sont classés en 

trois catégories: les muscles lisses, qui assurent des fonctions viscérales indépendantes de l~ 

volonté, le muscle cardiaque, pompe vitale qui assure la circulatIon du sang, et les muscles 

squelettiques que les body-builders exercent et exhibent fièrement Ces muscles squelettiques 

sont des tissus hétérogènes hautement structurés, et adaptés à leur fonction: assurer ia posture 

(ils assurent le maintien des articulations du corps en luttant contre la gravité terrestre), ou 

a'isurer la locomotion et la manipulation (ils permettent alors le déplacement dans ou l'action 

sur l'environnement). 

Les muscles sont constitués d'un assemblage de fibres musculaires, lentes ou rapides, pouvant 

être structurellement et fonctionnellement différentes : chaque muscle est unique en ce sens 

que ses propriétés contrac;tiles résultent de la combinaison des propriétés intrinsèques de 
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chaque fibre et de la proportion de chaque type de fibre le constituant Cette diversité dans la 

structure pennet ur.e adéquation avec la fonction et fait du muscle un tissu hautement 

spécialisé. Malgré l..!tte diversité (dans la structure et dans la fonction), le mécanisme général 

de la contraction reste le même, et met en jeu l'interaction entre deux proteines contractiles, 

l'actine et la myosine. 

Le muscle de l'individu adulte n'en reste pas moins "plastique". En effet, le tissu musculaire 

est une structure ex1rêmement dynamique, en perpétuel remodelage, capable de s'adapter à 

toute modification de l'environnement ou de l'activité de l'individu. Le polymorphisme des 

protéines est à la base de cette plasticité. Cette adaptation peut s'effectuer soit par des 

modifications des proportions des fibres lentes et rapides (transitions L ~ R) et 1 ou par des 

modifications des propriétés (et donc de la structure) des fibres le constituant. C'est ainsi que 

les halt-érophiles ou body-builders peuvent accroîm- force et masse musculaire en manipulant 

de la fonte. Les modifications par l'environnement sont, elles, d'autant plus flagrantes que les 

m.Jieux sont "extrêmes" (milieu.x au.xquels l'Homme est inadapté). De nombreuses études ont 

montré que des séjours dans l'espace altéraient de nombreuses fonctions physiologiques. Dans 

les conditions d'apesanteur et de -confinement propres aux véhicules spatiaux, les membres 

inférieurs des individus sont en fait soumis à une absence de support du poids corporel 

(Hypodynamie), ainsi qu'à une réduction d'acthité (Hypokinésie). Dans ces conditions. les 

fibres musculaires subissent une atrophie fonctionnelle dite de "r;n-utilisation", qui se 

manifeste de manière plus marquée sur les muscles lents antigravitaires, comme le soleus, 

ceux-ci ayant perdu leur fonction. En outre, il a été démontré que les fibres de soleus 

subissaient en plus un phénomène de transformation, les fibres passant d'un phénotype lent 

vers un phénotype rapide. On observe ainsi une augmentation de la proportion de fibres 
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rapides au détriment des fibres lentes au cours de situations d'Hypodynamie-Hypokinésie 

(H-H). 

La protéine la plus étudiée à ce jour au cours d'épisodes d'H-H est la myosine. Les protéines 

régulatrices de la contraction deviennent aujourd'hui plus largement explorées, compte tenu de 

leur rôle déterminant dans le réglage fin des propriétés d'activation des fibres m'lSculaires par 

le calcium. Parmi ces protéines, la troponine C (1 nC) est responsable Je la détection de la 

concentration calcique et de l'initiation d'une cascade d'évènements aboutissant à la génération 

de force par interaction entre myosine et actine. Deux isofonnes de TnC existent dans le 

muscle squelettique; celles-ci diffèrent par le nombre d~ sites de fixation du calcium. Il a été 

démontré que cette protéine intervenait sur les caractéristiques de l'activation calcique, étudiée 

via la relation entre la tension développée et la concentration calcique (relations 

Tension 1 pCa). L'évolution de cette protéine au cov.rs du processus d'H-H est peu documentée 

sur muscle entier, et aucune donnée n'est disponible sur fibres isolées. Nous avons donc 

décidé de focaliser notre étude sur l'expression de la TnC et son influence sur les 

caractéristiques d'activation calcique. Il a fallu pour ce dernier point développer un outil, 

spécifique de la tnC sur fibres isolées et caractéristique du fonctionnement de chaque 

isoforme, afin de pouvoir déterminer le comportement de cette protéine dans les fibres 

coexprimant les deux isoformes (fibres hybrides) et évaluer le rôle de cette protéine dans le 

processus d'H-R Nous avons utilise le bépridil comme outil pharmacologique. Cette molécule 

possède la propriété de se fixer électivement sur la TnC et de pouvoir moduler l'affinité 

apparente de celle-ci pour les cations divalents. 

Le vol international BION 1 l nous a foumi l'opportunité d'étudier les modifications de la TnC 

après un épisode de microgravité réelle sur le triceps de singe, tandis que le modèle du rat 
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suspendu, qui mime au sol les effets de la microgravité sur les pattes postérieures de rat, a 

pemris une étude sur les muscles posturaux comme le soleus. 

Notre étude portera donc sur l'expression de la TnC et son fonctiormement au cours du 

processus de transformatil)n induit par H-H consécutivement à une exposition à la 

microgravité simulée ou réelle. 
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DONNEES BmLIOGRAPHIQUES 



L
· e tissu musculaire squelettique, qui constitue environ 40 % de la masse cOIporelle 

. d'un humain, possède des propriétés fonctionnelles particulières: l'excitabilité, la 

contractUi'é. l'ex1ensibilité et rélasticité. Les propriétés contractiles et élastiques du muscle 

résultent du degré d'organisation des protéines myofibrillaires. L'évohtion des protéines du 

cytosquelette tell~s ractine et la myosine vers une organisation hautement structurée dans les 

muscles squelettiques et cardiaques. reflétée par l'aspect strié de ces muscles., a pennis la 

stabilité et l'efficacité des contractions, adapté à la fonction musculaire chez les animaux 

lJll,périeurs. Ces contractions résultent d'un processus conservé basé sur les interactions entre 

deu.x protéines contractiles, l'actine et la myosine, sous le contrôle diun mécanisme fin de 

variation et de détection de la concentration calcique cytoplasmique par un complexe 

régulateur. La cohésion de cc..t1e structure complexe est as!:.urée par des protéines structurales. 

Nous décrirons dans un pre.rnJer temps les principales protéines constitutives (tilOtrices et 

régulatrices) en détaillant leur polymorphisme (la plupart des protéines constituant les 

lIly()filaments existent sous de multiples isofonnes. dont les combinaisons sont à la base de la 

diversité fonctionnelle existant dans les différents muscles). La fonction de chaque protéine 

sera abordée, et intégrée dans un modèle de régulation calcique de la contn ;tion musculaire. 

Nous aborderons la modulatiun de cette régulatio.n autour d'une protéine clé, la troponine C. 

L UJ,TRASTRUCTURE DU MUSCLE ET PRINCIPE DE 

FONCTIONNEMENT 

1 - STRUCTURE DU A1USCLE 

Les muscles squeleriques sont constitués par une association de fibres. Leur insertion sur les 

os du squelette est réalisée le plus souvent par des tendons, constitués par le prolongement des 
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différentes gaines conjonctives (Fig. 1): endomysium des fibres, périrnysium des faisce~l1.X de 

fibres, et épîmysium entouran~ le muscle. Ces gaines de tissu conjonctif pennettent un 

maintien de la structure musculaire au repoSf et assurent la transmission de force aux 

artiCUlàtions par l'intennédiaire des tendons durant la contraction. Par ailleurs, le réseau de 

tissu conjonctif confère avec d'autres acteurs (protéines telles que la titine ou certaines parties 

dé la molécule de myosine) des propriétés élastiques au muscle. 

Le muscle est par ailleurs irrigué par des vaisseaux sanguins qui lui apportent nutrim~nts et 

oxygène et le débarrassent de ses déchets (COll lactate). 

2 - STRUCTURE DES FIBRES MllSCULAIRES 

Le muscle strié squelettique est composé de fibres musculaires (d'un diamètre compris entre 

20 et 150 pm), regroupées en faisceaux. Ces fibres musculaires sont des cellules plurinuclées 

géantes, pouvant mesurer jusqu'à plusieurs centimètres (Fig. 2). 

Le sarcoplasme contient essentiellement des myofibrilles (de 1 à 2 J,lm de diamètre), 

constitués de myofilaments fins et épais (Fig. 1 et 2). il contient aussi d'autres organites 

iptracellulaires, telles que les mitochondries (centrales énergétiques de la cellule, cf. Fig. 1 et 

2), et le réticulum sarcoplasmique (RS> réservoir à calcium de la cellule). Chaque myofibrille 

est enveloppée par un réseau membranaire complexe dérivé du sarcolemme, qui s'invagine à 

intervalles réguliers pour former le système tubulaire transverse (système n. Ces tubules T 

SOllt cQuplés au réticulum sarcoplasmique, fonnant ainsi des triades (Fig. 2). Le réticulum 

peut libérer son contenu et repomper le ea2
+ : il régule de la sorte la concentration calcique 

C}1oplasmique sous le contrôle nerveux, l'excitation du sarcolemme entraînant la libération de 

l'ion par le RS par le phénomène de couplage excitation--contraction (Me!zer et coll., 1995 

pourrewe), 
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Chaque cellule est sous le contrôle d'un seul neurone moteur, (innt:rvation monosynaptique). 

un motoneurone pouvant innerver plusieurs fibres pour former une unité motrice. 

3·· STRUCTURE DES MYOFJBRlLLES 

La striation transversale caractéristique du muscle provient de l'organisation parallèle et 

alternée des sarcomères, unités anatomo-fonctionneiles de la myofibrille. Un sarcomèr'! est 

délimité par deux stries Z (Fig. 2 et 3) et se compose principalemen~ de deux types de 

filaments: le filament fin et le filament épais (Fig. 3e, d). En micro~ opie électronique, la 

r6gion de chevauchement de ces 2 filamp,nts apparaît plus sombre: elle représente la bande A 

(anisotrope), par opposition à la région plus claire (région isotrope) constituée uniquement de 

filaments fins (Fig. 3e). En fonction de rétat de contraction de la fibre, la bande isotrope est 

plus ou moins 'risible, tandis que la bande anisotrope reste constante: la longueur variable des 

sarcomères rend. compte de ", .~.de contraction du Pluscle (Fig. 4). 

Schématiquemrn~ la contraction fait intervenir des interactions entre les filament fins et épais 

entrelacés qui engendrent le coulissement actif (raccourcissement) ou passif (relaxation). 

4 - LES PROTEINES CO.l"lTRACTILES MOTRICES 

a-L'actine 

a- Structure 

L"actine monomérique est une protéine globulaire (actîne G) d'un poids moléculaire de 

43 kDa, qui pos~e quatre sous domaines (Fig. Sa). L'actine possède la propriété "'e 

polymériser spontanément en milieu salin. Les globules d'aetine forment alors des filaments 

polaires (actine F, fi]ament~use). Dans le sarcomère, les globules d'aerine sont empilés de 

manière à former une hélice serrée. d.'un diamètre de 8 nID. U filament résultant donne une 
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Anisotrope. sa longueur ne varie pas avec r état de contraction. Bande 1 : bande Isotrope. dont 
la longueur varie en fonction du degré de contraction de fa fibre (D'après Marieb. 1993). 



a 
Actine 

monomérique 
ou globulaire 

.. j(---- 37 nm--

b 

Actine filamenteuse 

50kDa 

_____ z_o_ll_e_M ______ tf .... : __ l_o_ne_A __ 

Fig. S : Structure et organisation de.1i globules d'actint. 
a: A..'Tallgement des rnvlécules globulaires d'actine dans le filament d'acline. l'assemblage 
des globules fonne une hélice de type hélicordale (D'après Alberts et coll., 19<;0). 
L'agrandissement mor,tre la "Itructure d'un globule d'aetine, organisée en quatre sous-unités. 
b: Modélisation de 1 u .. eraction actine- myosine. A droite (zone A), cinq globules d'actine 
sont représertés (3 en vert et 2 en h~eu: La tête SI de myosine (à gauche, zone M) fait contact 
avec del)'f mo~omères d'actine adjacents. Les fragments protéolytiques sont colorés de 
m:mière différente : les dOtnaines de 25 et 20 kDa sont représentés respectivement en vert et 
bleu; le domaine dt. :50 kDa est divisé en deux parties: le domaine supérieur (en roug~), et le 
domaine de liaison à l'actine (en gris). RLC et E!...C figurent respectivement en magenta et 
ver, tacheté de rouge. 
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structure en double hélice (Fig. Sa), les dEUX brins ~ actine tournant l'un autour de l'autre tous 

les 37 run. 

j3 - Polymorphisme 

Deux isoformes d'actine ont été décrites dans le tissu musculaire: l'actine a-squelettique et 

l'actine a-cardiaque (Wl1a1en et coll., 1976). Ces deux isoformes diffèrent seulement de 4 

acides aminés sur 374 (Vandekerckhove & Weber, 1979), et sont exprimées simultanément au 

~ours du développement. Dans les muscles adultes, l' isoforme a-squelettique est exprimée 

dans les muscles squelettiques, tandis que l' isoforme a-cardiaque est exprimée dans le cœur 

(Vandekerckhove et coll., 1986) 

'1- Fonction 

L'actine F forme le squelette du fIlament fin. Chaque gl Jbule d' actine possède un site 

d'interaction (formé par les sous-domaines 1 et 2) pour les têtes de myosine (Holmes et coll., 

1990; Fig. Sb). Elle représente donc un support architectural indispensable dans le 

L .:'canisme de la contractiop 

b - La mvosine 

a - Structure 

La myosine est Unt. protéine hexamérique en fonne de "club de golf' (Fi~. 6a). ElJ'~ est 

constituée de deux chaînes lourdes (MHC, Mycsin Heavy Chains) de 200 kDa environ. 

auxquelles sont allsociées deux paires Je chaînes légères (MLC, Myosin Light Chains). d'un 

poids moléculaire de 18 à 22 kDa (Warrick & Spudich, 1987). Deux cbaînes lourdeS sont 

associées par entrelacement de leurs extrémités carbox-y-terminales (en"ore ap;>elées "queues" 

de myosine). le',:, deux têtes de myosine étant projetées vers l'extérieur d'l filament. 300 

molécules de myosine associées de manière antiparallèle sont nécessaires pour fonner un 
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Fig. 6 : Détail et organisation des têtes de myosine au sein du sarcomère. 
a: structure de la myosine. Un clivage protéolytique à la trypsine sépare HMM (Heavy Mero
Myosin) et LMM (Light Mer~-Myosin). Le fragment Ht"1M peut être séparé en deux parties 
SI (tête globulaire) et S2 (fragment élastique reliant S1 au fragment LMM) par clivage à la 
papaïne. b: arrangement des molécules àe rnyosine dans le filament épais. Les têtes SI font 
saillie du filament cylindrique. c: détail de la tête SI et de ses trois sous unités de 25. 50 et 
20 kDa. (D'après Vibert & Cohen, 1988). d: arrangement antiparallèle des molécules de 
myosine dans le filament épais. Celui-ci est symétrique par rapport à la ligne M. e: disposition 
des filaments épais vis à vis des filaments fins dans le sarcomère. 
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filament épais d'environ 15 nrn de diamètre et de 1.5 ~m de longueur (I-h.ixley, 1963). Dans 

cette configuration, les têtes de myosine émergent du filament cylindrique (Fig. 6b, d). 

Les chaînes lourdes de myosine (MHC) - Un clivage enzymatique par la trypsine (Lowey et 

coll., 1969) sépare la myosine en une queue fibrillaire (LMM, Light MeroMyosinJ et une 

partie globulaire (HMM, Heavy MeroMyosin). Un clivage à la papaïne de cette partie 

globulaire donne deux fragments: une tête SI, globulaire, et une portion fibrillaire S7 

comprise entre SI et la queue LMM (Fig. 6a). la tête SI correspond en réalité à une 

association de 3 sous unités de 25, 50 et 20 kDa (Fig. 6c). Le domaine moteur et représenté 

par les sous unités de 50 e120 k.Da : il peut interagir avec l'actine du filament fin. De plus, un 

site de fixation pour l'A TP se situe dans la gorge délimitée par J'association de ces 2 sous 

unités. La sous unité de 20 kDa représente le domaine de transmission et fournit un ancrage 

aux chaînes légères de myosine (Katoh & Lowey, 1989). 

Les chaînes légères de myosine (MLC) - Deux types de MLC sont décrites: les premières sont 

appelées chaînes "essentielles" (encore appelées Alkaly Light Chains, car dissociables en 

milieu basique) et correspondent aux MLCI et MLC3. Les secondes, appelées chaînes 

"régulatrices" (ou encore OlNB LC, car dissocia oIes par l'acide DiThioNitroBenzoïque 

(Lowey et coll., 1969), correspondent aux MLC2. La phosphorylation leur confère un rôle 

modulateur dans l'activation des fibres striées squelettiques (Sweeney et coll.. 1993. pour 

revue). Sur les muscle lisses, la phosphorylation de cc.;s MLC2 par la protéine kinase A. (PKA) 

est directement responsable de la régulation de l'activation (Persechini et coll .. 1985 ; T rybus, 

1994). 

f3 - Polymorphisme 

MAC et MLC comportent plusieurs isoformes codées par une famille mul~génique. On ne 

dénombre pas moins de 10 isofonnes de myosine (cf. Tableau 1). Dans les fibres squelettiques 
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Type de 
muscle 

cardiaque 
(lent) 

lent 
( cardiaq ue ) 

rapide 

rapide 

rapide 

lent 

Nomenclature Désignation et distribution 

MHC l a MHC lente, trouvée dans le tissu cardiaGue, les muscles 
extraoculaires, le diaphragme, le masseter, les fibres 
intrafusales et les muscles subissant des transitions 
Lent ~ Rapide (Stevens et coll., 2000) et Rapide ~ Lent 
(peuker et coll., 1999) 

MHC 1 (MtlC I~) MHC lente, trouvée dans les fibres de type l et II. Elle 
est identique à la MHC p cardiaque (Lompré et coll., 
1984) 

'MHC lIb 

MHC lIa 

MHC Ud (IIx) 

MHCeom 

MHC Ilm 

IvlliC Iton 

1 

MHC rapides, trouvées dans les fibres de type 1 et II 

MHC rapide, trouvée dans les fibres super-rapides des 
muscles extra-oculaires et des muscles du laryr 

MHC rapide, trOUVee dans les fibres super-rapides des 
muscles de la masticatIon (chez les carnivores et 
primates) 

MHC lente, trouvée dans les fibres intrafusales et les 
fibres lentes des muscles eX1ra-oculaires et du tympan 

embryonnaire MHCcmb MHC embryonnaire, trouvée dans les myotubes, les 
fibres musculaires extra-oculaires, les fibres intrafusales. 
et les fibres en régénération 

néonatal MHCnco MHC néonatale. trouvée dans les muscles néonatau.x., les 
muscles extra-oculaires, le masseter, les fibres 
intrafu3a1es et les fibres en régénération. 

Tableau l : Isoformes de chaînes lourdes de la myosine (MHC), identifiées dans les 

muscles squelettiques lents et rapides de mammifères (d'après Pette & Staron, 1997). 
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de Mammifères adultes, quatre isoformes sont habituellement rencontrées (Pette & Staron, 

1990 ; Schiaffinù & Reggiani, 1996) : la MHC lente de type l, présente dans les tibres lentes, 

et les MHC rapides de types IIa et I1d1x et lIb, qui som caractéristiques des tibres rapides. Les 

fibres sont ainsi identifiées sur la base de la compositiop en MHC : les fibres n'exprimant que 

des isoformes lentes ou rapides sont des fibres pures lentes ou pures rapides, respectivement. 

Les fibres c:oexprimant les isoformes lentes et rapides sont des fibres hybrides, et les 

isoformes exprimées suivent en général un pattern transitionnel (loi du "next neighbour mIen, 

Pette & Staron, 1997) : par exemple, MHC 1 et lib ne sont jamais coexprimées seules, sans les 

isoformes intermédiaires Ua et I1d1x. 

Les MLC présentent elles aussi un polymorphisme : les MLC 1 et 2 possèd~t toutes Jeux des 

isofOImes lentes et rapides. Seule la MLC3 existe uniquement sous forme rapide: elle est en 

frut codée par le ~ène de la MLClf, dont les transcrits subissent un épissage différent (Barton 

& Buckingham, 1985). La combinaison des différentes isoformes de MHC et de MLC donne 

des isomyosines. Dans le spectre des possibilités, certaines associations ne sont cependant 

jamais décrites. 

'/ - Fonction - Les états ':4" el "R" de la myosine 

Les observations aux rayons X menées par Reedy et coll. (1965. 1968) sur les muscles 

spécifiques du vol d'insecte ont montré l'existence de deux types d.!! ponts actine myosine : 

une configuration à 90° dans un muscle relâché (configuration dite "A"), et une configmation 

à 45° dans un muscle contracté en absence d'ATP (configuration dite "R" pour "Rigor liken). 

~elon le modèle oriinal des filaments coulissants (Huxley, 1969; Huxley & Simmons, 

1971), la rotation rapide des têtes de myosine induirait un changement de l'angle des ponts, 

qui passerait de 90° (angle préférentiel en état de repos) à 45° (angle préférentiel en 

contraction), faisant ainsi coulisser le filament fin entre les filaments épais (Fig. 7). 
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L'affmité entre l'actine et la myosine dépend du nucléotide fixé sur la tête SI : les complexes 

[S 1 - A TP] ou [S 1 - ADP - Pi] présentent une faible affinité pour l'actine, alors que les 

complexes [S 1 - ADP] ou SI présentent une forte affinité. 

La configuration "A", associée à l'angle 90° entre actine et myosine, est un état chargé en 

énergie potentielle, et peut s'isomériser en configuration "~". Le transfert permet le 

basculement de la tête, par transformation de l'énergie chimique (A TP) en énergie mécanique. 

5 - PRINCIPE GENERAL DU ArfECANISME DE LA CONTRACTION 

MUSCULAIRE - LE CYCLE A TPasique DE LA MYOSINE 

La théorie des filaments glissants (Huxley, 1957) est basée sur le coulissement des fIlaments 

fins et épais par interactions cycliques entre actine et myosine. L'énergie nécessaire au 

basculement de la tête SI de la myosine (90 +-+ 45°) est fournie par l'activité ATPasique de la 

myosine qui permet de libérer l'énergie contenue dans la liaison du phosphate inorganique en 

position gamma. 

La figure 7 représente une ::Ichématisation des étapes du cycle attachement-détachement de la 

myo::;ine sur l' actine : 

1 - La liaison de l'A TP sur la tëte de myosine induit une dissociation du complexe 

actine - myosin~ (AM +-+ A+M.ATP) 

2 - L'A TP subit un clivage rapide et réversible (M.A TP +-+ M.ADP .Pi), qu.. permet à la 

tête de myosine de revenir à un angle de 90°. 

3 - Le complexe M.ADP.Pi s'associe rapidement à l'actine (état "A" des têtes de 

myosine, liaison de faible affmité : A+M.ADP.Pi +-+ A-M.ADP.Pi) 

4 - Le complexe A··M.ADP.Pi subit. une isomérisation, et la liaison actine-myosine 

devient très forte (A-M.ADP.Pi +-+ AM.ADP.Pi). Le phosphate inorganique Pi est 
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DIssociation de l'A TP et mise sous 
tension de la tête de myosine 

actine troponines 

L-L__ tropomyosine 

Tête de myosine 

Liaison de l'A TP et dissociation 
du complexe actine-myosine 

1 

Liaison forte des têtes 
de mvosine avec l'actine 

Liaison faible des têtes 
de myosine avec ('actine 

Fig. 7: Description séquentielle des interadions adiGe - myosine conduisant à la 
production de rOKe. Les grandes étapes (de 1 à 4) sont explicitées dans le texte. Modifié 
d'après Marieb. 1993. 
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libéré (A-M.ADP.Pi +-1> AM.ADP) et le pont passe à la configuration "R" (à 90°), 

générant ainsi la force par coulissement des myofilaments. 

Comme suggéré par certains auteurs (pate & Cooke, 1989; Rayment & Holden, 1994; 

Holmes, 1996), cette dernière étape regroupe l'isomérisation "A" -+ "R", le relargage du Pi et 

la génération de force. Des expériences sur fibres isolées (Kawai et coll., 1987; Millar & 

Homsher, 1992; Geeves & Conibear, 1995) ont permis de suggérer des étapes 

intermédiaires : 

4a - isomérisation A-M.ADP.Pi +-1> AM.ADP.Pi. Cest cette étape qui serait régulée par 

le taux de calcium environnant (Ma et coll., 1994). Cette régulation sera abordée 

dans le chapitre II. 

4b - production de force 

4c - libération du Pi, qui stabiliserait la conformation génératrice de force (Dantzig et 

coll., 1992). 

L'ADP est ensuite libéré après une dernière isomérisation du complexe AM.ADP (étape 5). 

Ces différentes étapes sont récapitulées ci-dessous par le schéma de Gordon et coll. (2000). 

4a 4b 4c 5 
AM+ATP - AM.ATP A -:'v1.ADP .Pi .... AM.ADP.Pi - AMu.ADP.Pi .- AMuADP -- AM 

lU 2 3i! 
M+ATP .- M.ATP .... M.ADP.Pi ..... M+ADP+Pi 



II. REGULATION CALCIQUE DE LA CONTRACTION MUSCULAIRE 

L'interaction actine-myosine est régulée via la concentration calcique cytoplasmique. La 

troponine C joue un rôle clé dans cette régulation, étant à l'origine de l'ini'jation d"une 

cascade de réarrangements structuraux au sein des protéines régulatrices décorant le filament 

fin. La structure et la fonction de ces dernières est ici abordée. 

1 - STRCCTURE ET POLYMORPHISME DES PROTEINES REGULATRICES 

g - La tropomvosine 

a - Structure 

La tropomyosine se prést.!nte sous la fonne d'un dimère. Les deux sous-unités, de 35 kDa 

environ chacune (Woods, 1967), sont assemblées en une torsade qui se positionne dans le 

sillon d!te.nniné par la structure hélicoïdale du filament d'actine (Fig. 8a). Plusieurs dimères 

s'assemblent par chevauchement (sur 8 ou 9 acides aminés) des extrémités ami no et carboxy

terminales (Fig. 8b), pour assurer la continuité du long filament de tropomyosine (Fticker et 

colL, 1982). Chaque dimère, composé d'une séquence répétitive de 7 acides aminés, est en 

contact avec 7 mon 1mères d'actine (Cummins & Perry, 1973), et stabilise le filament d'actine 

(Lees-Miller & Helfman, 1991). 

fJ - Polymorphisme 

Deux types de sous-unités sont décrites dans le muscle squelettique: a et p. Le dimère de 

tropomyosine peut donc se présenter sous la fonne d'un homodimère (a.a. ou PP), ou d'un 

hétérodimère (a~, Stewart, 1975). Les séquences peptidiques des deux sous unités 

squelettiques présentent une homologie de l'ordre de 86 % (Muthuchamy et coll., 1997). Les 

isofonnes a. et P sont exprimées à différents niveaux selon l'espèce animale (Cummins & 
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a 
Troponine C 

Troponine T 

Actine 

Position "olr' 

Tropomyosine 

Position "on" 

Monomère d'actine 

Zone de chevauchement 
de deux dimères de Tm 

Fig. 8 : Localisation de la tropomyosine au sein du filament fin. 
a : représentation schématique du filament fin. La tropomyosine s' insère dans le sillon formé 
par la structure hélicoïdale du filament d'actir, '! (D'après Jones & Round, 1990). 
b : représentation schématique du complexe actine - tropomyosine. Les dimères de tropo
myQsine se chevauchent par rerouvrement de leurs extrémités amino et carboxy-terminales. 
Les flèches indiquent le sens du déplacement de la tropomyosine sur l' actine dans ses deux 
positions "off' et "on". 
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Perry, 1973), et selon le type de muscle (Roy et coll., 1979). L' isoforme a est exprimée 

préférentiellement da.Tls les fibres rapides à métabolisme glycolytique (Muthuchamy et coll., 

1997), tandis que l'isoforme p est exprimée surtout dans les fibres lentes. 

y - Fonction - Les états "off' el "on" de la tropomyosine 

Plusieurs études ont démontré une relation entre l'isoforme de tropomyosine et la vitesse de 

contraction (Bronson & Schacha!, 1982; Schachat et coll., 1990). Les analyses protéiques 

permettent d'établir une corrélation entre les proportions des hétérodimères et des 

homodimères aa avec la vites3e (Schacbat et coll., 1987). La Tm joue en effet un rôle 

important dans la régulation de la contraction. Il a été démontré que la Tm pouvait adopter 

différentes positions sur l'actine, dont les pusitions "off' et "on" (Lehman et coll., 1994). Ces 

positions déterminent l'état d'activation de filament fin. En positinn "off', la Tm se trouve au 

bord du silkm d'aetine, dans une position de blocage stérique qui n'empêche pas l'interaction 

faible de la myosine avec l'actine (état "A" des têtes de myosine), mais empêche 

l'isomérisation flA"~"R" (Geeves & Halsall, 1987) et donc l'interaction forte 

actine - myosine. En position "on", ou absence d'ATP (conditions de Rigor), la Tm est 

éloignée de 30° environ de sa position "off' vers l'intérieur du sillon d'aetine (Vibert I!t coll., 

1997; Xu et coll., 1999). Dans cette conformation "on" (cf. fig. 8b, 13b), l'inhibition stérique 

est levée, et l'interaction forte entre l'actine et la myosine est possible. La position de la Tm 

sur le filament d'actine détermine donc un système à deux états, "on" et "off'. Une relation 

existe par ailleurs entre la position "on" de la Tm et les complexes "R" fortement liés: 

l'isomérisation liA' -+ "R" et le passage "off' -+ "on" sont couplés. Tant que le filament n'est 

pas dans l'état "on", les têtes SI ne peuvent pas s'isomériser, et vice-versa: la liaiscn forte 

SI - actine cause une transition coopérative des unités [Tm - actine] adj acentes dans l'état 
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"on" (Geeves & Halsall, 1987). Le contrôle de cette transition régule la transition "A" -+ "R" 

menant à la production de force. 

Lehrer & Morris (1982) ont montré que la relation activité A TPasique du complexe 

[actine - SI - Tm] en fonction du nombre de têtes SI est de type sigmoïde (Fig. 9). Ceci 

montre que la Tm est nécessaire et suffisante pour provoquer un phénomène de coopérativité 

basique au sein du filament fin, conséquence de l'interaction du dimère de Tm avec sept 

monomères J'actine et du chevauchement des dimères de Tm pouvant propager le signal 

(Lehrer, 1994). 

La position de la Tm est sous le contrôle d'un complexe régulateur de la contraction, le 

complexe des troponines (Tn). Régulièrement espacé le long du filament fin (tous les sept 

monomères d'aetine, cf. Fig. 8a), ce complexe est fonné de trois sous unités: la troporune 1 (1 

pour inhibitrice de la contraction), la troponine C (C pour Ca2~ qut: :eue protéine peut fixer), 

et troponine T (T pour Tropomyosine, à laquelle la TnT rattache le complexe), d'après la 

nomenclature établie par Greaser et coll. (1972). Ce complexe est au centre de la régulation 

par le Ca2
+ (Weber & Murray, 1973). 

b - La troponine 1 

En absence de Ca2~, cette sous unité inhibitrice est liée à r actine, et maintient de ce fait le 

complexe (Tn - Tm1 dans la position "off'. 

a - Structure 

La Tn! est une protéine globulaire basique de 21 kDa (180 acides aminés environ, cf. Perry, 

1999 pour revue). La Tn! possède des interactions pennanentes (i.e. indépendantes du Ca2+), 

avec la TnC (Sheng et coll., 1992), et la TnT (Chong & Hodges, 1982). Ces interactions sont 

responsables de l'intégrité structurdie du complexe des troponines. La Tnl possède aussi des 
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Fig. 9: Relation activité A TPasique en fonction de la concentration en têtes SI, en 
présence d'actine (+A); d'actine et de tropomyosine (+ATm); d'actine, tropomyosine et 
troponines (+ATmTn), en présence de calcium (+ca2

) et en absence de calcium (-ci). En 
absence de Tm, la relation est linéaire (pas de phénomène de coopérativité). La relation 
indique une coopérativité en présence de Tm. En présence de Tn, l'activité ATPasique est 
inhibée en absence de Ca2+, et potentialisée en présence de Ca2

+ (D'après Lehrer & Morris, 
1982). 
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interactions dépendantes du Ca~, à la base de la régulation de la contraction, avec la TnC, 

l'actine et la Tm (Fig. 10, voir ci-dessous: y -Fonction). 

P -Polymorphisme 

Les muscles striés pré.;entent trois isofonnes de la Tcl : lente, rapide et cardiaque (Hartner & 

Pette, 1990). Ces isofonnes prés(.ntent une forte homologie dans le domaine carboxy

tenninal, tandis que le domaine Pmino-terminal est plus variable. Toutes les isoformes des 

Vertébrés présentent une séquence conservée à 85 %, appelée segment Ip (cf. paragraphe 

Fonction de la TnI). L'isoforme cardiaque présente en plus une e,,:tension amino-terminale 

phosphorylable après stimulation p-adrénergique par la protéine kinase A. 

'Y - Fonction 

La TnI peut se lier à l'actine et inhiber l'activité ATPasique d'un système acto-myosine 

(Greaser & Gergely, 1973). Son activité inhibitrice est par aiJl'!urs potentialisée par la Tm 

(perry et coll., 1972). Le fragment correspondant aux résidus 96-115 de la T nI, contient la 

séquence minimale nécessaire à l'inhibition de la contraction (T alhot & Hodges, 1981): le 

fragment 104 - 115, appelé Ip (lnhibitory peptide). Ce fragment de 12 acides aminés se lie à 

}'artÎne de façon dépendante du Cal", et possède une activité inhibitrice dont l'efficacité est 

comprise entre 45 et 75 % de celle de la protéine! entière (Syska et coll., 1976; Talbot & 

Hodges, 1981). Takeda et coll. (1997) ont montré, en utilisant la digestion limitée, que les 

résidus 135-181 (ou 141-181) étaient aussi impliqués dans l'interaction avec le complexe 

[Tm - actine1. Tripet et coll. (1997) ont démontré que les acides aminés 96 à 148 formaient le 

plus petit nagmeut possédant une activité inhibitrice similaire à la TnI intacte. En utilisant des 

fragments peptidiques de longueurs variables, correspondant à des régions différentes de la 

TnI (comprises entre 96 et 148), ces auteurs sont parvenus à montrer que la région 140-148 de 

la TnI correspondait à un second site de liaison au complexe [actine - Tm]. En absence de 
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TnC 

TnT 

Fia- 10 : Localisation de la troponine 1 (en vert) au Jein du filament fin, en absence de 
ea2

+ : les segments 96 - 115 (contenant la rés ion Ip 104 - 115) et 140 - 148 interagissent avec 
l'actine. La Tnl entre aussi en contact avec 1:1 TnC (en rouge) et la TnT (en bleu). 
D'après Tripel et coll. 1997. 
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Cal", la Tn! exerce donc son activité inhibitrice par accrochage au filament d'actine via les 

régions 104-115 et 140-148 (Fig. 10), et maintient de ce fait le complexe [Tn - Tm] en 

position oe blocage stérique, empêchant le passage du filament de Tm de l'état "off' à l'état 

"on". 

Il existe 3lJSsi des évidences en faveur d'une inhibition de l'activité A TPasique du complexe 

[a\.. ne - tête SI de la myosine] par la Tn! (Syska et coll., 1976, Levine et coll., 1988). En 

absence de Ca2+, la Tn! confererait un rôle additionnel au complexe des Tn : l'inhibition de la 

liaison faib1e actine - myosine (état liA" des têtes de myosine),en présence d'une force 

ionique normale. Ainsi, à force ionique normale et en absence de Ca2+, un sous état de l'état 

"off" a ét~ défini et appelé état "blocked" (McKillop & Geeves, 1993). En limitant le nombre 

de têtes de myosine se liant faiblement (conformation Il Ali) à l'aetine, cet état bloqué limite en 

fait le nombre de têtes SI qui peuvent s'isomériser dans l'état "R". 

La région amino-terminale ne serait pas nécessaire pour rinhibitio~ mais possède des 

fonctions importantes (Tableau 2). Le peptide Rp (1-40), qui peut se lier à la TnC en absence 

de ea2
-, est responsable de l'accrochage de la TnC dans la structure ternaire (Sheng et coll., 

1992 ; Farah et colL, 1994 ; Potter et coll., 1995). 

En solution, l'activité inhibitrice de la Tn! peut être neutralisée par la formation d'un 

complexe équimolaire avec la TnC en présence de Ca2+ (Cachia et coll., 1986 ; Chong et coll., 

1983; Van Eyk & Hodges, 1988). La formation d'un complex~ entre la Tn! et la TnC modifie 

les interactions entre la Tn! et le filament fin. de sorte que la Tn! rompt sa liaison et se dégage 

de r actine (Tao et coll., 1990). Les résidus 104 à 131 seraient impliqués dans les liaisons avec 

la TnC (cf. Tableau 2): le premier site correspond à la région lp (résidus 104-115), et le 

second site de liaison à la TnC, identifié par Tripet et coll. (1997) correspond aux résidus 1 16-

131. 
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Région (acides 
aminés) 

1-40 

40-96 

104-115 

116-131 

140-148 

Nom 

Rp 

Ip 

Fonction 

Rôle structural: fixation de la TnC dans le complexf" ternaire en 
absence de Ca2+ 

Interaction avec la TnT. Important pour te renforcement de 
l'activité ATPasique observée uniquement en présence de la 
TnT 

Inhibitory peptide. Responsable en grande partie de l'activité 
inhibitrice de la TnI. Se fixe sur l'actine en absence de Ca2

+ et 
sur la TnC en présence de Ca2

+. 

Second site de liaison a la TnC. Se fIxe sur la partie 
aminotemrinale de la TnC en présence de Ca2

+. Nécessaire pour 
pennettre à la TnC de neutrali~r rapidement et complètement 
rinhibition. Augmente significativement l'affinité de la région 
Ip pour la TnC. 

Second site de liaison à l'actine. Ce peptide seul possède une 
faible activité inhibitrice. Nécessaire en complément de la 
région Ip pour une inhibition totale. 

Tableau 2 : Caractéristiques fonctionnelles des didérentes régions de la troponine 1. 
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c - La troponine C 

La TnC joue un rôle central dans la régulation calcique de la contraction. Cette pro~éine du 

complexe des Tn est capable de détecter les varÏati.:>DS du Ca2
+ cytosolique et de lever 

l'inhibition causée par la Tn!. 

a - Structure 

La TnC est une protéine acide de 18 kDa (parmacek & Leiden, 1991, pour revue) appartenant 

à la famille des CaBP (Ca2+ Bindillg Proteins, Kretsinger, 1980). La TnC possède une 

structure en forme d'haltère, avec deux têtes globulaires carboxy et amino-terminales, reliées 

par une hélice CL centrale (Herzberg ct coll., 1987; Satyshur et coll., 1988). Chaque domaine 

globulaire possède demc sites de fixation c--dlciques de type EF-Hand, numérotés de 1 à l V dans 

l'ordre àe la struct'Jre primaire (Fig. lIa). Chaque motif EF-Hand ~t constitué par deux 

hélices a orientées à 900 reliées par un boucle de 12 acides aminés. La structure ressemble à 

une main droite, le pouce et l'index représentant les deux hélices a et le majeur replié 

schématisant la boucle (Fig. 12a). Ce motif a d'abord été décrit dans la structure cristalline de 

la parvalbumîne (Kretsinger & Nockolds, 1973), puis trouvé dans 30 groupes de protéines 

parmi lesquelles figurent, outre la TnC, la calmoduline et les MLC. Six acides aminés sont 

responsables de la coordination d'un ion Ca2+ : leurs positions sont dénommées X, Y, Z, -)(, 

-Y, -Z (Fig. 12b). Cinq d'entre eux font partie de la boucle centrale et ont chacun une chaîne 

oxygénée libre. Le 6tme résidu (glut.unate E41 dans le site 1 de la TnC squelettique rapide) se 

situe dans l'hélice a et peut fournir deux oxygènes. Ces sept oxygènes sont capables de 

coordonner le Cal-' en formant une bipyramide pentagonale (Kretsinger, 1987; Strynadka & 

James, 1989. cf. Fig. 12b). Aucune relation simple n'a pu être établie entre la séquence 

d'acides aminés de la boucle et l'affinité €!u domaine pour le Ca2
" : la séquence détermmeraît 

seulement partiellement l'affinilé et la spécificité (Marsden et coll., 1990). Au sein de la TnC, 
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a b - -

Fig. Il : Représentation de la structure cristalline de la TaC. Les hélices a (A à m sont 
représentées par des couleurs différentes. Les sites de fixation du Ca2

+ (EF - Hand) sont 
numérotés de 1 à IV. 
! : TnC squelettique de dindon, avec deux ions Ca2

+ liés sur les sites m et IV. Le domaine 
amino-tenninal est en conformation fermée . 
. h: TnC squelettique de lapin. Tous les sites calciques sont occupés. Une réorientation des 
hélices B et C s"est produite par rapport aux hélices N. A et D : le domaine amino-terminal est 
en t -nfurmation ouverte. 
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a 

b 

Hélice Boucle Hélice 

_FOIIF f ê:è:é:-c:-ô J ::C~ 

Fia. 12 : Datriptioa da lDotifl EF - H •• d. 

y 

-Z~~ 
=::::: \X~~Z -z~l! 

-y 

a: Représentation schématique du motif EF - Hand. L'index et le pouce représentent 
respectivement les deux hélices E et F, et le majeur replié représente la boucle. L'ion ea2

+ ~1 
pqé au sein dtune structure polyédrique (bipyramide pentagonale). 
b: Fragtnent de la séquence d'acides aminés impliquée dans la coordination du eaGt dans les 
sites 1 'et IV de la TnC squelettique rapide (D~après DaSilva & Reinach. 1991). 

44. 



les quatre motifs EF-Hand ne sont pas identiques. La tête globulaire carboxy-terminale 

pôssède deux sites (llI et IV) de haute affinité (constante d'association K.assoc. égale à 

2.10-' M), mais de basse spécificité, qui sont de ce fait occupés par du M~+ dans le muscle 

relâché (Leavis et coll., 1978 ; Zot & Potter. 1987). La tête amino-terminale possède quant à 

eUe deu.x sites (1 et m de basse affinité (K.assoc. 3.10.5 M) et de haute spécificité pour le Ca2
" 

(potter & Gergely, 1975). Il a recemmeLt été démontré (Li et colL. 1997) que la liaison du 

CaIt- sur le site 1 est énergétiquement moins favorable que sur le site II : ce dernier possède par 

conséquent la plus grande affinité. 

ft - Polymorphisme 

L'analyse des séquences d'acides ~"1'linés des TnC provenant des muscles squelettiques lents 

et rapides. ainsi que du myocarde a pennis de révéler trois isoformes. L'isoforme rapide 

{Tner, 160 acides aminés) est exprimée exclusivement dans les muscles squele!tiques rapides 

de Mammifères (Dhoot et coll.t 1979). Les isoformes lentes (TnCs) et cardiaques (TnCc) sont 

identiques (Wilkinson, 1980) et sont exprimées à l'état adulte dans les tissus cardiaques et 

squelettiques. L'importance de cette protéine est soulignée par le degré de conservation durant 

250 millions d'années d'évolution: les TnC mmines sont identiques à plus de 95 % à leurs 

homologues chez le poulet (parmacek et coll., 1990; Gahlman & Kedes, 1990). Les 

isoformes lentes et rapides sont homologues à plus de 70 %, la plupart des différences se 

situant dans les quarante premiers acides aminés. Dans risoforme lente, une insertion en 

position 28 et une double substitution d'acides aminés (Leu 29 et Aja 31 au lieu d'Asp 30 et 

Asp 32. respectivement) rendent le site l non fonctionnel (Van Eerd & Takahashi, 1915; 

Burtnick & Kay, 1977; Leavis & Kraft, 1978). 
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JI - Fonction - Les états ::t Ca2+ 

La TnC agit comme un "sensorll calçique. détectant les variations cytosoliques de Ca2
". En 

dehors de toute contraction (muscle au repos), la cnncentration ca' ue au sein d'une fibre est 

environ égaIe à 10-5 M_ Consécutivement à un influx nerveux, cette concentration peut passer 

à 10.1 M par relargage d'ions hors des citernes tenninales du réticulum sarcoplasmique. 

Fixation du ca2+ sur les sites calciques - En présence de concentrations ioniques 

physiologiques~ les sites ID et IV de la TnC sont occupés par le M~ (cf. paragraphe Structure 

dè la TnC). Des expériences de cinétique (Johnson et coll., 1979 ~ lio & Kondo, 1980; 

RèJ~rtson et coll., 1981) ont montré que le déplacement du Mi" de ces sites par le Car était 

un phénomène trop long pour rendre compte du déclenchement rapide de la contraction 

(environ 15 ms). Ces deux sites présentent néanmoins Wle importance structurale: ils sont 

t~nsables de la cohésion du domaine carboxy-terminal de la TnC avec les autres sous

unités ToI et TnT (potter & Gergely., 1975 ; Zot ,& P.otter~ 1982). Szczesna et colL (1996) ont 

montré que le site III est déterminant dans le maintien de la stabilité structurale de la T nC au 

sein du filament fin; le site IV n'apparaît pas essentiel mais contribue toutefois à cette 

stabilité (François et colL, 1995 ; Szczesna et coll., 1996). 

LèS sites 1 et II correspondent aux. ..:~ites régulateurs de la contraction : la mutation de ces sites 

réduit ou abolit ractivité 'régulatrice de la protéine (putkey et coll., 1989; Sweeney et coll., 

1990; Sheng et coll., 1990; Szczesna et coll., 1996). Vétude du rôle fonctionnel de chacun 

des sites régulateurs a commencé en 1975 (avec Potter & Gergely) et a bénéficié depuis des 

expériences de mutagenèse dirigée sur les TnC. Sheng et coll. (1990) ont montré que les deux 

sites régulateurs 1 et TI étaient néceS:SaÎres pour l'activité complète de l'isofonne rapide de la 

TnC. Dans le cas de l'isoforme lente ne possédant pas de site 1 fonctionnel, Putkey et coll. 

(1989) ont démontré que la mutation du site II abolissait la contraction, tandis que l'activation 
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du site 1 favorisait le processus de coopérativité, suggérant ainsi que le site 1 ne faisait que 

moduler le fonctionnement du site fi. 

tes sites régulateurs et les sites structuraux ne sont pas pour autant totalement indépendants : 

des interactions ont été suggérées par de nombreux auteurs (Wang et coll., 1983 ; Rosenfeld & 

Taylor~ 1985 ; Grabarek et coll., 1986). L ~inactivation des sÎtes III et IV affectent la sensibilité 

calcique des sites régulateurs, tandis que la mutation des sites 1 et fi diminue l'affinité de la 

TnC pour le filament fin (cf. Szczesnaetcoll., 1996). 

Réarrangements conformationnels - Selon Herzberg et coll. (1986), la fixation du Ca:!'" sur les 

sites régulatèurs provoquerait un changement conformationnel de la :,1rUcture de la TnC. Ces 

autelIr$ ont proposé un modèle dans lequel l'occupation des sites de basse affinité entraîne un 

mouvement des hélices N, A et D par rapport aux hélices B et C (Fig. 1 i) : il en résulte une 

ouverture du domaine amino-tenninal (rendant ]a protéine symétrique) avec exposition d'un 

patch de résidus hydrophobes jusqu'alors enterrés au sein de la conformation fermée. La 

couformation du domaine amino-termhal saturé en Ca2
+ présente une affinité pour la TnI. Les 

données obtenues en résonance magnétique nucléaire (RMN) ::mt permis de confirmer ce 

modèle et de raffiner. Il a été démontré que le changement conformationnel de forte 

amplitude, observé sur l'isoforme rapide de la TnC~ était dû au site 1 (Li et coll., 1997), et plus 

particulièrement à l'acide aminé glutamate (en position -Z de l'EF-hand), qui agit comme un 

pivot.et ouvre la protéine en établissant la coordination avec le Ca2-" à l'aide de deux chaînes 

oxygénées pour terminer la bipyramide pentagonale (Fig. 12b). Ces auteurs ont proposé un 

modèleséq~ntiels dàns lequel le Ca2
+ se fixe d'abord sur le site Il, site ayant la plus grande 

affinité. La fixation du Ca2+ sur le site n serait à l'origine de réarrangementi structuraux 

mineurs, mais déterminants pour la fixation du Ca2
+ sur le site 1. Le Ca2

+ est alors fixé par les 

5 chaînes o}.:ygénées des acides amin~ en position X, Y. Z, -X et -y du site 1. Lorsque le 6= 
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acide aminé, le glutamate 41, vient coordonner le Caz+ à l'aide de ses deux chaînes latérales, il 

induit un changement confonnationnel et la protéine passe de l'état "apo" (pas de Ca2
" lié) à 

Pêtat saturé (tous les sites sont occupés). Ce changement confonnationnel entraîne 

l'exposition de résidus hydrophobes, et induit les interactions TnC - Tn! dépendantes dll Ca2 .... 

La découverte de l'importance du site 1 dans les réarrangements structuraux dépendants du 

Cà.~a des implications fonctionnelles si l ~ on considère la TnC lente 1 cardiaque. Le site 1 de 

cetteisofonne n'est pas fonctionnel, et le domàine amino-terminal de la protéine reste dans 

ûne configuration proche de la structure femIée suite à la fixation du Cal'" sur le site il (Sia et 

0011, 1997)~ Le mode d'interaction entre la Tn! lente et la TnC lente est par conséquent 

dÜférent du mode d'interaction entre la Tn! rapide et la TnC rapide. Li et coll. (1999) ont 

d~montrê que le peptide 147-163 de la T:nI cardiaque, correspondant au peptide 115-131 de la 

'fnIsquelettique (second site de liaison â la TnC. id-entifié par Tripet et coll. en 1997), se lie 

au domaine régulateur de la ToC cardiaque et induit une ouverture du domaine amino

terminal de la TnC cardiaque, similaire à celui engendré par la fixation du Ca2
- sur la TnC 

squel~ttique rapide (Fig. 22). 

Sites d'interactions entre la Tne ,et la Tnl- TnC et Tn! sont assemblées de façaD antiparallèle 

(Farah et coll~ 1994). Les interactions entre ces deux protéineJ se divisent en deux catégories, 

selon qu'elles soient dépendantes ou non du calcium. Une seule interaction indépendante du 

Cal" existerait entre la région amino-terminale de la Tn! et la . ~gion carboxy-terminale de la 

TnC{Farah & Reinac~ 1995). Le calcium induit une acgmentation de l'affinité entre les deux 

protéines = les constantes d'affinité sont environ de 10-6 M et 1 (J'I M en absence et en présence 

de Cal;-, respectivement (Wang & Cheung, 1985 ; Cheung et con.~ 1987). En absence de Ca2
", 

le fragment Rp (résidus 1-40) de la Tn! serait lié dans la région carboxy-terminale de la TnC. 

En présence de Ca2-f-, les fragments 104-115 (Ip) et 115-131 (second site de liaison à la TnC) 
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se fIXent au.x régions carboxy-ternrinaIe et amino-terminales, res~tivement (Fig. 13a ; 

MèlCay et .:101L~ 1998 ; Tripet et colL~ 1997). Ngai & Hodges (1992) avaient emîs l'hypothèse 

d"un site d'interaction identique des fragment~ Ip et Rp sur la TnC. Oans le modèle présenté 

ici, le fulgment Ip de la Tn! dépla\O.crait compétitivement le ~oment Rp (Olah et coll., 1994 ; 

Tnpet et coll~ 1997, Mercier et colL, 2000; cf. Fig. 13b). Le fragment 115-13] se lierait 

quant â lui sur le patch hydrophobiq~ aminoterminaI disponible après fixation du Ca2
'" 

(MrKay et coll~ 1997). 

Les sites d'interactions dépendants. du af+ sont à la base de la régulation calcique de la 

con1;raction musculaire: lorsq.ue la TnC est en confonnation fermée, Le. en absence de Ca2
"", la 

TnI est liée à l'actine (Fig. 14a)~ En présence de Ca2-<-, la liaison de la Tn! à l'actine est 

rQmpue~ et la Tn! forme un complexe avec la TnC(Fig. 14b). Dans cette configuration, la Tn! 

fi-empêche plus la liaison faible des têtes SI de myosine à l'actine. Cependant, dans un 

système reconstitué [Myosine-Actine-Tm-TnI-Tnq, la TnC neutralise l'activité 

inhtbitrlce de la In! en présence comme en absence de Ca2
'" (Amp.hlett et coll., 1976). 

L'?ddition de la TnT dans le système [Myosine - Actine - Tm - Tn! - TnC] induit un 

renforcement de rinhibition de rA TPase en absence de Ca!'" et une augmentati.::m de l'activité 

AIPasique en présence de Ca!· (GF'iSet & Gergely, 1971 ; Malnic & Re:in&h. 1994). Pour 

que le système devienne sensible au ea2 
.... la sous unité de TnT est par conséquent néce'\saÎre. 

d - La troponine T 

a - Structure 

La TnT est une protéine asyméw.que, de 31 à 36 kDa (250 à 300 acides aminés, cf. Perry, 

1998, pour rewe). Cette protéine de 18.5 nm (Flicker et coU~ 1982) est constituée a'une tête 

globulaitc carboxy-terminale (Tl) et d~une partie allong~ amino-terminale (17.). séparables à 

lachymotrypsine (fanok'1ll1l et coll., 1981, cf. Fig. 15). Le fragment Tl, qui représente les 
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a 4O-Rp-J 

b 

TnT 

+ea1+ 

Fia- 13 : RéJa.é des iateradioas Tai· TIC . 

_ea2+ 

• : Représentation des interactions entre Tn! et TnC et entre TnI et actine. Les zones 
~ de la TnI indiquent les snes de liaison à la TnC. Les zones gri.sêes de la TnI 
repmrentent leP 1·' -'{~interaction "lvee Je complexe actine .. Tm (D'après Tripet et coll. 
1991). 
b: Scbématitlation des changements confonnationnels survenant dans Je œmplexe des 
trQpolÙDeS en présence de Cal +. En absence de Caz"'", les defL~ ftagments hachurés de la Tn! 
(96 .. t 15 et 140 - 148) interagissent avec le filament d'lICÛDe - Tm et provoquent l'inhibition 
de l'actiwé ATPasiGve. En présence de Ca2

+ ~ le, JrœÎDe aminoterminal de la TnC s'ouvre et 
expose des résidus hydrophobes. Les résidU!. t 16" 131 de la TnI interagissent avec cette' 
'kigion hydrophobe de la TnC, et entraîne le domaine Ip (HM - t 15) qui rompt sa liaison avec 
J~actine palU" intei'agir avec la TnC.. La région Ip déplace le fragment Rp (I - 40). 
D'après Tripet et (',()Il. 1991. 
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.. 

F. 14 : Sdi •• Ülltio. des i •• eratt.ion e •• re la TaI et la T.C. e • .. bJe~ce et tll 

p ..... œ .de Ca1+. Les ions Cal'" figurent en rouge dans la ~ cristalline de la TnC. La 
représtntationgrossière de la Tn! (en vert) l1Xlntre le ~ement conformationne1, de cette 
protéine è'n fom:iion du .lUX de caJçium : en absence de ol/- (a)~ la TnI est liée à ractine. En 
présence de OJ.2+ {'b)~ les sites basse affinité de la ToC sont occupés par le Ca2

", et la TnI 
recoU\yele domaine hydrophobique exposé suite à l'ouverture de la protéine (D'après 
nasUva &. Reinacb, 1'991). 



Liaison à la Tm Liaison à la Tm 

Liaison à la TnC 
LIaison 

N ( 

région 
hypervariable 

Liaison à l'actine 
1 158 159 T2 259 T1 .. ------------------------------.... ------------------. 

Fig. 15: Rf [lrésentation schématique de la TnT squelettique rapide d~ lapin (TnT2f). 
Les régions hachurées re)résentent des régions variables. Les lignes épaisses définissent les 
régions d'interaction de la TnT avec les protéines indiquées. Tl et TI sont les fragments 
séparables à la chymotrypsine (D'après Perry, 1998). 
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3/5ème de la protéine (fragment 1-158 sur les 259 acides aminés de la TnT2f de lapin), possède 

des interactions indépendantes du Cal
+ avec la région carboxy-terminale de la tropomyosine. 

région qui chevauche la molécule de Tm adjacente (Mak & Smilie. 198) ; Morris & Lehrer. 

1984; White et coll., 1987). Le fragment T2 (2/5ème de la protéine. fragment 159-259 de la 

TnT2fde lapin) peut interagir avec la Tm (Chong & Hodges, 1982; Ishii & Lehrer. 1991), 

l'aeulle (H.:eley & Smillie, 1988), la TnI (pearlstone & Smillie, 1985 : Tanokura & Ohtsuki. 

1982) et la T nC (lio, 1985; Potter et coll., 1985). Ce fragment est impliqué dans les 

changements confonnationnels dépendants du Ca2
+ (Ishii & Lehrer. 1991). 

Interactions ..JVec la Tm - La TnT fonne un complexe stable avec la Tm, indépendamment de 

la pr~sence du Ca2
- (Van Eerd & K 'iwasaki, 1973). Deux régions seraient impliquées. Le 

prerl1ier site, correspondant à la région 70 - 158 (Willasdsen et coll .. 1992), se lierait à la 

partie carboxy-terrninale de la Tm (Fig. 16). Le seconJ site, situé dans le fragment T2, serait 

plus sensible à la force ionique environnante que le site 1 (1shii & Lehrer, 1991), et se lierait 

dans les environs de la cystéine 190 de la Tm. L'interaction du second site avec la Tm serait 

dé ~ndante de la concentration calcique (Pearlstone & Smillie, 1982 ; cf Fig. 16). 

Interactions avec la TnI- Les régions carboxy-terminales 159 - 227 et 159 - 242 de 1::. TnT 

sont retenues par la TnI sur colonne d'affinité (Tanokura & Obtsuki, 1982; Tanokura et coll.. 

1983). Cette région est composée de 7 acides aminés répétés, qui peuvent fonner une structure 

enroulée avec la TnI (Stefancsik et coll., 1998). Hitchcock-De Gregory (1982) a démontré que 

la TnT se complexait avec la région 40 - 98 de la TnI (Fig. 13b). Des études plus ré:;entes 

utilisant des TnI délétées ont montré que la région l - 98 était nécessaire à l'incorporation de 

la TnT dans le complexe des troponines (Farah et coll., 1994 : Jha et coll., 1996). 

Interactions avec la Tne - TnT et TnC migrent en conditions non dis50ciantes en présence de 

Ca2
+ (Jackson et coll., 1975). 11 \ par ailleurs été démontré que la TnC et la TnT 
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interagissaient de manière dépendante de la concentration calcique (Heeley et coll.. 1987). De 

nombreux auteurs ont démontré que la partie carboxy-terminale de la TnT interagissait avec la 

TnC, dans sa partie amino-tenninale (Grabarek et coll.. 1981 ; Leavis & Gergely. 1984; cf. 

Fig. 16). Leszyk et coll. (1990) ont précisé les régions J'interactions, en montrant que la 

région de la TnT contenant les acides aminés 175 à 178 interagissait avec la région de la TnC 

contenant la cystéine 98, région qui interagit aussi avec la Tn1. Tn! et TnT auraient ainsi un 

site d'interaction proche ou identique sur la TnC, suggérant une transmission du signal 

activateur calcique par ces deux protéines (potter et coll., 1995 ; cf. Fig. 16). 

fi - Polymorphisme 

Il existe trois isoformes distinctes de TnT dans les muscles striés de Vertébrés (Dhout et coll., 

1979). chacun produit par un gène distinct: la TnT squelettique rapide (Breitbart & Nadal

Ginard, 1986), la TnT squelettique lente (Gahlman et coll., 198Î) et la TnT cardiaque (Cooper 

& Ordahl, 1984). De multiples isofonnes sont présentes dans les muscles squelettiques lents, 

squelettiques rapides et cardiaques, et leur présence serait corrélée avec les propriétés 

physiologiques propres à chaque type de fibre (Wu et coll., 1994). Chacun des trois gènes 

peut produire une grande variété d'isoformes par épissage alternatif des transcrits (Bandman, 

1992), et sont régulés de façon tissu spécifique et selon le stade développemental. Celtaines 

régions sont relativement conservées entre isoformes, alors que d'autres sont hautement 

variables. Al' ex'trémité amino-tetminale de la plupart des isofonnes, les 10 à 15 premiers 

acides aminés sont très acides (la plupart sont des glutamates) et assez conservés parmi les 

isoformes. La région voisine, hypervariable, subit un épissage d' e'\ons en 5' et donne 

naissance à la majorité des isofonnes : la variabilité de cette région peut donner 64 isoformes 

possibles (Breitbart et colL 1985), voire même 128 isoforrncs potentielles (Morgan et (,Q11 .. 

1 Y93). L.' reste de la protéine est relativement conservé. Seule une région variable existe dans 
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filament 
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Fig_ 16: Récapitulatif des internctions existantes entre TnT (en bleu), ToC (en rouge), 
T.l (en vert) et le rdament actine - tropomyosine. La région amino-~c!rminale Nt de la ToI 
(1 - 98) interagit avec le domaine carboxy-terminal Ct de la TnC et le domaine carboxy
terminal de la TnT (216 - 263) ; le fragment Tl de la TnT interagit avec le filament fin. Ces 
interactions sont indépendantes de la concentration calcique et maintiennent la cohésion 
structuraJe drl complexe des troponines. Les interactions dépendantes du ci+ sont 
représentées par des traits noin: (D'après Malnie et coll.. 1998). 
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la partie ca .. hoxy-terminale, pouvant donner deux isoformes par épissage mutuellement 

exclusif: les isoformes a et ~ (Medford et coll., 1984; Pan & Potter, 1992). Ce domaine 

comporte beaucoup d'acides aminés polaires favorisant les interactions avec les autres sous 

unités (Fig. 15). 

En dépit du nombre important dïsoformes possibles, seules quatre isoformes rapides 

majeures (TnTlf, TnTIf, TnT3f, TnT40 et deux isoformes lentes (TnTIs et TnTIs) ont été 

identifiée5. par électrophorèse (Schmitt & Pette, 1988 ; Hartner et coll.. 1989). 

y - Fonction 

Dans la cohésion structurale - La TnT possède un rôle dans la structure du complexe des Tn 

et I..l 'l'accrochage de celui-ci sur le filament fin. tous les 38.5 nm., par ses liaisons à la Tm. 

Dans la sensibilité calcique - La TnT joue aussi un rôle primordial dans la régulation calcique 

de la contraction. Ph:sieurs études ont en effet montré une corrélation entre la composition en 

isoformes de TnT et la sensibilité calciql.œ dans les fibres squelettiques et cardiaques 

(Schachat et coll., 1987 ; Reiser et coll.. 1992). La TnT confere la sensibilité calcique à un 

système [Actine-Myosine-Tm-TnI-TnC], en modulant les interactions TnI-TnC. Che.mg et 

coll (1987) ont montré que l'énergie libre de formation du complexe ternaire [T nC - T nI -

TnT] était inférieure à celle calculée d'après les mesures des énergies libres des trois 

complexe-s binaires. La TnT réduirait donc l'affinité de la TnC pour la Tnl, et permettrait la 

régulation par le Ca2
- de l'activité inhibitrice de la TnI, neutralisée en absence comme en 

présence de Ca2
'" quand la TnT fait défaut (Amphlett et coll., 1976). 

Dans l'activation de l'activité ATPasique de la myosine - La T nT peut augmenter l'activité 

A TPasique de la myosine en présence de Ca2
• (Fig. 16b ; Greaser & Gergely, 1971 ; Malnic & 

Reinach. 1994; Farah et coll., 1994), Selon Potter et coll. (1995), cette stimulation existe 

même en absence d'interactions entre la TnI et la TnC, impliquant l'interactiof' directe de la 
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TnC avec la TnT. Ces auteurs proposent donc qu'outre la levée de l'inhibition de la Tn!, la 

TnC pouva activer l'activité A TPasique de la myosine via la TnT. Malnic et coll. (1998) ont 

montré que la région amino-terminale de la TnT (fragment 1-191) pouvait reconstituer 

l'activation de l'A TPase en présence de Ca2
+. Dans ces conditions, le fragment Tl est le seul à 

interagir avec le filament d'actine - Tm (Fig. 16): la dissoc ation du domaine globulaire 

libérerait la fonction activatrice du fragment 1-191. En absence de Cal
-, le domaine carboxy

terminal de la TnT est lié au domaine amino-temunal de la Tn! et est responsable de l'ancrage 

du dimère TnC - Tn! à la Tm (Jha et colL, 1996 ~ Malnic et coll., 1998). Les trois sous-unités 

de Tn sont maintenues par une base structurale indépendante du Ca2
- entre les dOIT'.aines 

carboxy-terminal de la TnC, amino-terminal de la ToI et les 50 derniers acides aminés de la 

TnT (Fig. 16). 

Dans le phénomène de coopératfviré - Le complexe des Tn est disposé tous les 7 monomères 

d'aetine. Pourtant, la liaison du Ca2
- sur le filament fin s'effectue de manière coopéra6ve 

(Grabarek et coll., 1983). La Tm peut propager l'information le iong du filament fin et assurer 

une coopérativité basique (cf. paragraphe II, 1, a, a). La TnT semble jouer un rôle dans la 

propagation de l'effet inhibiteur en absence de Ca2
- et dans la propagation du signal activateur 

en présence de Ca2
- (Farah & Reinach, 1995). La pré~ence de la région Tl est indispensable 

dans la propagation de la coopérativité (Shaertl et coll., 1995). Sa position clé s U" la région de 

chevauchement de deux Tm (White et coll., 1987), région hautement flexible (phillips et coll., 

1986), permet le contrôle de la flexibilité de la Tm (Gordon et coll., 2000). Des études sur 

fibres pelées ont confitmé que le degré de coopérativité, déterminé par le coefficient de Hill 

des relations tension 1 pCa (Brandt et colL, 1984), dépendait des isoformes de TnT (Greaser et 

colL, 1988; Nassar et coll., 1991). Schachat et coll. (1987) ont démontré que les fibres 

eJqlrimant la TnT2f associée à l'~-Tm possédaient la plus grande ;oopérativité. 
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En résumé, les interactions entre les sous-unités de Tn sont soit dépendantes, soit 

indépendantes de la concentration calcique. En absence de Ca2
., les interactions structurales 

maintiennent ia cohésion du complexe des Tn et son ancrage sur le filament fin d'actine - Tm. 

Les interactions dépendantes du Ca2
• sont responsables de la fonction régulatrice du complexe 

des Tn : les domaines concernés établissent leurs interactions les plus favorables en fonction 

de la liaison du Ca2
" sur les sites régulateurs de la TnC. 

2 - VERS (.IN MODELE DE REGULATION DE LA COlo/TRACTION 

a - Le modèle de l'inhibition stérique et ses limitations 

Sur la base d'études aux ray':>ns X sur muscle intact (Ha<;elgrove, 1973 ; Huxley, 1973 ; Parry 

& Squire, 1973) et d'observations en microscopie électroruque de filaments reconstitués 

(Wakabayasiri cl coll., 1975), l'hypothèse du blocage stérique implique qu . une molécule de 

Tm, sous le contrôle d'un complexe de Tn, réalise un encombrement stérique de l'unité 

d'actine filamenteuse qui lui est as:;ociée. Les sites de liaison de l'actine ne seraient par 

conséquent pas accessibles pour la myosine. Il a été suggéré que le Cal. était nécessaire au 

mouvement de la Tm, celui-ci permettant ie dégagement des sites de liaison de l'actine pour la 

myosine (Hitchcock et coll., 1973). Ce modèle rapidement accepté par l'ensemble des 

scientifiques montra ses limites au fi) du temps (cf. Squire, 1981), bien qu' il ne soit cependant 

pas totalement dépassé (Squire, 1994). De nombreuses études ont révélé une nature plus 

coniplexe du processus régulateur: il a par exemple été démontré que la liaison des têtes SI 

de la myosine sur ractine pouvait survenir en absence de Ca2
'" à faible force ionique (Brenner 

et colL, 1984). D'autres auteurs (Wagner & Giniger, 1981 ; Chalovich & Eisenberg, 1982) ont 

rapporté que l'HMM et sa LC2 intacte se liaient à l'actine régulée en absence de Cal"', avec 

toutefois une affinité 3 à 4 fois moins importante qu'en présence de Ca~"'. Tous ces résultats, 
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obtenus à faible force ionique, ont été confi1TI1és à force ionique nonnale (EI-Saleh & Patter, 

1985) : ceci prouve que la liaison des têtes SI ou HMM à l' actine régulée surviendrait malgré 

le blocage stérique. Ces expériences biochimiques basées sur des critères d'affinité et de 

liaison suggèrent donc que le complexe [Tm - Tn) pourrait ne pas réguler pas l'interaction 

actine - myosine par un simple blocage stérique, mais ferait intervenir des contraintes de 

liaison et de cinétique (El-Saleh et coll., 1986). 

En conclusion, malgré l'existence de deux positions "off" et "on" de la Tm et un rôle certain 

dans le mécanisme de la régulat.ion par effet stérique, de nombreuses évidences biochimiques 

montrent les insuffisances du modèle original du blocage stérique. 

b - Le modèle schématique de Lehrer : les hypothèses cmétiques 

Les premières études biochimiques (datant du début des années 70) ont permis une meiJl~urc 

compréhension des interactions entre les différentes protéines régulatrices et des changements 

structuraux induits au sein du filament fin par ta fixation du calcium et / ou des têtes de 

myosine. Les modèles de régulation récents tiennent désormais compte du phénomène de 

coopérativité, et sont pour la plupart de type al1ostélique, c'est à dire que la fixation du Ca2
• 

(et 1 ou la liaison [.lrte des têtes de myosine) modifie la structure du filament fin, de sorte que 

la liaison des têtes de myosine voisines est améliorée. Geeves et coll. ont proposé en 1987 un 

modèle rapidement accepté par la communauté scientifique (Geeves & Halsall, 1987), 

amélioré pM la suite (McKillop & Geeves, 1991 ; McKiliop & Geeves, 1993; Geeves & 

Lehrer, 1994), et légèrement modifié par Lehrer (1994). Le modèle proposé par ce dernier est 

de type coopéraùf 1 allostérique, et se base sur un système à trois doubles états: les états "A" 

et "R" de la myosine, les états "off' et "on" de la tropomyosine. et les états ± C J de la "!"nc. 

Dans ce modèle. le contrôle de la régulation repose sur la po:-.,:hm de la Tm sur l'actine : le 

contrôle de la transition "off' -- "on" contrôle la transition de r état faiblement lié 
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(configuration "A") vers l'état fortement lié des têtes SI de myosine à l'actine (configuration 

"R"). Ce modèle est schématisé à la Fig. 17. 

En absence de Ca2+, la Tm inhibe l'isomérisation "A" ~ "R" des têtes SI de myosine, mais 

n'empêche pas la fixation des têtes SI en configuration "A" sur l'aetine. Le nombre de têtes 

en configuration faiblement liée "A" est cependant limité en absence de Ca2
• par un sous-état 

de l'état "off', appelé état "blocked" (McKiHop & Geeves, 1993). La troponine 1 serait à 

l'origine de eet état: elle doit pour cela bloquer les 2/3 des sites de liaison à l'aetine 

(MeKillop & Geeves, 1993). L'interaction Tn! - aetine réduit en outre la constante d'équilibre 

"off' ..... "on" de la Tm (KT dans le modèle de Geeves). 

En présence de Ca2+, l'état "blocked" n'existe plus (Head et coll., 1995): la Tni se détache 

de l'actine, débloquant ainsi les sites de liaison et permettant la fixation d'un plus grand 

nombre de têtes de myosine en configuration "A". Parallèlement, la transition "off'-"on" de 

la Tm n'est plus inhibée. 

Cependant, en absence de têtes SI, un système [actine - Tm - T n) est largement dans l'état 

"off" même en présence de Cal- (Greene & Eisenberg, 1980; Lehrer & Morris, 1982). Les 

travaux de Kress et coll. (1986) suggèrent que la liaison d'LL.'1e faible proportion de têtes SI 

(sous la forme [S 1 - ADP] ou SI) est suffisante pour causer un mouvement apparent de la 

Tm. La liaison d'un nombre croissant de têtes SI, favorisée par la disparition de l'état 

"blocked", serait donc en mesure de faire passer ia Tm en position "on". En conséquence, la 

constante d'équilibre KT est multipliée par un facteur 10, ceBe-ci passant de 0.02 en absence 

de Ca2~ à 0.2 en présence de Ca2
• (Geeves & Halsall. 1987). 

Lorsque la Tm se trouve dans l'état "on", les têtes SI de myosine peuvent s'isomériser 

(passage de l'état "A" vers l'état "R"). Les ponts cycliques générateurs de force ainsi crées 

font ainsi coulisser les filaments fins et épais, et pelmettent le raccourcissement en eonilltions 
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"On" 

"Off' 

Conformation "A" 

C 2+ - a 

"Blocked" ~ 

Conformation "R" 

Actine F 
a:rrr:rJ:J 

Tropomyosine 
~ 

~onine 

SI-liA" Sl-"R~ 

Fig. 17: Modèle scbématique représentant les trois doubles états (lion" l "ofr' , 
+Ca2

+ I-Ca2
+, liA" 1 "RIt

) et leurs constantes d'équilibre. L'état "blocked" est un sous état 
de l'état "off", KB représentant la constante d'équilibre "off"_Ifblocked lf

• La tropomyosine est 
schématisée dans deux positions ("off',-.non"), avec deux constantes d'équilibre KT (KT" en 
absen..::e de Cal

- et KT'" en présence de Ca2
). La position du complexe des troponines est 

fonction de la présence ou de l'absence de Ca2
+. Les conformations "A" et "R" des têtes SI 

sont schématisées par des angles différen~, KI représentant la constante initiale de liaison des 
têtes SI de myosine (liaison faible, pas de génération de force), et K2 la constante 
d'isomérisation "An_ItR" des têtes SI de myosine. 
En absence de Ca2

+, le système est principalement dans l'état bloqué. KT" est égale à 0.02. 
En présence de Ca2

-, KT est multipliée par 10 (devenant ainsi égale à 0.2), et la constante KI 
augmente d'un facteur 3 (absence de l'état bloqué). 
Schéma modifié d'après Lehrer, 1994. 
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anisométriques. Il faut noter qu'à concentration élevée p.n têtes SI, le Ca2~ per se peut induire 

la contraction, non pas en augmentant directement la ploportion d'unités de Tm en position 

"on", mais en facilitant la transition "off' -+ "on" induite par la liaison des têtes SI de 

myosine. Ce systèm\.: est coopératif: si l'on définit "n" comme le paramètre de taille de l'unité 

coopérative (correspondant au nombre de sous-unités d'actine sous le contrôle d'une tête SI), 

pour une tête SI en conformation "R" liée, (n-1) têtes SI en conformation "A" peuvent 

s'isomériser. Selon Geeves & Lebrer (1994), "n" serait égal à 12. Maytum et coll. (1999) ont 

confirmé ce résultat en trouvant une valeur similaire (ltn" = Il) : en présence de troponine, 

l'unité coopérative est par conséquent plus grande que l'unité structurale constituée de 7 

monomères d'actine, un dimère de Tm, et un complexe de Tn. 

Le retrait du Cal"', en diminuant progressivement la constante d'équilibre KT et en empêchant 

la fixation des têtes dans l'état "A", va conduire à un relâchement en diminuant le nombre de 

ponts générateurs de force, permettant aux sarcomères de reprendre leur longueur de repos. 

c - Le Ca2+ en tant que modulateur allostérique de la régula/ion de la 

contraction 

En solution. dans les expériences mettant en jeu des filaments fins reconstitués et des 

concentrations variables en têtes de myosine, le calcium n'est ni suffisant, ni nécessaire pour 

activer les filaments fins (Lehrer & Geeves, 1998). Au contraire, les têtes SI de myosine 

seraient nécessaires pour déclencher 1'activation de la contraction. De nombreux auteurs ont 

en effet montré que les têtes SI de la myosine n'étaient pas seulement douées d'activité 

enzymatique et aptes à générer de la force, mais étaient aussi impliquées dans le processus de 

régulation de la contraction (Gordon et coll., 1988; Millar & Homsher, 1 Q90; Swartz & 

Moss, 1992). Ceci nous mène apparemment vers un paradoxe: les têtes SI déclenchent leur 

propre activité (le Ca1
- n'officie que pour faciliter le processus). Ce paradoxe est en fait 

62 



sunnontable si l'on considère le filament fin comme un système coopératif / allostérique (Hill 

et coll., 1980; Geeves & Hal sali, 1987), du type Monod, \Vyman & Changeux (Monod et 

coll., 1965), acceptant les têtes SI de myosine ~omme ligand. Ainsi. même si les têtes de 

myosine se fiXent difficilement sur un filament fin dans l'état "off'. elles se lient de manière 

coopérative au filament fin dans l'état "on" (Fig. 18). En ce sens, il est possible de faire une 

analogie avec la fixation de l'oxygène (01) sur les état "Rit ("Relaxed lt
) et "T" ("Taut lt

) de 

l'hémoglobine (perutz, 1989; cf. Tableau 3). Selon la définition classique de la rb,:tion 

catalytique, l' actine peut être considérée comme l'enzyme, et le complexe [S 1 - ni de] 

([S 1 - A TP] ou encore [S 1 - ADP - Pi]) peut être considéré comme le su~strat. En absence de 

Tm, l'actine se comporte comme une enzyme non-coopérative (Fig. 9, rappelée à la page 

suivante), similaire à l'hémoglobine dissociée (Mills et coll., 1976) : l'actine représente donc 

la sous unité cata1~que du système régulateur enzymatique du filament fln. En présence de 

Tm, le système devient coopératif (Fig. 9) : le complexe [actine - Tm) représente donc le 

système coopératif de base, avec les états "off' et "on" comparables aux états "R" et liT" de 

l'hémoglobine. Pour la plupart des systèmes coopératifs 1 aJlostériques, le substrat est aussi 

l'activateur (e.g. O2 pour l'hémoglobine). Or, dans le cas présent, le substrat ([SI - A TP] ou 

[SI - ADP - Pi]) ne se lie que faiblement et de façon non coopérative à l'actme (Chalovich & 

Eisenberg, 1982). En revanche, la liaison du substrat à l'actine entraîne le relargage du Pi, et 

c'est le produit intermédiaire ([S 1 - ADP] ou encore SI) qui représente le ligand. 

Dans ce système, le Ca2-+ cause un déplacement de la courbe [activité 

ATPasique] = f(concentration en têtes SI] (Fig. 9), tout comme le 2,3-diphosphoglycerate 

déplace la courbe de dissociation de l'oxyhémoglobine. L'activateur allostérique de notre 

système enzymatique est par conséquent le Ca2
• (Lehrer & Geeves, 1998), qui change la 

constante d'équilibre KT' et détermine le degré de facilité avec lequel la myosine peut activer 
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Rappel de la Fig. 9 : Relation activité ATPasique en fonction de la concentration en têtes 
SI, en présence d'actine (+A) ; d'actine et de tropornyosine (+ATrn) ; d'actine, tropomyosine 
et troponines (+ATmTn), en présence de calcium (+cal) et en absence de calcium (_Ca2+). 
En absence de Tm, la relation est linéaire (pas de phinomène de coopérati ..... 'ité). La relation 
indique une coopérativité en présence de Tm. En présence de Tn, l'activité ATPasique est 
inhibée en absence de ci+, et potentialisée e;'"\ présence de Ca2

+ (D'après Lehrer & Morris, 
1982). 
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Etat 

Filament fin MWC 

"On" 
K, Kz 

~.,.~., ... ~ 
+ ., IsomensatlOn 

"Off" 

Actine F 
ro:x:tr{) 
Tropomyosine 

~ 

Fig. 18: Représentation schématique des analogies entre les états "0fJ" et "on" du 
filament fin et les états "R" et "T" d'un système type 'fWC (Monod, Wyman et 
Changeux). 
KI : constante initiale de liaison des têtes SI de myosine (dans l'état "A"), indépendante de 
l'état "off' ou "on". 
Ka: constante d'isomérisation" A"-"R", dépendante de l'état "on" du filament fin. 
KT: constante d'équilibre "off'-"on" 
n: tame de l'unité coopérative. 
D'après Lehrer & Geeves, 1998. 
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Hb ATCase Actine-Tm 

Fonction(s) transport de 1'02 voie de synthèse du contrôle l'A TPase de la 
CTP myosine et la contraction 

Nombre de 4 6 catalytiques 1 6 7 catalytiques / 1 
sous-unités régulatrices. régulatrice 

Etats T-R T-R off-on 

[R] 1 [f]« 1 [R] / [n < 1 [on] / [off] < 1 

Substrat (ligand) (OJ asp/cbm-Pi SI-ATP, Sl-ADP-Pi 
"" 

Produit (ligand) (OJ cbm-asp SI-ADP, SI 

Activateurs O2 asp, cbm-Pi st-ADP, St 

activateurs (ATP) (Tn + Ca2.) 

allosteriques 

L"lhlbiteurs DPG. fï CTP Tn-Ca2
., TnI 

allosteriques 

Taille de l'unité -4 -6 -11 
coopêrative (n) 

Tableau 3: Comparaison entre les prQpriétés du système actine-tropomyosine et les 

systèmes coopératifs 1 aUosteriques tels que l'hémoglobine (Rb) et l'aspartyl 

transcarbamyJase (ATCase). asp : acide aspartique; cbm-asp : acide carbamylaspartique ; 

chm-Pi: carbamyl-phosphate; DPG: 2, 4-diphosphoglycérate. Modifié d'après Lehrer & 

Geeves, 1998. 
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le filament fm. Il faut cependant préciser que dans les fibres musculaires, à la différence des 

études en solutions, la concentration en têtes de myosine est fixée par l'arrangement 

géométrique. Dans ce cas, la contraction est déclenchée par le Ca2~. Par ailleurs, les travaux de 

certains auteurs suggèrent qu'en absence de myosine, le Ca2
+ peut induire le mouvement de la 

Tm (Kress et coll., 1986; Poole et coll., 1995). Des recherches sont donc nécessaires pour 

clarifier les rôles respectifs de la TnC en présence de Ca2
+ et des têtes SI dans l'activation du 

filament fm sur fibres isolées. Néanmoins, on retiendra que la liaison du Ca2
+ sur la TnC et la 

formation de ponts actine - myosine agissent en synergie pour activer le filament fin 

(Williams et coll~ 1988 ; Popp & Maeda, 1993). 

d - Le couplage TnC - têtes S1 de mvoshle 

La TnC change de structure secondaire suite à la fixation du Ca2
"', et la cascade de 

réarrangements conformationnels qui s'ensuit provoque la formation de ponts cycliques entre 

l'actine et la myosine. Ainsi, les changements structuraux de la TnC consécutifs à la liaison 

du Ca2
" sont associés à l'interaction actine - myosine. Inversement, il existe à l'évidence une 

relation entre rinteraction actine - myosine et l'affinité calcique de la TnC. Breme] & Weber 

(1972) ont montré qu'en absence d'ATP, ]a création de ponts de "rigor" entre l'actine et la 

myosine augmentait l'affinité calcique de la TnC. Sur la TnCr, cette augmentation serait de 

rordre d'un facteur 2 (Güth & Potter, 1987), La fonnation de ponts cycliques améliorent 

davantage l'affinité des sites régulateurs de la TnCf vis-à-vis du Ca2
", l'affinité de ces sites 

étant multipliée par au moins 10 lorsque le muscle passe de l'état relâché à l'état contracté en 

présence de MgATP (Güth & Potter, 1987). Des résultats similaires ont été obtenus sur la 

TnC cardiaque (Hofmann & Fuchs, 1987). Les travaux de Zot & Potter (1989) ont démontré 

qu'outre la liaison du ea2
'" sur les sites régulateurs, des changements dans la structure amino

terminale de la TnC pouvaient être dus à la liaison forte des têtes de myosine sur l'actine, 
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concluant ainsi à un couplage réciproque entre ~a formation de ponts actine - myosine de type 

uR" et changements structuraux de la TnC. Toujours selon ces auteurs, la TnC existerait sous 

un nombre important de conformations et pas seulement dans une conformation fermée et unI! 

conformation ouverte. Utilisant la résonance paramagnétique électronique, Li & Fajer (1994) 

ont effectivement décrit de multiples réorientations de la TnC en fonction du ligand activateur 

de la contr.;:ction (Ca2
+ sur les sites spécifiques de la TnC ou ponts actine - myosine 

cycliques), avec un effet croissant [Ca2+] < [ponts actine - myosine] < [Ca2
< + ponts 

actine - myosine] sur l'amplitude des ré<!rientations. Ainsi, La TnC détecterait les 

chang~ments structuraux de la myosine durant la génération de la force (Li & Fajer, 1998). 

Ces considérations biochimiques ~ulignent l'aspect 1ynamique d'un système de régulation 

complexe basé sur une somme d'jnteractions (parfois réciproques) entre les différents 

composants de la machinerie contnctile, par opposition à l'aspect figé qu'entraine la théorie 

du blocage stérique, aveç une position "off" où le système serait gelé, et une position "on", où 

le système manifesterait au contraire une iilten.<;e activité. 
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IH. MODULATION DE LA REGULATION DE LA CONTRACTION 

MUSCULAIRE. ROLE DE LA TROPONINE C. 

Les caractéristiques d'activation C'dlcique des fibres musculaires pelées sont classiquement 

étudiées via la tension développée par la fibre en fonction de la concentration calcique 

(relations Tension 1 pCa, avec pCa = -log [Ca!"], cf Fig. 19). Les relations T 1 pCa ont une 

allure sigmoïde. Trois paramètres sont nécessaires pour décrire les caractéristiques 

d'activation calcique: 

• le seuil d'activation, concentration en Ca2
" minimale nécessaire pour induire une tension 

est indicateur de la sensibilité calcique du système contractile; 

• la valeur de la pCaso, concentration calcique nécessaire à induire 50 % de la tension 

maximale Po, est un indicateur de l'affinité calcique; 

• la pente de la sigmoïde, donnée par réquation de Hill (cf. Fig. 19), traduit le degré de 

coopérativité entre les sites régulateurs de la TnC et les protéines régulatrices du filament 

fin. 

Fibres lentes et fibres rapides possèdent des relations Tension 1 pCa distinctes et 

caractéristiques, les paramètres de seuil et de pente des relations étant particulièrement 

représentatifs du type de fibre étudié. Ainsi, les fibres lentes ont un seuil d'activation inférieur 

(meilleure sensibilité) par rapport aux fibres rapides, tandis que ces dernières possèdent une 

coopérativité supérieure (coefficients de Hill plus élevés). Des différences entre les valeurs de 

pCaso de fibres lentes et rapides sont décrites de façon moins systématique. Ainsi, de 

nombreux auteurs ont trouvé des .valeurs de ~ non significativement différentes entre des 

fibres lentes et des fibres rapides (Takagi & Endo, 1977; Stephenson & FOITest, 1980; 

Laszewski-\Villiams et coll., 1989; Stevens et colL, 1993). Lorsque des différences 
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Fia- 19 : Détermination des canctérÎstiques d'activation cakiques av« la relation 
Tension 1 pCa. 
a : tracé d'emegistrement de tensions isométriques développées par une fibre. L'application 
d'une solution de concentration pCa X (donnant un niveau de tension sousQ maxima1 P) est 
suivie par l'application d'une solution saturante en calcium (pCa 4.2, induisant un niveau de 
tension maximal Po). Les déflections rapides correspondent au retrait (flèches pointées vers le 
bas) ou il l'ajout (flèches pointées vers le haut) de solutions. W: solution de lavage, R: 
solution relaxante. 
b : relations Tension 1 pCa d'une fibre lente (trait plein) et d'une fibre mpide (trait discontinu). 
Le rapJX>rt PlPo est reporté en foIt;tion de la concentration calcique exprimée en pCa. La 
pente de la relation (en vert) est ajusté~ à l'aide de l'équation de HiU (donnée en encart), qui 
donne les valeurs de seuil pCa50 et pente (n). 
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significatives sont décrites, les pCaso des fibres rapides sont toujours inférie~5 aux pCa,o des 

fibres lentes (Gardetto et coll., 1989; Danieli-Betto et colL, 1990). 

1 - ,MODULATION PAR LES SITES REGULATEURS DE LA TROPONINE C 

L'importance des sites régulateurs de la TnC dans la régulation de la contraction a pu être 

mise en évidence à l'aide d'ex-périences d'extractions de la TnC et de son remplacement, sur 

fibres musculaires isolées (cf. Matériel et Méthodes). De nombrel1x auteurs ont ainsi pu 

montrer que J'isofonne de TnC influait sur les caractéristiques d'activation calcique. Les 

caractéristiques d'activation calcique des fibres rapide5 reconstituées avec une TnC lente ou 

cardiaque deviennent typiques de celles des fibres lentes (Moss et coll., 1986), tandis que la 

TnC rapide confere aux fibres lentes des caractéristiques d'activation similaires à celles des 

fibres rapides (Babu et coll., 1987 ; Gulati et coll., 1988). 

Dans les fibres lentes, la TnC lente ne possèd~ pas de site 1 fonctionnel, et la mutation de 

l'unique site fonctionnel (site m abolit la contraction (Putkey et coll., 1989). En dépit de son 

incapacité à lier le Ca2
+, le site 1 serait impliqué dans le processus de déclenchement de la 

contraction (Gulati et coll., 1992). La restauration de la fonction du site 1 confère des 

propriétés d'tactivation similaires à celles des fibres rapides (Sweeney et coll., 1990), mais la 

contraction ne peut s'effectuer si le site 1 est le seul site régulateur fonctionnel (putkey et coll., 

1989 ; Sweeney et coll., 1990). 

Dans les fibres rapides, après la réincorporation d'un mutant dont la fonction du site 1 est 

abolie, la tension est reconstituée à 25 % seulement (Sheng et coll., 1990). L'activation par le 

site 1 uniquement est possible, mais la tension que la fibre est capable de générer n't'St plus 

que de 50 % (Sheng et colt, lm), voire de 20 % (putkey et coll., 1991) de la tension 

maximale en présence de la T nC d'origine. Par conséquent, chaque site régulateur est capable 
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de faire fClDctionner partiellement la TnC rapl~e, mais les deux sites régulateurs (I et fi) sont 

nécessaires à son fonctionnement optL'7W (Shen~ et coll., 1990) 

2 - MODULATION PAR LES CATION;) DIVALENTS 

a - Sr/BalCd/Pb 

L'activation physiologique du muscle s'effectue par la fixation de Ca2
+ sur la Tne. 

Néanmoins~ il a été démontré que d'autres cations divalents pouvaient activer la machinerie 

contractile. Fuchs (1971) a ainsi montré que les ions Sr'+, Cd2.., Pb2
+ et Mn1

+ pouvaient 

déplacer du Ca2+ lié à la TnC par compétition. Les catlOns pouvant réellement activer la 

production de force dans les fibres isolées sont (outre Ca2
) : Sr~ (Kasaï & Oosawa, 1968; 

DOllaldson & Kemc14 1975), Ba2+ (Saïto et coll., 1992), et Cdl
" (Stephenson & Thieleczek, 

1986). En utilisant des fibres isolées et pelées de grenouille, Stephenson & Thieleczek (1986) 

ont montré que l'activation par c~s cations était réversible et donnait des tensions maxiJ!J.ales 

sensiblement équivalentes. Les relations T! pBa et T! pCd sont cependant aplaties par 

comparaison aux relations T / pCa et T! pSr. Par ailleurs, les concentrations iowques 

nécessaires pour obtenir 50 % de la force maximale CPCaso) sont respectivement de 6.09, 5.30, 

4.59,3.15 pour les ions Ca2~, Cd2+, Sr" et Ba2~. Les concentratio~ ioniqùes nécessaires pour 

l'activation à un niveau donm~ ne sont donc pas identiques pour tous les cations. Il semblerait 

que l'efficacité de liaison d'un ion sur les sites de la TnC soit dépendante du rayon ionique 

(Fuchs. 1971). dont la valeur optimale doit être procht de l'angstrom (0.99 A pour le Ca2+, 

L12 Â pour le Sr). Sur fibres pelées, ractivation par le strontium présente un intérêt dû à la 

sensibilité différentielle des fibres lentes (ou cardiaques) et rapides pour cet ion. n est en effet 

démontré que les fibres lentes ou cardiaques sont 5 à 10 fois plus sensibles au Sr" que les 

fibres rapides (Kitaza\\~ 1976; Kerrick et coll, 1980). Cette différence d'activation par I,e 
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Cal
+ et le sil+ sont donc exploitables sur fibres pelées afin rl~idelitifier rapidement et de 

.êre fiable le typage des fil1res étudiées (Takagi et col1~ 1978; Hoar & Kerrick, 1979; 

Fink et èolL, 1986; Stevens et coll .• 1993). La figure 20 montre les relations entre les tensions 

développées en fonction de la concentration en Ca2
+ (TlpCa) ou en S~ (T/pSr). Le critère A.' 

(représentant la différence pCasu - pStsJ traduit raffinité relative des fibres: il est 

ordinairement inférieur à 03 pour les fibres lentes, et supérieur à 1 pour les fibres rapides. 

b .. Bases de la sensibilité. au Strontium 

Le!! expériences d'extraction - remplacement de la TnC désigne. t cette protéine ('Qmme 

r~ponsable de la sensibilité différentielle pour les deux cations: après substitution de la TnCs 

par la TnC!: les fibres lentes sont beaucoup moins sensibles au S~+ (Morimoto & Ohtsuki, 

1988). 'tmdis qu'après remplacement de la TnCr par la TnCs, les fibres rapides acquièrent une 

meilleure sensibilité au Sr"'(Babu et coll, 1987; Bahu et coll., 1989). Des expériences de 

mutagenèse des sites calciques ou de constructions de chimères ont confirmé ces résultats : 

l'activation du site 1 de la TnC lente rend les fibres lentes moins sensibles au S~- (Sweeney et 

coll.: 1990; GuIati & Rao, 1994). Si ron substitue les 41 premiers acides aminés de la TnC 

rçide par les 41 premiers acides aminés de la TnC lente, cette chimère réincorporée dans 

l'eJlVÏIOnnement cardiaque confère une sensibilité au S~'" cmactéristique des fibres lentes 

(Gulati et coll, 1992). Ces données montrent donc que les 41 premiers acides aminés sont 

suffisants pour imprimer la sensibilité 'Vis à vis de J'ion Sr .... Toutes ces données suggèrent 

que la TnC est responsable de la sensibilité différentielle des fibres lentes et rapides vis à vis 

du Sr"'. Kerrick et coll. (1985) ont rapporté le seul cas où la sensibilité au Sr~ n'était pas 

modifiée après une expérience d'extraction - remplacement, en réincorporant de la TnC 

cardiaque dans des fibres rapides de lapin. 
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Fig.20: Idenû!ication de fibres rapides (a) et fibres lentes (h) de soleus de marsupial, à 

l'aide du.critère A {pCase -pSr!4)). D'après Wùson & Stephenson, 1990. 
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3 -lv/ODULATION PHARMACOr..OG/QUE 

a - Bases et intérêlS 

Certains composés phannacologiques peuvent moduler la régulation de la contraction 

musculaire (i.e. améliorer l'efficacité de cette contraction), et offrir une solution thérapeutique 

au:~ défaillances pathologiques de la machinerie contractile, comme l'insuffisance cardiaque. 

De tels composés sont ainsi capables <raugmenter la concentration calcique mobilisée durant 

la contraction (e.g. la digitaline), ou d'augmenter l'affinité calcique de la machinerie 

contractile C'ca1cium sensitizerstl
). Ces "calcium sensitizers" présentent l'avantage de ne pas 

provoquer de surcharge calcique pouvant être fatale aux cellules (Herzig & Quast, 1992). La 

TriC représente une cible de choix pour de tels composés; même si certaines molécules sont 

capables d'agir dans le processus de régulation en aval de la TnC. Il a ainsi été suggéré que 

l;effet du calcium sensitizer EMD 53998 (dérivé de la thiadiazinone) !lerait d'empêchfJr 

ractio'l inhibitrice de la T~ en interférant avec l'interaction TnI - actine (Barth et coll., 

1995). 

Selon Ovaska & Taskinen (1991), les composés qui augmentent l'affinité calcique de la 

trQpcnine C doivent stabiliser la conformation ouverte du domaine amino-terminal. 11 a ét~ 

démontré que la trifluoropérazine (Kurebayashi & Oga~ 1988), le bépridil (Solaro et colL, 

1986), le lévosimendane (HaikaIa et coll'9 1995), le pimobendane (Fujino et coll., 1988) et le 

calmidazolium (EI-Saleh & Solaro, 1987) étaient effectivement capables de se lier à la TnC et 

d'effectuer une telle stabilisation, entraînant ainsi une sensibilisation calcique du système 

contractile. La plupart de ces drogues ont toutefois des effets multiples. Sur des fibres 

musculaires de grenouille, la trifiuoropérazine (classe des phénothiazines), qui se lie à la TnC 

de la même manière que le bépridil (MacLachlan et coll., 1990), possède un effet rémanent, 

ainsi qu'un effet inverse (diminution de l'affinité calcique) aux concentrations supérieures à 
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100)lM (Kurebayashi & Ogawa. 1988; données personnelles). Dans les paragraphes 

suivants, nous focaliserons notre attention sur f,l~ bépridil qui, sur fibres musculaires isolées et 

pelées, devrait avoir une action ciblée sur la TnC (ce que nous vérifierons). L'étude des effets 

du bêpridil sur fibres pelées a été effectuée'niquement sur le tissu cardiaque, présentant 

l'i&oforme lente de la ToC. Compte tenu des àJférences structurales et fonctionnelles existant 

entre les deux isoformes lentes et rapides de la TnC, nous avons émis Phypothèse d'un effet 

différent du bépridil sur fibres lentes ,et rapides. comme cela avait été démontré pour le 

calmidazoUum (El-Saleh & Solaro, 1987). Dans 1: cas où cette hypothèse serait vérifiée, ce 

composé présenterait l'avantage de nous renseigner sur le comportement de la TnC, d'accéder 

à son fonctionnement, ce que ne permet pas la relation TI pCa seule qui reflète l'activatioll 

calcique de la machinerie contractile dr~ son ensemble. 

b - Le bépridil 

C' - Struclure moléculaire et fonctions in~vtvo 

Le bépridil ([(N-benzyl phénylamino}-2 isobutoxy-3 propyl]-l pyrrolidine chlorhydrate) est 

une molécule polycyclique hydrophobe (Fig. 21). Cette molécule, utilisée cliniquement pour 

ses propriétés ami-angor et anti-axytbmique, possède de nombreux effets aussi bien à 

l'extérieur qu'à rintérieur des cellules. Son effet in vivo résulterait par conséquent d'effets 

intégrés (Solaro ct coll.~ 1986). 

Anion en surface - De nombreuses études électrophysiologiques ont montré que le bépridil 

avait une action inhibitrice sur les canau.x ioniques des fibres cardiaques. Ainsi. le bépri<Ùl 

inln"be le canaI entrant lent calcique {diminution de eamplitude du courant IcJ et le canal 

sodique rapide des cellules myoœrdiques (Vogel et coll., 1979, yatani et coll., 1986), ce qui 

entraîne un effet inotrope négatif. Un effet inhibiteur sur les courants potassiques a aussi été 

mis en évidence sur les fibres de Purkinje de mouton (Berger et coll., 1999). 
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Action intracellulaire - TI a été démontré que le bépridil pouvait entrer dans les myocytes 

(CtaIllb & Dow, 1983). Il exerce une action inhibitrice sur la calmoduline (Lugnier et coll., 

1984 ; Hah et coll., 1984): son action inotropique négative ÇlOurrait donc aussi impliquer 

l'inhibition d'enzymes dépendantes de la calmoduline. telles que la phosphodiesterase et la 

phosphorylation du phospholambane dans le réticulum sarcoplasmique cardiaque. Il exerce 

aussi une action sur l'affinité calcique de la troponine C (cf. paragraphe suivant). In vivo, 

l'effet global du bépridtl sur les myocytes cardiaques serait la résultante de ces différentes 

actions. Son effet inotrope négatif serait en partie occulté par son effet sensibilisateur calcique 

sur les protéines régulatrices (Ozaki et colL. 1999). 

fi -Met sur l'affinité calcique de la troponine C 

V'aètiQn du bépridil sur l'affinité calcique du système contractile peut s'étudier sur des fibres 

pelées (cf. M..Itériels et Méthodes), où l'on s'affranchit de toute autre cible d'action 

• connue (Herzig & Quast, 1992). 11 a été démontré que le bépridil induisait une augmentation 

des forces .isométriques sous maximales (Solaro et cull .• 1986). Johnson et coll. (1980) ont 

montré que la TnC marquée avec racide 2-[4'-{iodoacetamide) aniline] naphthalcne-6-

sulfonique (IAANS) devenait sensible à l' c,œupation des sites régulateurs. En étudiant la 

fluorescence de la Tl'le marquée avec l'IAA1'JS. Solaro et colL (1986) ont démontré que le 

bépridil se fixait sur la TnC. Des expériences en résonance magnétique nucléaire (RMN) ont 

montré que le bépridil se fixait sur la Tne saturee en Ca2+ (Fig. 21b), et ne possédait qu'une 

affinité négligeable pour cette protéîne en absence de Cal- (MacLachlan et coll., 1990). Les 

changements conformationnels de fa TnC sont par conséquent nécessaires à la fixation du 

bépridil. Pour la TnC squelettique rapide, ces changements conformationnels sont provoqués 

par la fixation du Cal
+ sur le site l {cf. paragraphe n,l, c, y}. n en va autrement pour 

l'isoforme lente, ne présentant pas de site 1 fonctionnel: l' Cluverture de la protéine est forcée 
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b 

a 

Fia., 11 : SaRdaN dllbépridil eltocalisation du lite d'iateractio. avec la TaC. 
a : structure moléculaire poly\;yclique du bépridil 
h : Schématisation grossière du site d'interaction [bépridiJ- TnC] (d'après MacLachlan et 
coll~ 1990). Une localisation plus précise des interactions TnC - bépridil est représentée à la 
figute22. 
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par l~association TnC - TnI en présence de Cal+ (Li et coU., 1999). Cependr" it, il a été 

d~mQntré récemment qu~en présence de Ca2+. le bépridil pouvait induire une ouverture du 

domaine aminoterminal de l'isoforme ~aque (Le. lente) de la TnC (Fi,g.22d, Li et coU., 

2000). 

La'confonnatlôn 'Ouverte du domaine rég:ul;,ùeur présente des patcbs hydrophobes (Gariepy & 

HoâgèS, 1983; Drabikowski et coll., 1985). La localisation précise du (ou des) site(s) de 

~tion dans le domaine aminoterminaI a été étudiée en RMN (Kleerekoper et coll, 1998 ; Li 

eteoll-4; .2000). H existe trois SÎteS de fixation sur lesquels le bépridil reut se fixer de manière 

n(lncovalen,te (Bèp 1, Bêp 2 et Bép.3, ct Tableal. 4). Le premier concerne des acides ammès 

~ituês ~xclusivement dans la partie amino-terminale, tandis que les deux autres concernent à la 

tois l~ domaine aminoterminal et le domaine carboxytemùnaL Ces deux demiers sites r.e 

}»J.I\7ent cependant pas JOUet un rôle dans l'effet sensibilisateur calcique du bépridil, car ils 

$Clot aussi impliqués dans la liaison à la TnT : le bépridil ne peut donc pas se fixer sur ces sites 

en présence de Ce?" et de la ToI (Li et coll., 2000). Le site "Bép 1" représente donc le site de 

l~son le plus pmbable. 

Bases de J'effet sensibilisareur- La fixation du bépridil (Fig. 22d) stabiliserait la 

confonnanon ouverte de la protême. s"opposant aux interactions hydrophobes intrapI'otéiques 

qui tendent à maintenir ie domaine aminotezminal dans une conformation fermée. Des études 

cinétiques d"associatiC'D.-dissociation du complexe [TnC - Ca!+ - bépridil] ont ,été effectuées en 

tluo:rescenœ(MacLachlan et coll., 1990 ; Smith & England, 1990}. En présence de bépridil~ la 

constante de dissociation du Ca1+ des sites régulateurs est réduite, tandis que la constante de 

di$sociation du ea;'" des sites carboxytenIlÎnaux n'est pas affectee. Cette réduction de l~ 

cohstante de dissociation entraîne une augmentation de l'affinité œlcique apparente; 100 pM 
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~bépridil 
+ bépri di l'\. d 

Fig. 22: Représentation du mécani5me séquentiel d'ouverture du domiline 
.mino-terminal de la TnC cardiaque par la séquence 147 - 163 de ~ Tnl cardiaque ou 
par le bépridil. 
Le lobe arnin(Herrnina) de la TnC cardiaque est représenté a) en absence de Cal

+ sur le site n, 
to) en présence de Ca2

+ (point violet) dans le site II, c) en présence du fragment 147 - 163 de 
la ToI cardiaque (cToI), équivalant au domaine 115 - 131 de la ToI squelettique, et d) en 
présence du bépridil. Les iOIb Ca2

+ sont représentés sous la forme de sphères violr.ttes. Les 
régions charnières. représentées en rouge. apparaissent en jaune lorque leur conformation est 
modifiée (d'après Li et coll, 2000). 
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Molécule 

Bép 1 

Bép2 

Région Résidus 

lobe Nt F27.136, L41, V44. M45, L48. M60, 161. V64, V72, F77, M80, 

MSl, S84 

lobe Ct E96, L97, LI 00 

lobe Nt F20, A23, 126, F27, F77, M81 

lobe Ct LI 00, FI04, 1112, LIl7, M120, Ll36, FIS3, F156, MlS7 

Bép 3 lobe Nt M4S, MSO, PS2, E56. M60 

lobe Ct E96, 099, LIOO. RI02, MI03 

Tableau 4: Résidus de la TnC impliqués dans l'interac~ion avec le bépridil 

(contacts < 4.5 A). Nt: amino-terminal; Ct: carboxy-terminal; A: alanine: E: acide 

glutamique; F : phénylalanine; 1 : isoleucine; L : leucine; M : méthionine; P: proline ; R: 

arginine; S : sérine; V : valine (D'après Li et coll., 2000). 

81 



de bépridil produisent une augmentation de 4 fois de l'affinité du site Il de la TnC (Solaro et 

coll., 1986). 

Spécificité - Le bépridil n'a pas d'effet sur les cinétiques de contraction, caractérisées par le 

paramètre ktr, constante de r~-déveJoppement de tension (Brenner, 1988), aussi bien à des 

niveaux de tension sous - maximales qu'à des niveaux de tension maximales. Ces dOlmées 

suggèrent que le bépridil n'a pas d'effet direct sur les ponts actine-myosine (WalU" & Met7.ger. 

1999). Ces auteurs ont montré par ailleurs que le paramètre Vmax, vitesse maximale de 

contraction, et la relation fOfce-vitesse n'étaient pas modifiés en présence de bépridiJ. Le 

bépridil induit donc spécifiquement une: augmentation de l'affinité calcique de la Tne. 

augmentant ainsi la transition de l'état "blocked" à l'etat "off' du fllament fin (Wahr & 

Metzger, 1999). 
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l\'lA TERIELS ET ME,THODES 



I. MATERIEL BIOLOGIQUE 

Deux espèces animales ont été retenues dans le cadre du présent traval.. e rat et le singe 

Rhésus. Des rats ont été soumis à des conditions de microgravité simulée, tandis que des 

singes ont subi des conditions de microgravité réelle ou d'immobilisation au sol. 

J - SINGE (MA CA CA lt!ULAITA) 

Dans le cadre de l'expérience internationale BION Il, onze singes, d'un poids moyen de 3.7 à 

4.8 kg, ont été sélectionnés. Des biopsies de triceps ont été prélevées sur ces animaux 

contrôles (Cont) 5 mois avant le vol spatial, réalisé en janvier 1997. Trois groupes ont ensuite 

été constitués à partir des Il singes Cont : 

• un premier groupe "Flight" (n == 2 singes) a subi 14 jours de vol spatial dans le bio satellite 

BION 11, 

• un deuxième groupe "Growth" (n = 4) a été sélectionné pour évaluer un éventuel "effet 

croissance" sur les résultats, 5 mois séparant la sélection initiale du vol spatial. 

• un troisième groupe "lmmo" (n = 3) a été soumis au sol à une immobilisation, réalisée 

dans une capsule où les conditions de vol (sons, températ'\fe, etc.) ont été artificiellement 

simulées. Ces animaux ont été immobilisés dans un siège, et la partie supérieure de leur 

bras droit était maintenue près du corps. Le but de cette immobilisation du bras, 

concernant aussi bien le groupe Immo que le groupe Flight, était d'obliger les animaux à 

accomplir différentes tâches avec leur bras gauche pour enregistrer l'activité 

électromyographique (EMG) résultante. Le bras droit des singes Flight était donc soumis à 

la fois aux conditions d'im.rnobilisation et de microgravité réelle. 
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2 - RATS (SOUCHE WISTAR) 

Des rats mâles d'un poids moyen de 300 grammes ont été sélectionnés. Les muscles soleus, 

gastrocneruius et tibialis anterior ont été prélevés sur des rats contrôles (Cont) et sur des rats 

soumis au modèle de microgravité simulée. Ces rats ont été suspendus pendant 14 jours, selon 

le modèle de Morey (Morey et coll., 1979). A l'aide d'un sparadrap, la queue de l'animal est 

attacbée à une potence, de sorte que ses pattes postérienres ne supportent plus le poids de son 

corps. Cette technique permet au rat de se déplacer librement sur ses pattes antérieures et 

d'avoir accès ad libitum à la nourriture et à l'eau. Ce modèle permet de mimer les effets de la 

microgravité, notamment un déplacement vers la partie tboraco - céphalique des liquides de 

l'organisme, ainsi qu'un état d'bypodynamie / bypokinésie affectant les pattes postérieures. 

Dans la suite de l'exposé, les muscles ou les fibres musculaires issues de ces animaux seront 

dénommés "SUSp". 

3 - MUSCLES ETUDIES 

Chez le singe, seul le triceps brachii (caput medialis) a été étudié. Ce muscle du membre 

antérieur est un extenseur de l'avant bras, et possède l'avantage de présenter une hétérogénéité 

dans sa composition en fibres. Il comporte en effet : 

• des ribres lentes à fonction posturale, dans la partie attenante à l'humérus, 

• des fibres rapides à fonction exclusivement motrice, 

• d~s fibres bybrides en proportions non négligeables (i.e. coexprimant les myosines lentes 

de type 1 et rapides de type II). 

Les biopsies ont été obtenues dans la partie profonde de la zone médiane du muscle. Dans des 

conditions normales, cette partie contient une majorité de fibres lentes. ce qui a été vérifié par 

le Dr. D. Desplant:hes (Lyon). En utilisant la technique de coloration A TPac:-ique, il a été 

montré que les muscles prélevés sur les Il singes Cont étaient constitués en moyenne 
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88.33 ± 3.45 de fibres lentes (73 à 99 %). Plus particulièrement, les biopsies des 2 singes 

ayant volé dans l'espace par la suite étaient constituées de 82.4, 14.8. 2.8 et 88, 10, 2 % de 

fibres de type l, IIa et IIb, respectivement. 

Chez le rat, les muscles soleus, gastrocnemius et tïtïlahs anterior ont été prélevés (Fig. 23). 

Le typage histochimique (coloration ATPasique) de chacun de ces muscle est reporté dans le 

Tableau 5. Le so/eus assure l'extension de la cheville (ou flexion plantaire). C'est un muscle 

lent, impliqué dans le maintien de la posture, et résistant à la fatigue. L'étude des fibres de ce 

muscle sera privilégiée dans notre travail car sa fonction est directement altérée par les 

conditions d'hypodynamie 1 hypokinésie induites par la suspension (Gardetto et coll., 1989 ; 

Stevens et colL, 1990). 

Le libialis anterior est un muscle rapide, fléchisseur de la cheville et antagoniste du soleus. 

Le gaslrocnemius assure l'extension de la cheville. Un chef de ce muscle ponsède en outre une 

fonction de type posturale. Il est composé de trois parties histochimiquement distinctes (les 

parties rouge, mixte et blanche). La composition en MHC de ces trois parties est détaillée dans 

le tableau 5. Les prélèvements ont été effectués dans la partie blanche du gastrocnemius 

(Fig. 23b), qui contient essentiellement des fibres de type lIb. 

4 - PRELEVEMENTS 

Singes - Les prélèvements ont été réalisés à I1PLM (Institut des Problèmes Biologiques et 

Médicaux, Moscou) par l'équipe de chirurgiens de la NASA. Les singes sont anesthésiés par 

une injection intramusculaire de kétamine (Kétamine-HCI, 10 mg.kg· I
), l'anesthésie étant 

maintenue par de risoflurane gazeux (1.25 %) dans de l'oxygène pur délivré par une sonde 

oro-trachéale. Les biopsies sont effectuées dans la partie profonde du triceps (attenante à 

l'humérus). 
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Gastrocnemius 

b 

Tibia 

Gastrocnemius 
(partie blanche) 

Fig. 13 : Anatomie de la patte postérieure du rat. 
a : écorché de la patte (d'après Green. ] 968) 

Tibi alis anterior 
(partie blanche) 

Tibi alis anterior 
;,.... ...... -- (partie rouge) 

;:"'...-It--- Soleus 

Gastrocnemius 
(partie rouge) 

Gastrocnernius 
(partie mixte) 

b: coupe transversale de la patte (d'après Armstrong & Phelps, 1984). 
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••• c" ~ .' ':',~. " "'~~- '" ',- -',; !' ,~ •.•.• ' 

$(JleüS Tibilill$lthtllldar 'Gastrocnemius 
.' ~ ,-~. ,~ ~. ,- ~ 

", " .. ~ ~ ''''0' 

Partie }J,Àrtie, Partie Partie Partie 
rouge fj{!iJ)ë,he rouge mixte blaGche 

1 84;#6, 7±2 '~*l 51 ±4 3 ±2 0 

na 1~-o 30 ± 3 18:* 5 35 ± 3 6± 1 0 

nd/x 9:b6 37 ± 7 j4~2 13 ± 7 34 .l: 7 8±4 

Db 0 26 ± 1 46±8 1 ± 1 57 ± 8 92±4 

Tableau 5: composition en chaînes lourdes de myosine des muscles de rat considérés 

dans c:e travail. La composition des c:hels étudiés figure en grisé (D'après Delp & Duan, 

1996). 
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Rats - Les rats Cont ou Susp sont anesthésiés par injection intra-péritonéale de pentobarbital 

sodique (3 mg.kg·'). Les muscles soleus, tibialis et gastrocnemius lateralis sont prélevés avant 

de sacrifier les animatLx par dose Jétale d'anesthésique. 

5 - TRAITEMElvT DES BIOPSIES 

Une fois prélevées, toutes les biopsies sont découpées en faisceaux selon l'orientation 

longitudinale des fibres, et soumises au protocole de pelage. 

Il. DETERMINATION DES RELATIONS TENSION /pCa (T/pCa) 

J - PROTOCOLE DE PEUGE 

Le "pelage" d'une fibre musculaire isolée permet d'avoir libre accès aux protéines contractiles 

et régulatrices. Il implique donc J'élimination des membranes (sarcolemme) qui maintiennent 

une cohésion forte entre les fibres. Cette technique présente deux intérêts majeurs: elle 

pennet de s' affranchir de la commande motrice 0' activation se faisant par application externe 

de Cal""), et permet une analyse du contenu protéique d'une cellule unique. Le pelage des 

fibres peut s'effectuer de manière "mécanique" (le sarcolemme est enlevé à l'aide d'aiguilles), 

cette technique convenant particulièrement aux fibres de gros diamètre. Le pelage "chimique", 

consistant à hyper perméabiliser les membranes, présente l'avantage supplémentd.Îre de traiter 

simultanément l'ensemble des fibres, et l'isolement ultérieur d'une fibre, queUe que soit sa 

position, est grandement facilité. Cette technique est plus adaptée aux fibres de petits 

diamètres, comme les fibres de mammifères (Wood et coll., 1975). Pour cela, les biopsies sont 

traitées par une solution contenant de l'EGTA (Ethylène Glycol N, N, N', N' tétra-acétique). 

En chélatant le Ca2
-, ce composé va déstructurer les membranes et le système tubulaire 

transverse sans altérer les protéines contractiles sous-jacentes (Eastwood et coll., 1979), et 
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sans modifier la sensibilité calcique des protéines (Reuben et coll., 1977) qui seront ainsi 

accessibles. Le protocole de pelage utilisé (Mounier et colL, 1989) est dérivé de la technique 

de Wood et coll. (1975). 

Les biopsies fraîchement prélevées sont immédiatement placées dans une solution relaxante 

(R) à 4°C, contenant 5 mM d'EGT A. Quatre heures plus tard, les biopsies sont rincées, puis 

replacées dans le R pour UD.e durée totale de traitement de 24 heures. Les biopsies sont ensuite 

placées dans une solution de conservation C contenant du glycérol et de la leupeptine. Le 

glycérol permet une conservation des biopsies à -20°C, et la leupeptine empêche une perte de 

force pouvant survenir par dégradation des protéines, sans avoir d'effet sur l'activation 

calcique des fibres traitées (Kasuga & Umazume, 1990). Les biopsies sont ainsi conservées 

jusqu'à deux mois. 

2 - ISOLEMENT DES FIBRES 

L'isolement des fibres s"effectue sous loupe binoculaire (x 80), avec des pinces fines. Une 

fibre est isolée de la biopsie (6 à 8 mm). Un fil de soie (Sherwood Medical, St Louis, USA) 

est noué à chaque extrémité d'un segment de 2 à 2.5 mm. Ceci permet de monter la fibre dans 

une cuve expérimentale contenant une solution R, entre une pince fixe et un capteur de force 

(Fort 10, WPI, Aston, Angleterre). Un système d'aspiration sous vide permet l'évacuation des 

solutions de la cuve expérimentale. Le diamètre de la fibre est déterminé à l'aide d'un 

micromètre intégré à l'oculaire. La longueur des sarcomère est déterminée à l'aide d'un 

faisceau laser Hélium / Néon perpendiculaire à l'axe de la fibre ~ig. 24). En traversant la 

fibre, ce faisceau est diffracté par les sarcomères, dont l'arrangement caractéristique est 

assimilable à un réseau de fentes. Les bandes de diffraction de premier ordre sont visualisées 

sur un écran calibré placé derrière la fibre, et pennettent la lecture directe de la longueur de 

sarcomère de repos. La fibre est ensuite étirée à 120 % de sa longueur de sarcomère de repos, 
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micromanipulateur o 
écran 

Fibre 
cuve en 

plexiglass 

capteur de 
force 

lificateur 

enregIstreur 
graphique 

Fig. 24 : Schéma du dispositif de montage d'unf fibre musculaire pelée et du dispositif 
de mesure de la longueur de sarcoQlère. 

La longueur de sarcomère est donnée par l'équation: LS = [ ..! ] , avec LS : longueur 
~d2 +x2 

x 

de sarcomère, À: longueur d'onde (632 nm), d : distance entre la fibre et l'écran et x : distance 
entre le centre de l'écran et la première frange de diffraction (Modifié d'après Goubet & 
Lensel-Corbeil, 1998). 
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ce qui assure un chevauchement des myofilaments d'actine et de myosine pennettant le 

développement d'une force isométrique optimale. 

Enfin, pour éliminer un éventuel effet du réticulum sarcoplasmique (RS) sur les paramètres 

d'~ctivation calcique, la fibre est soumise à un traitement au Brij 58 (2 % dans la solution R). 

Le Brij est un détergent cétonique non ionique, qui élimine irréversiblement la capacité du RS 

à emmagasiner et à relarguer du Ca2
.., sans altérer le système contractile (Oretttlicher et coll., 

1974). 

Les solutions de la cuve expérimentale sont agitées en permanence pour faciliter l'accès et 

l'homogénéisation des solutés au sein de la fibre. 

3 - ENREGISTREJ.\1ENT DES TENSIONS ISOMETRIQUES 

lf! capteur de force pennettant de détecter des tensions isométriques est relié à un 

amplificateur (10 V/g). Les tensions sont ensuite transcrites sur un enregistreur graphique 

(Gould. modèle 6120). L'activation des fibres s'effectue par des so!utions de concentrations 

ca.lciques croissantes. Pour éliminer toute trace d'EGTA issue de la solution R, la cuve est 

rincée avec ooe solution de rinçage W. On applique ensuite une solution de pCa (avec 

pCa = -log[Ca2+]) ou pSr (avec pSr = -log[Sr) donnée. Une fois la tension P résultante 

stabilisée, on applique une solution saturante en calcium (pCa 4.2) ou en strontium (pSr 3.4). 

Ce protocole (cf. Fig. 19) permet de nonnaliser les tensions sous-maximales P à la tension 

maximale Po que la fibre peut développer. Ceci permet de s'affranchlr de la variabilité 

possiblt! de la Po d'une fibre à l'autre et de la perte de force éventuelle qui survient 

progressivement au cours des activations successives. Cette perte de force se produit 

naturellement en raison des contraintes mécaniques (déstructuration) consécutives aux 

activations maximales répétées, mais aussi en raison de l'action de la CANP (Ca2
+ Activated 

Neutral Protease), protéase activée par le Ca2
'" qui pourrait rester dans la cellule malgré le 

92 



pelage (l<.asuga & Uma .une, 1990). Le rapport PlPo est établi pour des concentrations 

calciques allant de pCa 7.0 à pCa 4.2 (pSr 6.2 à pSr 3.4), avec un pas de 0.2 unité pCa. Les 

tensions nonnalisées PlPo sont reportées en fonction de la pCa, pour constituer les relations 

Tension 1 pCa (et Tension 1 pSr), établies en absence et en présence de 1 00 ~m de bépridil. 

4 - EXPRESSION DES RESULTATS 

La sensibilité et l'affinité de la machinerie contractile seront respectivement détenninées par 

le seuil d'activation et le critère pCCiso. La coopérativité au sein des myofilaments sera évaluée 

par les deux coefficients de pentes (coefficients de Hill ni et nz, Fig. 25). Un seul coefficient 

de Hill (nrJ est utilisé lorsque les courbes sigmoïdes sont symétriques par rapport au point P 

correspondant à la pCCiso. Cependant, Moss et coll. (1983) ont montré que la détermination de 

2 coefficients (ni pour PlPo> 50 % et D2 pour PlPo < 50 %) pennet une meilleure adéquation 

des points expérimentaux avec la courbe théOriqll~ décrite par l'équation de Hill lorsque la 

sigmoYde n'est pas régulière. 

En présence de bêpridil, nous avons défini deux paramètres permettant de quantifier i) l'effet 

de cette drogue sur l'affinité calcique du système contractile et ii) l'effet sur la coopérativité 

au sein des myofilaments. Ainsi, l'amplitude du renforcement de l'affinité calcique est 

obtenue par le paramètre l\so, égal à la différence entre la pCliso obtenue en présence de 

bépridil et la pCliso obtenue en absence de bépridil (Fig. 25). L'effet du bépridil sur la 

coopémtivité est évalué par le paramètre ~IO (~·l\IO) : la coopérativité en présence de 

bépridil est dt autant moins affectée que le paramètre Âw-IO est proche de zéro (Fig. 25). 
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Fig. 15: Determi.ation des deus coefficients de Hill ni (P 1 Po > 50 'Y.) et Dl 

(P 1 p. < 50 .~), ai.si que la quantification du déplacement de la relation T 1 pC. en 
pme. et de bépridU (Al" Ay et A,.). 

94 



5 - CRITERES FONCTIONNELS DE DISTINCTION ENTRE FIBRES LENTES ET 

RAPIDES 

La méthode employée pour discriminer les fibres lentes des fibres rapides se base sur les 

différence!,) d'activation de ces deux types de fibres vis à vis du strontium (Fig. 20). Il a en 

effet été démontré que les fibres lentes possédaient une affinité au Ca2
" et au Sr· quasiment 

identiques, à la différence des fibres rapides, qui ont des relations T/pCa ct T/pSr très décalées 

(Kerrick et coll., 1980). Puur toutes les fibres étudiées, pour lesquelles la TIpSr n'a pas été 

déterminée entièrement, deux points pST ont été judicieusement choisis dans la portion 

linéaire de la sigmoïde, de façon à pouvoir accéder à la pSrso' Lorsqlle le paramètre 

!!t: (pCaso - pSrso) est inférieur ou égal à 0.3 unité pCa, la fibre est considérée c,,'mme lente, 

tandis qu'elle est considérée comme rapide lorsque ce paramètre t:.,' est supérieur uù (,~gal à 1. 

6 - EXTRACTION / REMPLACEMENT DES TROPONINES C 

pl)Ut ces expériences, des fiores de 7 à 8 mm ont été isolées, et séparées en trois segments 

(Cont, Ext et Rec) de 2 à 2.5 mm. Le premieï segment est immédiatement dissout dans un 

tampon de dissolution (cf. 7 - Composition des solutions), et sert de fragment contrôle (Cont). 

Chacun des deux autres fragments est monté dans une cuve expérimentale. T/pCa et pSrso sont 

déterminés sur un des segments (Rec). Les deux segment,; Ext et Rec subissent ensuite un 

protocole d'extraction de leur TnC. D'une manière générale, les différentes procédures 

j'extraction sont dérivées du protocole de Cox et coll. (1981), et consistent à utiliser une 

solution de faible force ionique, pas ou peu tamponnée, et contenant uniquement de l'EDT A 

(Ethylène Diamine N, N, N', N' Tetra-Acétique). L'utilisation de l'EDTA permet de chélater 

les ions divalents, notamment le Mi'" qui occupe les sites carboxy-terminaux de la TnC et qui 

sont responsables de l'ancrage de celle-ci sur le filament fin. 

95 



L'extraction de la TnC est plus ou moins difficile à réaliser selon les espèces animales (Hoar 

et coll., 1989), la températur,e utilisée (Babu et colL, 1986), la presence ou non de tampon, et 

le pH de la solution d'extraction (Mess et coll., 1985). L'extraction de i'isoforme lente de la 

TnC est toujours plus ardue que l'extraction de l'isoforme rapide. Le protocole adopté dans le 

cadre du présent travail aérive de celui de Sheng et coll. (1990) : une solution d'extraction non 

tamponnée, à 2.5 mM d'EDT A a été utilisée à température ambiante, rOUf les deux types de 

fibres. La solution d'extraction est renouvelée toutes les 5 minutes pendant 15 à 20 rnmutes 

(cas des fibres rapides) ou jusqu'à 2h30 (cas des fibres lentes), de manière à obtenir unt. 

tension résiduelle comprise entre 5 et 10 % de la Po obtenue avant extraction. La quantité de 

TnC résiduelle est ensuite évaluée par immunoblot (cf. Section III Analyse structurale). Une 

tension résiduelle de 5 % est conservée, afin d'éviter d'éventuels problèmes inhérents à une 

extraction trop poussée. 

Une TnC recombinante est ensuite substituée à la TnC endogène. Les fibres lentes de soleus 

ont été reconstituées avec de la TnC rapide de poulet (0.1 mg.ml·'), tandis que des fibres de 

tibialis ont été reconstituées soit avec de la TnC cardiaque de souris (0.2 mg.ml'I de R), soit 

avec de la TnC mutante "VG2" (l mg.ml'I de R). VG2 ne possède que le site 1 fonctionnel, le 

site TI ayant été muté, mais peut néanmoins induire la contraction musculaire de fibres rapides 

(Sheng et coll., 1990). Toutes les fibres ont été incubées 10 minutes à température ambiante, 

quelle que soit la TnC employée. Des tern:'s d'incubation plus longs ou des concentrations 

supérieures à celles employées n'améliorent pas l'amplitude des tensions reconstituées, 

évaluées par une pCa 4.2. 

Une fois le protocole d'extraction - remplaceme~ 1. réalisé, les relations T IpCa et T IpSr ont été 

établies, en absence et en présence de 100 J.1M bépridiL 
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7 - CO}rfPOSITION DES SOLUTIONS 

Les produits chimiques entrant dans la composition des solutions proviennent de Sigma 

Chemicals (St Louis, USA). La composition de toutes les solutions a été établie à raide du 

programme de Fabiato (1988), en utilisant les constantes d'association données par 

Orentlicher et coll. (1977) pour le Ca2+. et par Moisescu & Thieleczeck (1979) pour le Sr"". La 

force ionique est fixée à 200 mM, le pH ajusté à 7,00 ± 0,02. La concentration en ATP est 

constante (2.5 mM), excepté pour la solution d'extraction. 

La composition des solutions C~ R et W (en mM) est donnée dans le tableau suivant 

(Tableau 6). 

Solution de pelage Solution de Solution de lavage 

ou rela"Cante (R) conservation (C) (W) 

--- .' PrOi",..i<ouate de potassium 170 170 185 

Acétate de magnésium 2.5 2.5 25 

K2EGTA 5 5 

MOPS 20 20 20 

GlycéroI 50 % (v/v) 

Tableau 6: ~omposition des solutions R, C et W. 

Les solutions activatrices sont confectionnées à partir des mêmes composants que la solution 

W. Le calcium libre est tamponné par du K2EGTA et du CaEGTA (ou SrEGTA) additionnés 

en proportions adéquates pour obtenir des concentrations comprises entre pCa 7.0 et pCa 4.2 

(ou pSr 62 et pSr 3.4). 



La solution mère de bépridil (20 mM) est préparée extemporanément aax manipulations en le 

dissolvant dans de l'éthanol, lequel n'exerce aucun effet propre sur l'activation aux quantitrs 

utilisées (Solaro et colL, 1986; données personnelles). La concentration finale dans les 

solutions activatrices pCa est de 100 J.LM. 

8 - ANALYSE STATISTIQUE 

Tous les résultats sont exprimés sous forme de moyennes affectées de leurs erreurs standard 

X ± ESM). Les différences sont estimées par : 

- un test 1 de Student dans le cas de fibres appartenant à des groupes différents ; 

- un test t de Student pour séries appariées dans le cas de fibres soumises à deux conditions 

différentes ; 

'.. une ANOV A 2 dans le cas de la dose réponse. 

Une -probabilité p :5 0.05 est considérée comme significative. 

HI. ANALYSE STRUCTURALE DES MUSCLES ET DES FIBRES 

MUSCULAIRES 

Les isoformes des protéines musculaires contractiles et régulatrices des muscles entiers ou des 

fibres isolées ont été séparées par électrophorèses monodimensionnelles dénaturantes sur gels 

de polyacrylamide, selon deux méthodes : 

• une méthode de séparation des isoformes lourdes de myosine (MlIC) sur gel de 7.5 %, 

selon le procédé de Wada et coll. (1995); 

• une méthode de séparation des isoformes légères de myosine (MLC) et des troponines 

(fnT, Tn! et TnC) sur un gradient linéaire de 10-20 %, selon la méthode de Salviati et 

colL (1982) 
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Les fibres musculaires isolées~ testées ou non pour leurs propriétés d'activations par le Cal. ou 

le Sr""', sont dissoutes dans un eppendorfpar 20 J.Ù de tampon de solubilisation (62.5 Illl\1 Tris 

HCI pH 6.8, 10 % glycérol (v/v), 2 % SDS (Plv), 5 % bleu de bromophénol (Plv». 

L'échantillon est ensuite soumis à une température de 90°C pendant 3 minutes dans un bain

marie, ceci assurant une bonne solubilisation des protéines. Les échantillons sont ensuite 

conservés à -80°C jusqu'à l'analyse électrophorétique. 

Les coupes de muscles entiers sont dissoutes dans une solution d'EDTA (6.34 mM, pH 7.0). 

VéchantiUon est alors centrifugé à 13000 tours 1 mn pendant 10 mn à 4°C. Le culot est lavé 

deux fois avec une solution de KCl 50 mM, puis dissout dans le tampon de solubilisation 

avant passage au bain-marie (90°C pendant 3 mn). La quantité de protéines est estimée grâce 

àla méthode de Lowry (1951). La conservation est également assurée à -80°C. 

1 -ANALYSE DES MHC 

SéplratÎoD - La sèparation des isofonnes lourdes de myosine (200 kDa) est assurée par 

migration sur un gel de concentration de 4.5 % et un gel de séparation de 7.5 % (Wada et 

coll, 1995). Le tampon de migration, dont la température est régulée à 12°C, est composé de 

190 mM de glycine~ 25 mM de Tris et 0.1 % SDS (Plv). La migration est réalisée pendant 

24 h à voltage constant (180 V). L'intensité est de 10 mA dans le gel de concentration, et de 

13 mA dans le gel de séparation (pour Wle plaque d'épaisseur de 0.75 nun). Pour le muscle 

entier, 1 J.lg de protéines est déposé par puits. Pour les fibres, la quantité déposée est calculée 

en volume de fibre et non en concentration de protéine, l'estimation par la méthode de Lowry 

étant rendue impossible par la faible quantité de certains échantillons, notamment ies fibres 

Susp. 

Coloration - Les gels MHC sont colorés par une solution d'argent ammoniacal. pennettant la 

détec )fi de 2 à '5 J.1g de protéines par puits. Après migration, le gel est fixé en deux étapes : 
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d1àbord dans un bain contenant 50 % (vlv) de méthanol et 10 % (v/v) d'acide acétique, puis 

dans une solution à 5 % de méthanol et 7 % d'acide acétique. Il est ensuite transféré pour une 

nuit dans une solution de glutaraIdéhyde (10 % v/v), qui améliore la rétention des protéines de 

faible poids moléculaire, notamment la LC3 et les TnC (Moss et coll., 1985). Des rinçages à 

l'eau pure (toutes les 20 mn pendant 3 h) assurent l'élimination de l'excès de glutaraldéhyde. 

Les gels contenant des échantillons de fibres sont immergés 30 mn dans une solution à 

5 ~g 1 ml de dîthiothreitol (DIT), à l'abri de la lumière. Ce procédé acceIrtue la détection des 

protéines faiblement concentrées. 

Les gels sont ensuite colorés pendant 20 Inn. à l'abri de la lumière dans UDf; solution contenant 

0.5 % (v/v) d'ammoniaque, 0.075 % (vlv) de soude et 0.8 % (Plv) de nitrate d'argent. 

Après 5 rinçages d'environ 1 mn chacun, la révélation est initiée par un bain de dtral:e de 

sodium (0.5 % plv) et de formaldéhyde (0.18 % v/v). La révélation est arrêté'~ paJ un bain 

d'acide acétique 1 % (v/v) pendant 5 Inn. Le gel est ensuite photographié. 

2 - ANALYSE DES MLC ET TROPONINES. 

Sépantion - La séparation des isoformes légères de myosines et des troponines est assurée 

par dépôt sur un gel de concentration à 5 % et un gel de séparation en gradient linéaire 10-

20 % de 1.5 mm d'épaisseur (Salviati et coll., 1982). Le tampon de migration Tris / glycine, 

maintenu à 12°C, est idectique à celui employé pour les MHC. La migration est réalisée 

pendant 8 h environ (correspondant à Ih30 de migration supplémentaire après la disparition 

du front de migration dans la cuve). à intensité constante (20 J.1A par plaque dans le gel de 

concentration et 26 J.LA par plaque de 1.5 mm dans le gel de séparation). 

Coloration - Les protéines contenues sur le gel sont colorés de façon réversible par le Sypro 

Orange (Molecular Probes. Eugene, USA). qui permet la détection des différentes isoformes 

sous ultraviolet, et permet un transfert ultérieur dt:S protéines, celles-ci n'étant pas fixées. 
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Après la migration, le gel est rincé pendant 10 mn dans le tampon de transfert (190 mM 

glycine, 25 mM Tris), puis coloré unehetïre dans 100 ml d'une solution de Sypro Orange 

(40 Id de SyPro concentré dans 100 ml de tampon de transfert). Après un rinçage d'une heure 

dans le tampon, le gel est placé sur une 1able UV (longueur d'onde 315 nm) et photographié à 

raide d'tin film noir et blanc 100 ASA (Ilford Delta lCO) avec un filtre photographique 

spécifique (Molecular Probes, Eugene, USA). 

TraD.sfert - Le transfert s'effectue sur une feuille de nitrocellulose de porosité 0.2 J,lm 

(Schleicher & Schuell, Dassel, Allemaglle), à voltage constant (60 V pendant 4 hl, selon la 

méthode de Towbin et coll. (1979). 

APrès le mmsfert, les sites non spécifiques de la membrane sont saturés avec une solution de 

PBS @lf7A)contenant 5 % (Plv) de pOudre de lait écrémé et 0.02 % (Plv) d'azide de sodium, 

~~~t 2h. La membrane est ensuite incubée durant une nuit avec un anticorps monoclonal 

anû TnC (Nel Trop-C, Novocastra). La membrane est ensuite rincée (3 x 15 mn dans du 

Pl!S), incubée avec un second anticorps marqué à la biotine (anti IgG de souris, Sigma 

B6398): rincée (3 x 15 mn dans du PBS), puis incubée avec un substrat 

extravidint" peroxidase (Sigma E8386, dilué ru 1/500). 

La détection est assurée par remploi d'un kit ECL (Enhanced ChemiLuminescence, 

Amers. Little Chalfont, Angleterre). Les bandes ainsi détectées impressionnent un film 

BeL (Hyperfilm ECL, Amersham) dans une cassette autoradiographique. Le film est 

développé et fixé par des produits dédiés (Sigma). 

3 - A..NALYSE DENSITOMETRlgUE 

L'intensité de la coloration est quantifiée par un densitomètre laser (GS-700 Imaging 

Densitometer~ Biorad). Les proportions relatives des isoformes localisées suivant les donnée~ 

de la littérature ou des poids moléculaires (MLC), ou encore par anticorps sont alors 
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fféfemnnees (pourcentage d; eXl'reSsiofi). Les proportions des différentes isofonnes visualisées 

par ch~miluminescence (issus des irtununoblots) sont exprimées en pourcentage du signal 

(otit 
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L PREMIERE PARTIE: EFFETS DU ,BEPRIDIL SUR LES FIBRES 

MUSCULAIRES SQUELETTIQUES: CARACTERISA110N D'UN 

OUTIL PHARMACOLOGIQUE. 

les relations Tension 1 pCa reflètent les caractéristiques d'activation calcique de la machinerie 

contractile dans son ensemble. 

Afin d'accéder au comportement de la trc:>ponine C via la relation Tension 1 pea. il a fallu 

caractériser un outil pharmacologique, le bépridil (cf. Données bibliographiques, paragraphe 

ID, Sb). Nous avons donc étudié SQD action sur les fibres lentes (soleus) et rapides (tibiaIis 

anlerÎotet ,~astrocnellÙus)t exprinlarlt res~tivement les TnC lentes et rapides. 

L:t$J,'ésultats decette~tude ont dQnné lî~li à la publication :>'Uivante : '~Differentia1 effects of 

bepri4il on fup.ctioIüÛ properties of tropo.nin C in slow and fast ske!etal muscles". 
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DifferentiaI eff~ts ofbepridilon functiona) properties of troponin C 
in slow and fast ,skeletal muscles 

*.lp~ Kisdlel, lL. SteveD$ & ty. Mouni~r 

'LabQratoire de Plasticité Neuromusculaire. Université «les Sciences et Technologies de Lille, 59655 ViIlcneuv.: d'Ascq Cedex. 
Frâhœ 

1 Ikpr;chl (BPD) is a pbarmacofog.ical compound able to bind to the Cal'" sensor protein lrcpor.'n 
C (fnC), whicl! triggers skeleta! musde cOntraction upon Ca'· .binding. BPD can tbereby modulate 
the Cal" -affinity of this protein. 
l The Cal,., --sensilizing action of bepridil was investigatcd on slow and fast isoforms of TnC from 
skinMd .slow and fast skeletal mUscle fibres. activated by either Ca2" or Sr'" ions. 
3 Bepridil did Ilot modify the Cal" maximal tension of slow and fast fibres. suggesting that 
binding of the drug ,ta ine did not indw:e a change in the numbeI of cr.s-bridges involved in 
maximal ten$ioQ. 
4 Sr· ions induced lower maximal tension than Ca1" ions. However, in fast 6bICS. these l\7wer 
Sr· maxima! tensions couid b!: rdnfon:cd by bepridil. suggesting an effect of bepridil 011 the 
function of SÎte t of fast Tne. 
5 Undtr submaximal tension, bepridil induced an increase in Ca2~ affinity of TnC in bath slow 
and fast fibres. However, slow fibres were more drug reactive .' In fast fibres. and the illcrease in 
tension apptared to be moduJàtedbl the <:aH concentration. 
6 Thus, bepridil exerted a ditTere..,Qal effed on slow and fast fibres. Moreover. the resuJts suggest 
thal bepridtl \\'a5 more effecti~ wbet;: activation conditions Vitre tmfavourable. 

Iti~ Cal'+-·sensitb:ers; bepridil; trôpOiÛn Cts,keJetal muscles; skinried fibres 
~"BrD. bepridtl; EGTA. etbyJene!lyr.oJ bis (JJ-aminoethyl cilier) N. N. N't Nt tetraacetic sad; K Prop. potassium 

. . ". . ;pI'opionate: ·tdJAe. mapesium ..œtate~ MOPS. HN morpholino) pro;lpancsulpbonic acid 
. :. 

1a~lICoo. 
.êtlntràctiqitqf skèlètal and canfiac mu$clt in ririliselicited by 
~ tra~t rÎ$.C ia the cytosolk caJcjwn levei. This va~,üon is 

. ~b}'·tbt ~t.:iurn $tD$Of proteilf~ropQnînC (l'flQ. This 
pr9~is oncor the three subunits of the regulatorytrQpolÛn 
~~(withT~ and Tnt). rqularly spaced alonJ·tJte Ibin 
filâ~t.composed ortwoactin and twotropomYoStd sttands. 
~. ~tÎlolo!ies. iike htart failure. are chara~ by a 
.~ ÎD the contractiJeresponse. ln thls, case, tG improve 
mùSÇlÛar cOiîtrr.tiOn, He~~ & Quast (1992) sugested that 
ratherthan raising mtraceHuJar Ca:" concen~tîOn, with 
.t~ll\t 'danger of Wciwn overload. iJlC;~! ea1+ 

!ebsitMty Would he a more causativè approaéh. niscould 
be a~'Cd by increasittg the calcium affinity of 'T'ne. This 
d\Ul\~ tbap:d prt;~ is composed of twoheads.. cach 
inàtldiitg twô·Ca1

'" EF Hud sites.linked bl' a œntral «-helil 
(Gra~k: et aL. 1992; Farah & lleillaCh, 1995; Tob3cm:m. 
1996; for :review). 1'be two hlgh affinity catbox}'-terminal sites 
lU ud IV .!teep ;he TaC round to the thin filament (Zot & 
POl.tér .. 1~82). rihile the two low atliiûty amino-tmninal sites 1 
UdIf feJûIate the mu..Glar switch(Potter & Geqely. 1975). 
There~ filoTnC isororms. with tissue depmdentexpression 
(Van &rd & Tabh3Shi. 1915). The slow jsoform is expmsed 
in slow ske1etalm115cltsand in the ttlyotardium (termedilt this 
case the cardiac isofonn), and bas a defunct site 1 (Burtnkk & 
Kay. 1911.; I:.ea.m &; Kraft. 1918). lil confnls4 the two 
reaulatory sites are fU!lC1Îonal in the f3St Î.;ofonn. which is 
expRSSedin fast s~caImusdes. S'mce the introduction oftM 
Herzberg·Moult-Jama modd. bn~ on studies oUast ToC. it 

bas betn ~tlblisbed 1hat caJclum fixation on Rgulalory sÎtes 
iliducedconfonnational changes at L.i: origin of muscular 
contrilcûon (lle.rg el al,. 1986). 

Among various cardioactive compound! able to improve 
the Ca7." aftinity of TnC (c:aUed 'Cal'" sensitizers'), bepridil 
(SPD) is a polycyclic mo\ecule tbat can attach hydrophobie 
pansaf Tile buried in close conformation ('apo' state), but 
acte$SibJe to $Olvent upon Ca;!" 'fixation. As 3 result. BPD is 
bel~ to stabil@ the conformational changes. c:ausing an 
increase in apparent aftinîty by decreasing the ,Cal<- off-rate 
(Mac. Lachlan tt al .. 1990). This mechanism is believed to be 
thé same wlûcbever the target isoform. smce slow and cardiac 
isofoJ:mSwet'C i!xpected to undergo an opening of the structure 
upon Cal" binding sîmilar to tbat of fast ToC. 

However. it bas reœntly been demoDstrated that site 1 was 
responsibie for the grtl.t conformational change that occumd 
in fast skeletal TnC (Sia el al .. 1997). and dm! slow skektal and 
cardiac TnC underwent mucb smaDer changes of confonna
tion because of their defunct site 1 (Spyracopoulos et al .. 1997). 
This gave particuIat significance to a comparative study of the 
functional effec:lS of bepridil on slow and fast TnC in slcinned 
fibres. Since muy papers ICported the effect of BPD on the 
tard1ac muscle (Beaig & Quast. 1992; Solaro et rd.. 1986). wc: 
âecided to compare the functional effeds of BPD on slow and 
fast skeletal muscles to c:beck out the hypothesi" of a 
ditTerential action on the two structuraUy and fu ...;tionally 
distinct TnC isofonns. Moreover, activation of slow and fast 
fibres .'U differentJy modulated by anothe! diV31ent caden. 
strontium. Ind~ a much greater affinity of Sr" for slow 
fibres c:om~red tI) fast fibres has previously been demon
strated (Kerrlck et al .. 1980). the ToC isofotm bei~g the main 
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dettmûnallt in c($tabllshiog $ucn differenlial Sr" ~nsjthity 
(Bah et Qi .. 1981). Theretore. the alm of Utis st!ldy wu fa 
examine the elfects of BPD as a function of tbe TuC i~oform 
.nctÎY;lted br Cal" and Srl"'iQns. 

Methods.·· 
l , ,., __ 

Mimais and mlJScle preparation 

Exp:riments were performed on skinned .tibres ,of soleus, 
gastrQCncmius lateratis and tibia lis anterior O"f2Îned from 
tI1ree adûlt male rats (IFFA CREOO. l'Arbi'èslè, France) 
weÎgrung about 310 g. According 10 myosin A1'Pase activity, 
the relath'" ptQportîQn of l. lia, Udand lIb nbre$ was, 
~vely: $<lieu$: 84. 7,!I. 0; gâSfrocnemluslàttraùs : 0, 0.8, 
92 anc;l tibiaJis anterior : 2, 18, 34. 46 (Detp .t. Duan, 1996). 
M6reOvèr. tbe soleus and the gast:t"OC1lelDiû$ .$~llld he 
tonsldertd as m~ invo!ved in positianbeâri~ The 
eJtpetÎTilents, as weil as t,he maintenance CQl'!diûons of the 
àq{rnals rcœived tiuthorizations from tbeMùùstt'y of 
Agrlc\iltureand the MilÛstry of Education (veterinary service 
offlea1tb and animal protection, authonzation. 03805). The 
aninlmWère :all8esthetized with an intra~tonea1 (Î.p.) 
injecti9u ~r pento~rbital sodium (3 mgkg-·J. and muscles 
\\'Cre iJ1tlJlClfIa~!l mnoved. before the animals ~ euthm
m4. wilb ltlhaîlp. injection ofpentobàrbifàL A&r mnoval. 
tht:biô~ Were .lmmediately chenÙl2Uy $kinnèd:byu~ 
tO~5kù,tnîpg solùtion (Mounier el al .. J989}, Thit .procedure 
:Pê:I~bilfztd tbeWcolemmÎc and tl1ri$\~bîbülàt mem~ 
b~ a~ atlQwcd the .p'pJfcation of activ:atilig ~tution$ of 
j'",riQu,t ~Jqu.m co~tragODS (pCa.: witb pÇà~-19Il.cal+D 
d~lY. to'tbt côatrlctUe protetM; 111e .sim~,mb$deS were 
s.to~at -.2Q"C in a 50150 gl)'tetQt[skinning solution (stomgc 
101ijt!QI,1Hor:ilpw.1-3 mOlltlts(WoodttCJ/ .. ln~.f!rQ(ease 
itîhij)itQf 1eupeptid WU ,ad~ to '0" staralt KllufiGli 
(lQ)tJJ1'il'o.l) to prevent loss of contractile proteins and 
~t:Jhefibre tension (Reisef tJ DI.. 1988), 

&,/lItirnrs 

AIl ragents were provided br Sigma (St Louis.. U.s.A.). The 
t9pJpo:sitioc .of .all solutions "'AS cakulated by !he Fabiato 
çompûlet Pro&fam (Fabiato. 1914). The programcaJculation 
was:ù5!e'.1...-ith .stabllity constants listl:d forer'" {Orentlicber el 

Ill:.. Î977Jand for Sr· (M0Î$e$tU 6: lhiefec%ek, 1919). to keep 
~ Ionie strength at 200 mM. pH wu adjUsted to 7.0 and 
J\1t' at 1.5 mM 'Wa$ added in each ~Iution.. l'be sldnnÎrig 
so111Ûon ns made upof (mM) MOPS" 10; K Prop, 170:
MIÂc. 2.5; and K1 EGTA. S. the foUowing solutions wm 
used fQf the expetimental proœdlîre a washing solution (W) 
comPosed of (mM) MOPS. Ill; KProp, 185; an4 MgAc, 2.5; 3 
reluinitoluti()ll (R) identiçal ta the skinning solution; pCa or 
.,st actÎvatrdg solutions œnsisting of W solutioll+~rious 
tooœntrab(mS of me Ca2:+ or S~· from CaCO.,J Of StOz, 
reSpec.timy. buffeœd withEGTA anè add«i in proportions to 
obt.m the ditrerent pOt values (7.0 ta .f.2) or pSr ~ues (7.0 ta 
3.0). In arder ta etuninate a hl''pothetic: intluenœ of the 
sarcopJasmic reticulum (.~R) on the tension da'Cioped hy the 
lD.yofilaments. each fibre wa$ bathed for 2(l min at the 
œ!iDlÛng of an ~ment Îtl a 8rij solution marle up of R 
SOlutîOD v-ith 2% Brij 58 (polyoxyethy1ene 20 œtyl ether). The 
non-ionic Snj 58 detupt ÏtTe\'mlDly eliminatéd the ability of 
the SR of skinned musclês to .scquester and·~ Cal<-, 
without aIteri!lg the ~Q$in system (ORnUicbec el o.L, 
1914). 

E.~perfmentQl prOlocol 

For eacb expenment, a 2 - 2.5 mm single fibre segment was 
isolated from the skinned biopsy. A ,;ilk thread was tied at eaen 
ex.ttemity, alIowing the mounting of the fibre in :af! 
experimental chamber with œnstant stirring. initiallj filled 
withR (Relaxing) solution, The fibre was held at one end 9Y. 
small fixe<! forceps and al Ùle other end by a clamp connectcd 
to a strain.-gauge {force transducer Fort 10 (World Precision 
Instruments). sensitivity 10 Vig). The mounled fibre W3Si 
\'iewed through a high magnifying binocular x 80.) with a 
micronJeter, allowing fibrer.~meter measurements. assumiP8 
the croswection was circulât'. Fibres with a high degree of 
empticity were discarded. The resting sarcomere lengtb was 
me3suted by means of a He1ium/Neon laser (Spectra Physits) 
ditectcd perpendicular ta the long axis of the fibre. Theil; the: 
fibre was stretched to approximately 120% of resting length to 
aUQw maximal isometric tension development upon iorix. 
act~''ation. The resulting sarcomere 1ength (2.6±i>.o4 pm) ~ 
subsequently reguIarly controlled. and readjusted ü neœssat.Y~ 
Tbe output of the fl'rte trar.sducer was amplificd and recard#1 
on a graph recorder (Gould. model 6120) and simultaneoU$!Y 
anatys.ed by a computer SOftllo'llte. 

Force measurements 

AU experimetlts were pcrformed in a thermostadc~nt 
controlled l'oom fl9± l"q. At the begiMing of ~çh 
cjperimertt, a maximal tension (Po) was induœd by IIppl>illi 
a pCa 4.2 solution chat contained enough calcium to satut1Jt,. 
aJÏ TnC sites. An experlmentaI sequence was detined.~ 
follows: t~ 5bre was batbed in W solution which elirninate4 
EGTA tl'lees from the ptmously applied R solution. ~~; 
~ fibre was activated at Il levèl P in a gÎven pCa ~r) . 
soJutioDtimmediately followed by a maximum contraction lG 
ensuredby pC14.2 (pSr 3.0) solution. This procedure ~llowga 
the calculation of the relative tension P!Po- rllially, ,the fibJe; 
was ttiucd in R solution.. r or dose mponse detmnjnatiôti~ 
sùnilar sequences were sucœssivdy performed with 50, l<roi . 
200. 400 and 800 pM BPD added in the pCa 6.0 solution. 'For 
the Tf~ (T/p.3r) relatio:"'.ships detetmination. a un~ 
sequence with 100 /lM BI>O in the previous pCa (pSr) so!utÎqn 
wu performed. A new set of PfPo determïnation wu then 
defined (same pCa (pSr), with and lIoithout BPO), with a step 
ordinarily equal to 0.2 pCa units. A complete experiment 
includcd a series of sequencies as. described above (rom pO. U" 
or 6.4 to 4.2 (for slow or fast fibres. respectively), and from p$t 
7.0tlt 5.8 to 3.0 (for slow or fast fibres, respectively). BPD ~ 
prepamt fmh eath dayand used as a 20 mM stock SQ1utlonJn 
absolute etJr.nol. At concentrations used. etbanot itself hadno 
effect on the developed tension. Fibres were rcjectld if Io~ 
declined duriDl a sustained contral;tÎon or deaeased by m6fè 
than 20% during the whole experiment. and if T/pCa and 
TfpSr series (with and without BPD) wen: Dot tompletèly 
aclùeved. Data Crom three fibre$ al Ieast were kept from. eaCh 
m1lScle mopsy. For dose response tletennination. fibres v.'efe. 
rcmovcd from each soIcus biopsy (n =: 12) or tibialis antenor 
biopsy (11 = 12). 

Identification of fibre type 

The criteriOD for functional fibre identification was hased on 
the differenœ of Caz. and Sr" activation cba.1'l\'.ctetis~ 
between fast and slow fibres (Leavis & Kraft. 197.®). ~dtI:\J. 
it is generally assumed that fast muscle fibres are Jess srit:J~tvc 
tA Sr'" tMn slow fibres. T/pCa and T/pSr relationships 



prQvi~ijnf(mn~tion aool,1t the aHinity of the rontfàctile 
apparattts for Ca"· and Sr1+. rtspedÎveJy:. From these 
curves., ,pCa:\(1lnd pSr!!!) .... dues (50% of maxtruat ,CaH and 
sf+ iensfO!'l ~nsest ftSPeC(lq,·cl)'). weu: deduœd" The 
,di.lThre"çeQetvnen pCaso and pSrS!) was used 1Q ftmttionaUy 
distrill1Înafe slow fibres (pCa$l)-pSr$O<O.3) ~n~ tast fibres 
(pCam...;.pSr$l) >1). 

Tv/a 'other important parametel'S could he eJ(lracl~ from 
the T~te1ationship~the thresbold fouctivation byPa'1+ as 
_n j~torof the calcium 'SelISÎtivity of the contractiJe~ lem. 
and the,steepness of tbe T/pCa nhich reftects the cooperativity 
bet~'eCn t~e ôîfJ'erent te,gulatory proteins withln the thin 
filament. Fast type fibres couId be distinguisbed from slow 
type OCles by a ftfgber Ca2+ threshold (lower pCa vaIlle) and a 
st~ TJpCa,cun-e. Thestc:epness of the T/pCa· wu 
,detem'lined by the Hm ooefficients nI and nz, ealeclated 
ai:C()rdin~to the foUowing cquatiQn (Brandt et al.., 19&Z)~ PI 
ip~",;.{«dal",]flC}"JIl + ({Cal'+p;.)"}). where PlPô is the DQnIlal
,~ t~()n and K is the apparent dissoPation constant 
{PJ{=i-tOliK""~ "'~~. nt correspondedto P/Po>50%; and 
llitQ.PjP~~50%, 
Mo~ver. to qUantify the sbift that occurred wben bepridiJ 

~lJ~ te:> t~~activating rolution. wC;~ aâx~ whm 
A~tedtJJ~shift ~pt't$Sed in p(à (or pSfl units.. X the 
DlltU,r:e orthe activating ion. and n fhepercenta~ of .relative 
. t~si()l101twIûdtA iSdetertnined. Thus. in Qur a.nalJSC$, we 
'm#S:Lt:."èdâ~tq. ~x $(j and 4x ~ X ban:s, cal. or$r+. 

$~â,t~tll;~t ~>'$ÎS 

.AUthe.datawmtqJ!.lrn:4 as lTICans:f;s.e.xnèan. 'fbe.$ti.tistkal 
"sr~~ ~ripeditrmoœ ~tJieen. ·_m Y;d ~eœined :aa." ·u,e.$tudenl's t·testot paired j.t$ wben dataweJ'e 
obtltned. Jt ~.s&me Abre in ditrerent . • _tal 

,3',',. '; .... ,' ... ~ ,.., . .. cxpen.rnœ 
';'tohdJ~;Dift'~ at Ot.bo~ 1liè·95%.,CO~j1,fd 
.. w~'~~ stghificant. ... 

Dose~ 

~mpon!e.~ weredetmnined for slow and fast 6hn:s 
&am the soleu$ and tibillis anterior. mpI:ctirly (FiBUle 1). 
1hey .wa-e atabüsbed al pe::;';<l 6.0. This conœntratîon wu 
chosen for two teaSCD,S. FllSt" it caused the d~Joprntnt of a 
tenSion .~ amplitude of which ftS mnîlar in slow .and fast 
fi~ Carouuef pCa!llJh a.od secoodly~ st permitted a dea.r 
~a oftil!::tauionrânforœment as li ocx:Ilmd in the 
~ of8PO.. Figure tA shQ"'! typital m:Q.m of 
sü~rùàl·(msions o~ for the so1eus muscle: at pCa 
6.0 !otIowed bl' the muimal !e!lSion eJicltèd in pCa. 4.2 
,SÇllution. Thtee. RCOrds ~ pre:scnkd and co~ to 
tensions: ~it&out (No 8PP) and with ù1IO diirerent BPD 
cobi:aittatiOtl$ {tOO and 800 JO-C).The amplitude of the 
.Subt.nlWmal tension ~ round to he incteased· in the prescnœ 
Of BPJ)'&1ri~t on its c:oocentrUion. In .cqntrast. the 
~_on was simiJar withollt ud v.ith IWD. The 
cun'tS inBpre lB fq)Oned .tlw QOi'.e: nsponse with BrD 
COD(CDtratlons in ~ range 2$-800 IL\( of fibres froPl slow 
(so1cus) and fast (tibialis antmor} muscles. BPD induœd 
Ia~ mmolŒ1:llCilt in fast fibres th2n in sIg'V ones. From 
thuecùn6 1..e~~a CQDœtltratron ofBPD equaHo 100 pM 
fOf an ~ other t:~ts sinœ tbis conœntranoD 
cpqespqpded for both 6b...~ types to approximatdy half the 
Jna.~lè:ffett o~ wîth .8.OG. p.M... 

Calcium activation 

The maximal isometnc tension Pt> was recorded in the 
saturating pCa 4.2 solution (Table 1). Fast fibres from the 
tibialis anterior exhibited signiticant higher Pli absoIute values 
(in PM than slow fibres from the solens. When eltpressed pe'i 

cross secûonal arta. fibres from bath fast m'lXles shawed 
identical normalized Pli. whicb were signifc;antly higher tban 
those obtained for the slow soleus fibres. This WllS observeci 
also in control ÇOnditions as well as in the presence of BPD. 
Morecver. for the three m~es, the PIl values wcre not 

J 

lS ~ 100 200 4()1) ~ 

C ... ~ olM,ridl(aM) 

~ 1 Meru of bepridil on Otl * attivatcd forœ in skinned 
mûicle Jibm. (A) 511bmuimJl tOIItnction .rtan'ds o'brab:led (or~; 
sc&eus mli5clc al pCa 6.0 rolto.~ by muimal tension e1iclted hy p():' 
4.2 solUtion. The 11!COrds cormponded to teMiOIlS 'Without (No 
IPD) ud 11rith 100 pM ot 800 ~ BPD. Fast ttansimt ptab on tJ!e; 
records ud the tTaDJÎen! shift oC the. bue fine wm produœd. by ~. 
cha.o&es ûÏ the solutions. Upward arrows represmted.the application 
of a œw scHllÛon. .-hile d01ll1lllt'mlarrows ÛIdÎcIbld 1iri~.\duo-.l oC 
the pzeviovsly qp&d sollllkm. (8) T~ÔI1 Rinfolt~me'lu lit pCa 6.1): 
fi a funcûoa of druS «mœnu.tiOl1 (Jopiithmic ale). 11Iê 
mmon:emeJlt wu upresled !dative to the tmâon at pCa 6.0 
without BPD. Slow fibres (11-12. open squms) lDd rut fi~' 
(!'l''''1l. filled squares) 'me obtained twm the SON and tibialit 
anterior,. respeeth'dy. s.e.m. 'ftre not reponed when they merJCd 
~ith the man points. 

T.Me 1 Mect of 100 p. ... bepridil on the Po c:baractuistics 
œ solens. ,astroc:nemius and tibWis antuiot fibres 

ScINt Gtutr~ T~ 
(n-l8) (n=lI) (lI"'l!) 

pCaSO-pSfJO O.25±O.Ol 1.21±o.Gl'" t1H"o.Ol· 
~~\ 8S.0±3.2 7S.1S±2.1 11: _2..~ 
No Po (pN) 6SO.5±S8..3 7S1±SOJ 9~Si'~\' 
BPD Po (kN.m-~ m±1O.4 15(,8±9.9· 1521j;"_ 
Mth Po{pN) 6SO±58.l 7t6S±39 87~.5:!:,11· 
BPD Po {kN.m-~ 115.l±10.5 t 18. 7± 7.9" 1428 ±6.:9. 

If represe!lted ,thenumbcr of fims.. -moJCa1ed siJ1lfficant 
differenoe between slow soleils ,tib~ and fast fibn:s Crom 
cither pstroc:nemius or ù1lialis anterior. The type of QCh 
fibre lii1I$ œntroUed by the w1ue of the diffett!3Ct pCa". 
pSt» 
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modified by BPD. neitber for tbe slow soleus muscle fibres nor 
far the fast gastrocnemms and tjbiali~ anteriar muscle libres 
(Table 1). 

Tne TlpCa relauonshlps of the soleus. gastrocnemlUs and 
tibialis anterior muscle fibres were iIlustrated in Fip:ure 2A. C 
and D. respectively. For the tbree muscles in control 

Functlonal ,H.ets 01 btplldll on skeletJl muscles 

condlllons (withoUl BPD). the curves exhlblted classlc profiles. 
Thus, pC.a values far Ca acltvatlOn threshald (Figure 2 and 
Table 2) werr. significantly hlgher ror tbe slow soleus fibres 
(pea 6.69) than for the fast ga!;trocnemlus (pCa 6.41) or 
tiblalis anterior fibres (pCa 6.36). The pCa", values were not 
significantly dlfferenl for the soleus anù gastrocnemius fibres 

Table 2 Calciun. dnd strontium acltvauol1 charaCleristics of 18 fibres from the lhree muscles. Wlthoul (No BPDl and Wllh 100}LM BPD 

Soiros Gaslwcn('77l/us Tin/olu AllIer/or 
Ct!· sI' Ca;' Sr)' Ct!' S,J' 

No pCl! ,h,..hold 6.69±O.O3 662±O07 641±0.OSOt j 36±O.06' 6.36±0.02"t 5401'003' 
BPD pCa (S')so S 89±0.02t S64±O.Oj 5 92± 0.03t 470±OQ4' 582±0.03t 4.61 ±O.Q4" 

n, t SI±O.IOI 1 53±0.06 2 ~3±0.21"t 18S±013' 2.18 ± 0.07"t 1 76±0.07" 
nz 23t;±013t 2.04±0.09 493±0.42"t 3.51 ±O IS" 4.01 ±0.22·t 263±0 10" 

Wlth pCa'h_ 7.20±0.05§ 715 tO.08§ 664±0.Q4"t§ 567 ±O.Oso§ 6.59 ±0.02"t§ 5.73 ±0.06"§ 
RPD pÛt (Sr)!IO 6.09±0.03t§ 5.89±0.03§ 607±0.03t§ 4.96±0.03"§ 5.96 ± 0.03"t 4.88 ±0.03°§ 

!J. 

n, 1.44 ±O 07§ U9±005 2.19±0.IS"t 167±O.12" 2.14±0.O7"·' 1 56±0.OS" 
n~ 1.79±0.IOt§ 162±O.09 4.03 ± 0.22·t 2.96±01l" 155±0.20"t 2.55±0.06" 
~. III 031 ±O.Olt O.39±0.01 019±0.Q2"t 031±001" 0.18±OOlot O.29±O.OI" 
Ô.SIl 0.20±O.Olt 0.25±0.02 014±0.01"t 0.27 ±0.01 o 14±0.OI"t o 27±0.01 
~. 00 0.05 ±O 02 0.J3±0.03 0.08±0.02t 024±0.02" O.09±O.Olt 0.23±0.02" 
!J.. 90-10 -0 26±o.02 -0.26±0.03 -0.1'·' 0.02" -007±0.03" -0.09±0.02" -0 06 ± 0.02" 

Ô represents the differena: between IWo curves (with and withoui BPDj for a spectfic ion (X OOng Cal. of Sr', al the relative tension 
shown in indll:e. " Indicales slgnificanl differenœ belV.-ecn slow soleus fibres and fast fibres from cuher gastrocnemius or tibialis 
anteriof. t Indicates differenœ belween Cal. and Sr· llCtlvation of same muscle fibres Isymbols repoTlcd on Cal. values) § Indicalcs 
significant differenœ between No BPD and Wilh BPD condiuons (symbols reJX'rtcd on 'With BPD' vah.lcs). 
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100 

50 
• Ca'" Sr-

0 Ca+++BPD Sr- + BPD 

0 
5.8 S.O 4.2 3.4 7.4 6.6 5.8 5.0 4.2 3.4 

pCa pSr 

D Tibialis ADterivr 

5.8 5.0 4 -: J.4 7.4 6.6 S.8 5.0 4.2 3.4 

pCs/pSr pCa 1 pSr 

F~ l TtpCa and T!pSr relauonshlps T/pCa and T/pSr rdauonslups of SIngle s(r;mncd fibres from soleus lA and BI. 
gastrocnernius (C, and tibiahs an'mor iD). BPD was uscd a% a conœntrauon of /00 pJol Cun"CS were tiued \Vith the Hill paramelers 
(nI for PIPo > 50°;' lilld nl for PlPo < 50%).. 
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and slight1y lower for the tiblalis amenor The si opes of the 
curves (n, and n: parameters) were significantly higher for fasl 
gast,ocrn:mius or tiblahs anterior than for slow fibres. 

ln the presence of BPD. the T/pCa relauonships were 
shifted t(lwards hlgher pCa values for the three muscles. 
However. the shi ft was significantly larger for the slow soleus 
fibres (Table 1: Ôt .,$0 = 0.20) than for the fast gastrocnemius or 
tibiallS anterior fibres (Ac.~ = 0.\4 for both muscles). 

Another difference between the sensttlvity of slow and fast 
fibres to BPD was evidenced by the de.,n and the de."" analysis 
(fable 1). In the slow fibres. there was a large difference 
between ~.90 and Ô<.10 values (-0.26±O.02). whlch reflected 
a ftauening of the TlpCa curve ln the prCSC:lce of BPD, as 
shown by the slgnificantJ:y lower n, and n2 parameters. when 
compared with control v:tlues (No BPD). in the fast fibres. the 
difference between Ac."" and de.,o values was lower and equal 
to -0.11 ±0.02 and -0.09±O.02 for the gastrocnemius and 
tibialis anterior. respectiveJy. and the two T/pCa relationships 
(with and without BPD) appeared almost parallel. No 
Slgnificant differences were tound for the n, and nl parameters 
of the curves established ln the absence or in the presence of 
BPD. 

Strontium actil'orion 

Maximal tensIons Po werc elicited usmg Sr> ions (pSr 3.4 or 
3.0 solutions) instead of Cal> ions (pCa 4.6 or 4.2 solutions). 
However. these Po (Sr) tensioos appeared Slgnificantly lower 
than the Po (Ca) ones. the decreast' in force bemg equal to 7. 20 
and 20% for the soleus. gastrocnemius and tibialis anterior. 
respeclively (Figure 3). AddItion of BPD did nOl modify the 
maximal Po (Sr) tension of the soleus muscle fibres. but limited 
the decrease in Po (Sr) to 13% for both gt5trocnemius and 
tibialis anterior. In the three muscles. the T/pSr relationships 
were aiso estabhshed. ln tbe control (No BPD) soleus muscle 
(Figure 2B and Table 2l. the T/pSr relatio'i1Ship was shifted 
towards higher ionie concentrations (by 0.25 units) and 
exhibited lower steepness than the T/pCa curve, as sbo\}tn by 
significantly decreased n, and n! parameters 'n the two fast 
mu.«cles. when compared 10 the T /pCa relabonships, tbe T fpSr 
curves ", .. ere clearly shifted towards lower pSr values (by 1.21 
units) and the Hill coefficients (D, and 02) were more decreased 

.. 
V -.. -
...... 
'i:' 
~ .. -
t:. • 

_ W'dboal HPO 

c::::J W'dtl BPD 

100 ------------------------- -------

au 

60 

40 

20 

0 
GatrocaUliu TIbi81is AaL 

Fipn 3 Ampütude of Po (Sr) rdaw.-e to Po (Ca). The dashed hne 
indn:ated Po (Ca) of each musck taken as \00% Amphtudes of 
tens-7tI elicited by Sr! - ions were expressed rdau>-e to Po (Cal in the 
absence (black bars) and presence (white bars) of \OO!llt.! BPD 
• Inditated significant diffen:na: between Sr and Sr + BPD activa
tions. 
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Ihan ln the slow sole us fibres. As observed 10 the presence of 
Ca:-, OPD induced a leftward Shlft of the T/pSr of bath fibre 
types. However. when compared to Ôt ..... the difference Ôs,<o 

belween the two eurves (wllh and without Jrug) was 
slgnificantly increased. by a factor 1 25 for the slow soleus 
fibres (Ôsr~=O.25). and by a factor 1 q for the gastrocnemius 
and the tibialis antenor (~s,~ =0.27). For the Iwo fast muscles. 
the slop''a of the T/pSr curves (n, and nI paramelers) were no! 
signmcantly differenl in the presence or nol of BPD. and Ihe 
two curves were almost parallel. On the contrary. for the slow 
fibres. BPD diminished the Hill coeffiCients n, and n1 of T IpSr 
relatlonshlps. as shown above wlth Ca l

- actlvaUon (Ac,QI).'o= 
Ô~'-IO= -0.26). ThUs. BPD IOduced a modification in the 
slopes of slow fibres bul nol of fast ones. 

Discussion 

This study reported a oomparison of the effects of bepridil on 
skinned fibres from slow and fast sl.:eletal muscles. Moreover, 
we have altempled to c1arify the possible mechanism of action 
of BPD on the two TnC isoforms usmg Cal> and Sr- as 
contractile activating ions. 

Effects of BPD on cci" and Sr· maximal te1lSi01lS 

As usually described. fast fibres (from gastrocnemius and 
tJbialis anterior) devc\oped higher maxunal tensiuns Po than 
did slow soleus muscle fibres. AddItion of the drug BPD. when 
Ca2 > was the activaling Ion, did nOI modify Po. whatever the 
fibre type. Thus. we beheve that the effeet of BPD did not 
imply varia lions ln the maximal number of loaded Cal> SItes. 
Therefore. the maximal number of attached r ... yosin beads as 
weil as the force developed for cach cross-bridge were no! 
modified ID the presence of BPD. 

Compared with Û l >. Sr· activatlon produced lower Po ou 
fast as well as on slow fibres. This suggested that Il was more 
difficult for Sr> tl! bmd to tbe ïnC amino-terminal low 
affinity sites. lt has becn prevlously demonstrated (Fuchs. 
1974) that the affinit) ofTnC was related to the ionic radius of 
divalent actJvating cations. and that optImal radii were close to 
that afCa1

+ (about 1 À) Thus. the radiu.~ of Sr> (1.12 Àl and 
chemical properues of Sr - such as hydration (Fuchs. 197\) 
sbould be Iimitlng factors for ToC blDding. Therefore. even 
high Sr· concentrauons mlght nOI activate ail the TnC 
,~ .dlS. and Po (S.) did not rcach Po (Ca) thIS phenomenon 
was more pronounced on fast fibres (Po (Sr) = 80% of Po (Ca) 
than on slow fibtes lPo (Sr) = 92% Po (Ca)). and was most 
hkely due to the number of regulatory bmding sites of TnC. 
Indeed. unlike Its slow counterpart. the fast sl.:c\etal Isofonn 
has a functlonal sIte 1. whlch IS necessary for protelD function 
(Sheng el aL. 1990). Furthermore. thlS sile was demonstrated 
ta have a lower affiruty than site n (LI el al. 1997) . 
Consequently. it was probably more dlfficult for Sr - to bmd 
to the site 1 than to the site n. and there{ore 10 actIva te 
simultaneously both avaliable SItes 1 and II than site Il alone 

As described ahove far Ca] - m<wmaJ actIvation, BPD did 
not induce any mod~ficatlon of th . Po (Sr) values ln slow fibres. 
On the contrary. ID fasl fibres. BPD \1lcreased Po (Sr). 
SUggestlOg that more fast TnC molecu1es were actlvated. Since 
BPD was meffective ln tension remforcement on slow fibres 
(Wlth slow TnC lacktng SIte 1). thls dllrerentlal elreet on slow 
and fast fibres mtght be attnbuted to the presence of site 1 and 
its lower bindtng capaClty for Sr - than for Cal- Ions. Thus. 
bmdmg of BPD would decn:as: Sr' off-rate of Site l. as was 
the case with Ca2. (Mac Lachlan el al.. 1990). As a result. a 
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grenter number of fast ToC \Vere lrctivated, and the decrease m 
Po in fast fibres \Vas limited ln the presence of BPD. 

EffecLS of BPD on submaxima/lensJons 

BPD reinforœd the submaximal tensions and tnduced a 
ieftward shif! of Ihe TJpCa relationships, on fast and on slow 
fibres. This increase 10 apparent affinity suggested Ihat BPD 
had targeted both fast and slow TnC isoforms. Interestingly, 
the amplitude of affinity reinforcement (~50) was greater on 
slow fibres eltpressing ~Iow TnC (Van Eerd & Talc.ahashi. 
1975), as alread)' described for another Cal. sensitl7er. EMD 
53998 (Barth el ai .. 1995). This demonstrated Ibat Slte 1 
funclion was not required for optimal drug etfecls. Moreover. 
on these slow fibres onJy. the leftward shif! mduœd by BPD 
was higher at low Cal- concentration (~'O =0.31) than at high 
Cal. concentration (~90 = 0.05). This result would suggest lhat 
BPD had a greater effect untier less favourable activatIon 
conditions. This opinion was fUMer confirmed by the 
comparison of the position of the T/pSr and T'pCa relatlon
ships of both types of fibres: in the ose of slow fibres, half 
maximal activation required 1.75 fold more Sr· than Ca2

-

and lhe ~Sr50 shift was 25% greater lhan 6ealO- in the case of 
fast fibres, which needed 16 fold more Sr" !han Ca2

• for half 
ma:ùmal activation. a 2 fold IDctease in ASrIO \"5 ~so Y/as 
evidenced. 

If we now consider the slopes of the T/pCa <T/pSr) with 
BPD, an additional diiferentiaJ effect of BPD bctween fast and 
slow fibres was noted. In fast fibres. the slopes of T/pCa CTI 
pSr) were not significatively different in the absence or 
presence of the drug. This suggested that BPD increased the 
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apparent affinity without dlslUrbmg cooperatlvlty. On the 
contrary. 10 slow fibres, a large alteration of Ihe s\opes of TI 
pCa (T/pSr) was shown in the presence of the drug. This 
suggested a decrease ln the cooperatlVlty between the dlfferent 
reguJatory protems of the thin filament If the target of BPD. 
TnC. is responsible for Cal' swltch and cooperatlvlty 
propagation (Gulati el al .• 1988). Ihis protem represents only 
one link 10 the chain of the regulatory proteins. Thus. it could 
be proposed that the modifications mduced by BPD probably 
resulted from integraled effects whlch are particularly 
pronounced withm the slow myofibrillar lattice. (i) eilher from 
the signalling cascade downstream of the TnC. involving 
especially TnT, which is knowl1 to influence cooperativity 
(Nassar el al., 1991). or (ii) from a feedback of cycling cross
bridges. which in turn have been demoClstrated to mcrease TnC 
affiuity (Zot & Potter, 1989). Further research will he necessary 
to determine the mfiuence of nearby subunit lsoforms lDvolved 
in the reguJatory process and the mtnnslc role ofTne, in order 
10 provide new insights into the pharmacological modulation 
of muscu)ar contraction. 

To summarize, these findings mdlcate that hepritiil induœd 
an increase in the affinity of the contractile systelu, which 
depended tirst. on the fibre type. and second. on the acu'Jating 
cation. The BPD effect appeared ail the more important as the 
activation of TnC was achieved with difficuJty, justifying its 
pharmacologIcaJ use as weil in cardiac as in other muscle 
insufficiencies. 
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Nous avons démontré que le bépridil exerce un effet àifférentiel sur les fibres 

squelettiques lentes et rapides, exprimant respectivement les isoformes lentes et rapides de la 

troponine C. Ceci n' exclut cependant pas un rôle possible des autres prot.éines régulatrices 

intervenant dans le processus régulateur enclenché par la TnC. Afin de déterminer si J'effet 

différentiel du bépridil sur les fibres lentes et rapides est dicté uniquement par la TnC ou par 

un processus plus complexe (impliquant l'influence de protéines intervenant dans la 

succession d'évènements induits par la fixation du Ca2
' sur la TnC), nous avons réalisé des 

expériences d'extraction des TnC sur les muscles squelettiques rle rat. Les TnC lentes et les 

TnC rapides ont été remplacées respectivement par des TnC rapides et lentes, synthétisées 

dans des bactéries. Cene étude a fait l'objet d'une publication intitulée "The role of the Ca2
' 

regulatory sites of skeletal troponin C in modulating muscle fibre reactivity to the Cal' 

sensitizer bepridil". 
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The role of the Ca2 + regulatory sites of skeIetaI troponin C in 
modulating muscle fibre reactivity to the Ca2 + sensitizer bepridil 

..,.IP. Kischel, lB. Bastide, lJ.D. Potter & Iy. l\tlounier 

'laboratoire de PlastiCIté Neuromusculaire, Université des Sciences et Technologies de Lille, 59655 Villeneuve d'Ascq Cedex. 
France and ~partment of Molecular and Cellular Pharmacology, University of Miami. School of MediCIne. 1600 N.W IOth 
Ave., Room 6085 RMSB, Miami, Florida. FL 33136, U.S.A. 

1 The Ca!- -sensor protein troponin C (Tnq exerts a key role ln the regulation of muscle 
contnction, and constitutes a target for Cal- sensitizer compounds. such as bepridil, known to 
increase its apparent Ca!- affinity. Moreover, bepnàil has bcen reported to e:tert il. dinerenllal etTect 
in slow and fast skeletal muscle fibres, which express the slowlcardiac and fast TnC !Sofonn. 
respectively. 
l The role of the TnC isoform in establishing the diffc:rential effect of bepndil was assessc:d ln slow 
soleus and fast tiblalis rat skinned fibres. by extraction of endogenous TnC and consecutive 
reconstitution witb either slow or fast recombiIWlt ToC. A mutant (VG2), lacltiog the regulatory 
site n, wa.s also used lO distinguish the role of each regulalory site. 

3 Fast tibialis fibres reconstituted with cardiac ToC exhibited a typica1 slow hepridil reactiVlty, 
while slow soleus fibres reincorporated with fast TnC displayed a typica1ly fast reactivlty to bepndil. 
These results indicated that the dinerential effect of bepridil in slow and fast fibres is related to the 
ToC isoform predominantly expressed in il fibre, 
.. Experimmts wit.b the V02 mutant demonstrated that BPD cao a~hieve an increase ID the Cal -

affuùty in the absence of ~ func:tiona! sile Il. Thus. site 1 was necess3ry for the BPD etfect to he 
independent of the Cal- cuncentration. Moreover, the amplitude of the relOforcemcnt in the Cal -
ai1injty, induced by the binding of bepridil to the l1JC molecule, is dependent on the number of 
func:uQnal regulatory si~, the larger affioity reinforcement being detected wben ooly one regulalory 
site (either site 1 or m is functionaL 
BriIish JoumaJ of Phanrracology (2000) 00, 000-000 

leywoNs: Ca:--sensitizer dn,lg; bepridil; TnC substitution: TnC mutant; skinned fibres 

Abbmialioas: BPD, bepridil; EGTA, e.thyleoe glycol bis (p-aminoethyl ether) N.Noi"l',N' tetraacetic acid: K Prop, potassium 
propionate; MgAc. magnesium acetate; MLC, myosin light chain; MOPS, 3-{N-morpholinol propanesulphonic 
acid; St, Sarcomere length 

IDtroductioo 

Troponin C (ToC), a dumbeU shaped pror.ein, is one of the 
three subW1Ïts of the rtgUlatory compla mat acts as a Cal -
sensor, and initiates a cascade of events le:ading to muscle 
fibre contraction when Cal- concentration mes. The ToC 
protcin represcnts il major targel for moiel:ules c:alled 'Cal

-

sensitizers', which are able [0 enhance the Cal
- responsive

ness of the contractile system. Bcpridil (BPD) beloogs ta dus 
I:Ws of compounds, and was demo&Strated to increase tile 
apparent Ca!- aftinjty of cardiac muscle fibres (Solaro et al., 
1986; Hmig Il Quast, 1992), as wen as skeletal muscle fibres 
(Kischel tl aI .. 1999). However, a differential effect of BPD 
was observed between fast and slow skeletal fibres which 
express distinct TaC isoforms: a fast skeletal and a slow 
skeletalfcardiac one. resp.ectively (Burtnick ct Kay, 1971). 
The fast ù-Ietal isoform (TaCt) bas four Ca!- binding sites: 
t'Wo low affinity amino tenninal sites 1 and n, mat regulate 
muscle contraction (potter &c Gergely, 1975). plus t'WO high 
affinity carboxyterminal sites ln and IV mat maintain ToC in 
the regu!atory complex (Zot ct Potter, 1982). Cal- fixation to 
site n occ:urs primarily and induces minor but essential 
conformational changes for contraction trigger, while Cal -

binding ta site 1 induces a strUCtural opcnÏng of the N-Iobe 
,ia su.bsequent confonnational changes (Sia et al., 1997). Due 
to an insertion as weil as a double substitution of critical 

amino acids. site 1 of the slow/cardiac isofonn (TnCc) is 
rendered non-funcuonal, leamg the amino-tenninal lobe 
partially closed upon activation of ooly sile Il 

The sen.sitizing effect of BPD 00 the fast isofonn in the 
presence of Cal - 'lias attributed to a stabilizatioo of the 
Cal - -induc:ed confonnational chang~ by fixation of the drug 
on the hydrophobic muno acids exposed by the opened N
lobe. inducing a decrease of the Cal - off-rate (MacLachlan et 
al., 1990). Recently, it bas been shown. in VItro, mat BPD 
itself could induce an opening of the N-Iobe of the cardiac 
isofonn (simi1ar to the N-Iobe of 4Ca!- -skeletal TnC). aod a 
stabilization of thIs N-Iobe (Li et al.. 2000). 

However, in vivo, it has been previously showo mat slow 
skeleUl tJbres were more drug reactive th3n the fast ones, and 
mowcd a BPD reactiVlty dependent on the Cal- concentra
tion, the higher tension reinforct'ment being obtained at low 
activation leve1s. On the cootrary, the sensitizmg effect of the 
drug in fast fibres was quite independent of the Cal
coocentratioo (Kjschel et al.. 1999). ThereÎ.lre. il appeared 
relevant to detemune whether this differenual etrect of BPD 
in slow and fast fibres was due ta the TnC lSoform only. or 
resulted from integrated enects within the myofibrillar Iattice 
downstream of TnC 

For this purpose, we used extracuon-replacemenl experi
ments of TnC Foilowmg extraction of native slow (TnCs) 
and fast (TnCn skelew TnC From slow and fast rat fibres 
respectively. recombinant TnC were reincorporated: cardiac 
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mouse TnC (idenucal to TnCs) was added in fast tibialis 
anlenor muscle fibres. while chlcken fast ToC was substiluted 
for TnCs in soleus fibres. ln an attempt to corre1ate more 
preosely the effect of BPD to the number of acti .... e regulatory 
Sl1es and possibly attribute a specific role to cach Site. we also 
used a previously described mutant caUed 'YGZ' (Sheng el 
ai .• 1990), which is unable lO bind Ca~- ID site Il but rerains 
the ability to bind Cal - in site 1. This latter was shown to 
allow partial activaoon of fast fibres (Sheng el al.. 1990; 
Putkcy fI aI~ 1991): therefore, the VG2 mutant was 
substituted for TnCf in a fast regulatory environmenL 

Ail the results indicated that TnC appeared as the protein 
responsible for the differential bepridil reacùvlty of slow and 
fast fibres. the 70le of each regulatory SIte being distinguish
able. Moreover, our data provided evidence that the TnC 
ISOform regulated the fibre sensltivity to Sr:- ions as weil as 
the Cal - sensitivity in the skeletal rat fibres. 

Methods 

Animais and muscle preparation 

The experiment' as weil as the maintenance conditions of the 
animais reœived authorizations from the Ministry of 
Agriculture and· ~ Ministry of Educatlon (veterinary service 
of health and animal protection, authorization 03805). 
Experiments were carried out on soleus and ùbialis anterior 
muscles of adult male WlStar rats (lffa Credo. l'Arbresle. 
France). These muscles were choseo for their homogeneity in 
fibre types: according ta the myosin A TPase acti1,;ty. the 
relative proportions of .Iow oxidative, fast oxidative and fast 
glycolytic fibres are 87. 13, 0% in the soleus and l, 27, n l

/. 

in the white tibialis antmor. respectively (Armstrong &: 
Pbclps, 1984). 

Muscles were removed from animais ana~etized with an 
inuaperi1Onea1 injection of penlobarbitone sodium 
(3 mg kg-I). Chemically skinned fibres were prepared as 
previously descn"bed (Wood ~t aL, 1975). The skinned 
muscles were stored al - ZO~C up 10 3 weeks in a 50/50 
giycerol/slcinning solutlon, containing protease inhtbitor 
leupeptin (10 pg mJ- '), known to prevent Joss of contractile 
ptoteins and preserve the fibre tension (Reiser el aL, 1988). 

Solutions 

AIl reagents were pro'lided by Sigma (St louis. U.5A). The 
composjtion of aU the solutions was calculated by the 
Fabiato computer program (Fabiato. 1988). The program 
calculation was uscd with stability constants Iisted for Ca1-

(Orentlicher et aL. 1977) and for Sr:- (Moise5CU &: 
Thieleczek. i979). to keep final ioOlc Strength at 200 mM. 
pH was adjusted 10 7.0 and A TP al 2.5 mM was added 10 

each solution. except extraction solution. Activating solutions 
were made up of 3-(N-morpholino) propanesu1phonic acid 
(MOPS. 10 mM). potassium propionate (K Prop. 185 mM), 
magn!:Sium acetate (MgAc. 2.5 mM) and various concentra
tions of free Cal- from CaCÛ). buffered \\'lth ethylene glycol 
bis (.8-aminoethyl ether) N.N.N', N' tetraacetlc acid (EGT A) 
and added in propomons lO obtam the different pCa values 
(7.0 10 4.2, Wlth pCa= -log{Ca~-D. The pSr (pSr= 
-log{Sr:-D solutions were similar to the pCa solutions 
except free Sr:- from StOl Re1a.xing solution (R) \\"aS 

ldentical 10 the sk.Inmng solution and \\"aS composed of 
la mM MOPS. 170 mM K Prop, :!.5 mM MgAc and 5 mM 

EGTA. Prior 10 subma:umal pCa exposurc. EGTA traces 

Efft.cts of btpridil on differ~ troponin C isoforms 

from the previously applied rela'-1ng soluuon were nnsed 
with washing (W) soluuon, ldenucal 10 pCa solullons except 
EGTA and CaEGTA free. 

The extraction solution contamed 2.5 mM ethylenedtamlOe· 
N.N.N',N'·tetraacetic aCld (EDTA). and was adJusted lO 

pH 7.8. 
BPD VlS prepared fresh cach day and used as a 20 mM 

stock solution in absolute ethanol. At concentrations used, 
ethanol itself had no effec! Oll the j~eloped tensIOns (data 
not shown). 

Force measurements and recording 

The experiments were carried out ID a thermostaucally 
controlled room (19:t 1°C). For each expenmenl. a smgle 
fibre (7 - 8 mm long) was lsolated from the skinned muscle, 
and divided into three s\!gments called 'CONT (control). 
'EXT (extracted) and 'REC' (reconsututed). The CONT 
segment was dissolved in ZO ul sodium dodecyl sulphate 
(SOS) Iysis sample buffer and stored until electrophoreuc 
analysts. EXT and REC segments (2 - 2.5 mm cach) were 
mounted in experimental chambers and connected to strain
gauges (Fort 10. World PrecISion Instruments. Aston. U.K.). 
A micrometer allowed fibre diameter measurements assunung 
the cross-section was circular, fibres wnh a high degree of 
e\lipticity being discarded. The resting sarcomere length (SL) 
was determined by diffraction using a HehumINeon laser 
(Spectra Physics. Carlsbad. U.SA). The SL \\'as set to 2.6 JIID 
(120"/. of resting Sl) to allow optimal isometric tension 
deveJoflment upon lome activation: It ~ras subsequently 
regularly controlled and rcadjusted if necessary during the 
experiment. Sarcoplamuc reucu1um was rendered non-flIne· 
tiooal, each ::bre being baÙ.:d for 15 mm in a solution m .. de 
up of 2"1. Brij58 (polyoxyethylene 10 celyl ether) and 0.:% 
Triton X·tOO in R solution under constant sumng. 

Measurements of s?~ and Cct· activated tensions 

Single fibres were tirst unmersed in a pu 4.1 solution to 
measure the initial fOTee. REC segments were then checked for 
their strt'ntium reactivn)' by successive er..posure to pSr 
solutions: sle3dy state tensIOns obtatned Wlth pSr 5.8. 5.4. 
5.0. 4.6 were normalized to maximal Sr- activated tension 
(pSr3.4), in order to deduce the half maxunal activation by 
strontium from the iinear part of the T,pSr. REC fibres were 
then activated with vanous pCa (from 7.0 or 6.6 to 4.1 for slow 
and fast fibres. respecuvely). The steady state submaximal 
tenslons P were expressed as a percentage of the m:uimal 
tension Po (induced by the saturating pCa4..:! solution), and 
reported as Tension/pCa (T pCa) relationslups. Fibre type was 
determined and based on the difference between Cal- and Sr:
acti\-ation characleristics for fast and slow fibres. the fast 
muscle fibres being less seOSlUve to Sr:- than slow fibres 
(Kernck et al., 1980). Fibre type was therefore determined by 
establishing the 6 value. the differcnce between the respective 
Caz- and Sr- affinity critena. pCaso and pSrso (Ca:- and Sr:
concentration needed to ehct 50% of Po). Typlcally. 6 of slow 
fibres is less than (1.30 pCa uruts. while 6 of fast fibres IS rugher 
!han 1.00 pCa unit This funcoonal de:termmauon '1{a5 laler 
checked by the structural analySlS of the fibres. Two other 
important parameters were extracted from thè T pCa relauon
ships: the threshold for activa tlon by Cal - refie:cted the 
SCOSlUV'\ty of the contracJle system. and the steepness of the: 
T pCa c:urve refiected the: cooperauV'\t) beLWeen the different 
regu1atory protans wlthm the thm filament Fast type fibres 
could be dlsunguJShed from slow type ones by a hIgher Ca:-
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threshold (Iower pCa value) and a steeper T pCa C1.l!,ve. pCa50 
bemg usually not ngruficantly dlfferenl (Stevens et al.. 1993). 
The steepness of the T pCa cun',: was delermmed by the Hill 
coefficients "H. eitner ni or "2, calculated accordlOg to the 
folJowing equauon (Brandt ~r ai., 1982): 

P/Pa.= (([Ca1-I!K)"H III + UCa1-VKtHJ). 

wbere P/Po is the normalized tension and K is the apparent 
dissociation constant <.pK = - log!( = ?Casa). ni corresponded 
to P:I1> 50%; and "llO P:Po<50% 

For the TiPCa - BPD relationship determmauon. 100 ~M 
BPD were added in each pCa solutlon. as preVlously 
ckscribed (Kischel el al., 1999). To quantify the shift thal 
occurred when BPD was added to the activating solution. we 
defined a 6,'", which represented the shtft e:<.pressed in pCa 
units al n per cent of relauve tensiOn. In our analyses. we 
measured 6,' 10. il: 50 and 6,'90-

Extraction and replacement of TnC in skinned fwres 

Remaval of endogenous TnC from both slow saleus and fast 
tibialis fibres was denved from a previously described method 
(Sheng et al., 1990). Two segments (EXT and REC) of the 
same fibre were used: for the REC segment, functioual data 
wcre collected prior ta extraction and subsequendy ta TnC 
reconstitution. which permmed each fibre to serve as its OWQ 

control. The EXT and REC segments were incubated in the 
low salt EDT A solution (lO mm for the fast fibres. and up ta 
2 h for the slow ones). Maximal tensions were evaluated with 
pCa4.2 solutions, and e."ttraction was stopped when residual 
tension dropped to 5-10% of Po before e.'ttracUon. The EXT 
segment was then dissolved in Iysis sample buffer for 
evaluating th\! TnC e."ttraction. The REC TnC depleted 
segment was reincorporated with either 0.1 mg mI- 1 R rabbit 
fast TnC, 0.2 mg mI- 1 R cardiac mouse TaC, or 1 mg mI- 1 R 
VG2 mutant for 10 min. Cardiac mouse TnC or VG2 mutant 
was thus reintroduced in fast tibialis anterior fibres, while fast 
clticken TaC was reincorporated in slow soleus fibres. 
Maximal tension aCter TnC reconstitution was checked after 
removiag any e:xcess of unbound ToC with R solution, and Ti 
pCa with and witbout bepridil were establishe6. 

EleclTophoresis 

AIl fibre segments (CO NT, EXT and REC) were dissolved in 
20.ul sodium dodecyl sulphate (SDS) Iysis sample buffer. 
heated a.t 9O"C for 3 min and stored at - SO°C until 
e1ecuophoretic analysis. Separation was performed by 
SOS-PAGE using 10-20% Mear gradient gels, which 
pemlÎtted from the sante gel a good separation of the t'Wo 
TnC isoforms, and an accurate analysis of the MLC isoforms 
(Toursel tl aJ_ 20(0). Proteir.' were stained with Sypro 
Orange dye and re ... 'ealed tmder a 315 nm UV transillumi
nator before immunoblot. 

lmrmmoblotting 

Elecuotransfer was performed ta a 0.2 ~m nitrocellulose 
sheet (Schleicher & Schuell. Dassel. Germany). The mem
branes were blocked W1th a phosphate buffered saline 
solution (PBS. pH 7.4) cootaining 5% nonfat dry milk and 
0.20/. sodium aride. The ToC isoforms were localiz.ed by a 
polyclonal anubody. incubated ovemight. nus antibody 
reacted equally well with fast and slow TnC isoforms (Leeuw 
lU al_ 1994). TnC antibodles were detected by an e.'ttravidio· 
biotin pcroxidase staining Iol. TnC isoforrns were visualized 

Ettects ~t btpridil on ditterent tl'~ C Isotonns l 

by an enhanced chenu-Iummescence \ECU lm (Amersham 
Pharrnacia Biotech. Piscataway, U.SA.) and hyperfi,ms ECL 
tAmersham International. Little Chalfont. U K.l. to ensure 
optimal prolein detcction. SIgnai mtenslues were evaluated by 
densitometry l GS-700 lmaging Densllometer, BlOrad. Ivry si 
Seme. France). 

Ooly pure slow soleus and fast tiblalJs fibres (i.e. expre5Smg 
only slow and fast M LC'TnC, respet:tlvelyl were relruned. 
hybrid fibres betng Jiscarded. ThIs c:nsured the rehabihty of 
the extraction-replacement expenments. Moreover, these pure 
slow or fast fibres e:xpressed, respectlVt:ly. only slow and fast 
isoforms of other regulatory protc.:ins such as TnT and Tnl 
(controlled by immunoblots. data not shawn). Therefore, the 
BPD effccts couic' be directly related ta the TnC content of 
the fibres. 

The profile of TnC e.'tpression was determined by 
measuring the relative proportIons of the TnC SIgnais of fast 
and slow isoforms. respectively. 

Starisrical ana/ysis 

AIl the data were reported as means ± s.e.mean. The 
statistical significance of the difference between means was 
detennined using the Student's Hest or paired t-test when 
<::.ata were obtained from the same fibre in diiferent 
e.'tperimental condiuons. DIfferences al or above the 95% 
confidence level were considered significant. 

Results 

Fibre characreristics before extraction 

Dtamelc:r and maxunal isometric tensiOns are reported in 
Figure 1. Soleus and tibialis anterior fibre diarneters were not 
different, but tibialis libres developed higher absolute and 
normalized tensions. As previously shown (Klschel el aL, 1999), 
BPD had no etfect on these tellSions (values nOl reported). Ca~
activation characteristics of bath fibre types are reported in 
Table 1 and illustrated in Figure 2a,b. In the slow soleus fibres, 
bepridil increased submaximal tensions as a function of the 
Ca1 - concentraUon. the sensitizing effect being more efficient at 
low Ca!- leve1s, as attested by the Slgnificanùy different Hill 
coefficients (ni and nù of the T/pCa curves with and without 

- 200 l:LlL 140 .. • 
E 120 ~ Z 160 
~ ~nNb • 100 

0 > Cl. 120 r:r 
~ 80 CIl 
Q:I Q 

.!! 60 i: 
ëii 80 ;; 
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~ 
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Soleus TIbialis 

Fi~ure 1 D1ameter, absolute and normaliz:d m;wmal 1=on5 (Po) 
of gOIa: soleus and fast ubt.:ùts 'lntmor fibres in CONT condltl"ns. 
Normamd tensIons are represented Wlth empty ban. and absolute 
tensiOns are represented m hatcheJ ban. lnsel repr=u diamelers of 
bath libre types. • Rcpresents slgDlficant dilference between soleus 
and tiblaflS atltcnor fibre!; (symbals 11IIUI! reported on tibaalis values). 
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bepridil. ln contrasl. thls effect was qUlte independent of the 
pCa i1U1ge ln fast tiblalis fibres, and the apparent affinity 
reinforeement estimated by the shift in the pCa50 values was 
lower chaa chat measured for slow fibres. 

T ipCa relationship of fast wleus fibres was alw 
e-;tablished (Figure 2a,c. dashed line) and presented lower 
pCa threshald, pCa50 and I-.Jgher Hill coefficients than che 
slow fibres from che same muscle. These libres were found 
tc cQe.'ltpress both TnC iwforms, the fast one being always 
largely predominant (673 ± 5.6% of the total TnC coment, 
Figure 3, lane 4). 

Effecrs of reconstitution 

EstimatiC'1tS of endl:genous TnC e.'ClraCllon and I!.l:Dgenous TnC 
reco1Utitution Extraction was perfonned to obtain less than 
10% .. residual tension. 8.9 ± U for slow soleus and 5.1 ± \.6 
for fast uèiabs fibres, corresponding to 16.7 ± 5.6% and 
29.1 ±6.8% residual endogenous TnC signal, respectively 
(Figure 3, EXT ~lents). MLC content anaiysis of e.-.:tracted 
fibres showed a slight decrease in MLC2 isoform content: 
24.6±8.9'10 MLOs and 21.4±6.5% of MLOf were 
extracted runultaneously with ToC in slow and fast fibres. 
respectively. MLCl and MLC3 were not atfected by the 
extraction procedure. 

Reconstitution with recombinant TnC was obvious in bO[h 
fibre types, as judged by immunoblotting resu1ts (Figure 3, 
REC segments). From the TnC signal intensities, soleu. .. fibres 
appeared constituted I)f 78.2 ± 5.4% fast TnC, and acquired a 
profile close to that round in the fast wleus fibres(F:gure 3, 
lane 4), After reconstitution with TnCe. tibialis fibres were 
constituted of 73.9±4.7% cardiac TnC. 

Po of reconstituted fibres were equaJ to 51 and 41 % of Po 
determined befo~ TnC extracÙon in slow and fast fibres, 
respectively. Similar values were obtained with extended 
reconstitution ÙIne or higher concentration of recombinant 
protcins.. 

Reconstitution with the VG2 required higher concentra
tions of the mutant (see Sheng el al., 1990). Tension recovery 
was equal to 30.8 ± 4.1 % of the Po measured in nne.xtraCted 
fibres. 

or- acriValÎDn properties of slow fibres reCOlUlilUled with 
TnCf Subsequently to TnCf substitution in soleus fibres, 
strontium activation characteristics were modified: TipSr 
relatioosrups were shifted [0 bigher Sr - concentrations (A 
was 0.18 hefore extraction and 0.87 after reconstitution). T/pCa 
curves were also cbanged (Figure 2c): pCa threshold and pCaso 
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were Shlfted towards hlgher Ca! - concentrations. while Hill 
coefficients were sigruficantly mcreased. When compared wllh 
values obtamed in the presence of nauve l nC !Sofann. the 
apparent Ca:- affimry mcrease induced by bepndJl was largely 
reduced at low Ca l - levels and bepndil exerted now Its 
sensitizing effect whatever the Ca: - concentraoon. the 6 10 - 690 

being equal to 0.04 = 0.0 1 . As before e.'tracuon. BPD Ilad no 
etfect 00 the maximal tensIons of reincorporated fibres. 

Cli- activaI/on propertles of fast fibres reC01UtIlUled \Vuh 
TnCc Arter TnCc relOtroduction io TnCf depleted liblalis 
fast fibres, strontium activation charactenstics were changed, 
T pSr curves belOg stufted to lawer Sr- concentrations (6 
was 1.17 before extraction and 0.52 after reccnsutution). Two 
parameters of the T pea curve (Figure 2d) were also 
modified. The pCa threshold was displaced to higher pCa 
values and the Hill coeffiCIents (ni and n!.l were sigmficantly 
lowered (Table 1). The pCaso value was not differeot, 
whicbever the ToC iwform (nauve fast or recombmant slow). 
However, the bepridil effect was completely modified in the 
reconstituted fibres. the sensitizing cffect was increased, 
submaximal tensions bemg all the more important as Cal -

concentrations weTe lew with a 6'10-<.\'90 equaJ to 0.34±0.01. 
After VG2 reintroduction. strontium actlvauon charaeteT

il;tics were not changed (6 was equal to 1.18±0.06). AlI 
parameters of the T. pCa relationship were modified with che 
mutant T~C- higher concentrations of Ca}- \Vere required to 
activat!: force. and the pCaso was stufted from 5.84 to 5.46. 
There was also a significant decreasc in the Hill coefficients 
(Table 2). The TipCa curve in the presence of BPD (Figure 2e) 
was perfectly parallel .0 the T'pCa curve wnhOUl BPD (nI and 
n;! were idenùcal), and shifted from 0.21 pCa uttits (vs 0.14 in 
control conditions) towards lower Ca~- concentrations. 

Addiuonally, BPD was found to mcrease maximal tensions 
of îast fibres reincorporated with citheT VGl mutant or TnCc 
isoform. by 18 ± 2A and 1 i.3 ± 3.1 %. respcctively (FIgure 4). 

Taille:: TyplC::Ù values for the A' shût in the p=ence of 
BPD. as a functiOIl of the r.ttuctiollal regul.atory stte(s) 

[-li II alOM 
Regu1lJlory silt( s) TA COIII. Sol COIII. 1 alorre 
MuscltÎtb~ Sol Ree TnCf T.f kt: TnCc TA Rrc VGl 

tt: 10 0.16:::0.01 0.43:::0.01 0.17±o.o2 
A'5O 0.1 4 :t0.01 0.25:::0.01 0.17:t0.02 
A'CIO 0.12=0.01 0.09:::0.01 0.17 ±0.02 
A·ac-A'., 0.04::tO.01 034=0.01 D.DO±O.02 

TùIe 1 Calcum acuvat10n characteristics of solens and tibaalis muscle libres 

Withcut BPO 
pCa threshcld 
pCajO 

": 
With BPD 

pû thresholà 
pCaso 
lia 

": 

Sa/na 
CONTi MC TnCf 

0.18 ±0.01 /0.87:t01).l-

6.62±O.0IÎ6.16::0.02· 
S.85±0.01:5.54:::0.0l-
2.01 ±0.06t2.9\ ±o.n-
2.39±O.07f3.IO:tO.OS-

7.09 ± 0.02§/6.4S ± O.03-§ 
6.11 ±O.OI§;5.68±0.Q\·s 
1.38 ±0.02§,'2.59:::0.OS· 
1.64 ± O.03§l1.65± O.09·§ 

----------------- TibialU ancuior 
CONTREe TlICc:REC VGZ 

/./7 = O.O/.'OJZ =. 0.05· '1.18 ±01J6 

6.14=0.01;6.63:::0.03" 6.08:::0.02-
5.85:::0.02,5.84:::0.03546:::0.02· 
3.39 =0.35,2.0\ ±0.12-:2.56± O.OS" 

5.1 =044,1.41 ::0 l2":2.9 1 ±O.II-

6.49 = O.02§J 7.1 j ::: O.()4·§J 6.40:: 0.02-§ 
1.99 =0.02§;6.05;t0.Q3-§5 72 =0.01"§ 
329=0.31 1.57:::0.09"§:2.64±0.OS· 
Hi ::: O.3~ 1.54 :tO.80-~;2.g.:::: 0.10" 

-Indiates Slgnific::mt difference belWeen com (unextracted fibres) and REC (reronsuruIed fibres; symbols reported an REe 
cclumns) for slow solens cr fast tib!alis anterior fibres. §lndicau:s Slgruficanl ditrerenœ belWeen WllhoUI BPD and With BPD 
conditions lsytllbols n:ported 011 'With BPD' nlues). 
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F''1_ 2 TjpCa relitionshlps TlpCa relitionslups of soleus and Ùblalis ;mtmor muscle fibn:s, before e:ttraCtlon (a.b) and aCter 
reconstitution with retombinant TnC (c-e). /1 Repn:se- the number of fibres. Squares repn:sent slow fibn:s. and tnangles represent 
fast fibres. Filled s)'mbols are used m absence of BPD, and empt)' symbols are used m the presence of BPD. s.e.m were nOI reported 
wben they merxed ~ith the mean pomts. The dashed line in graphs (a) and (c) ~resents the T, pCa rel:tuonshtp of rast soleus 
muscle fibn:s. In (el, tht dotted line represt'.nts the T,pCa relationslup of uDlalis fihn:s, a1ready shown in (h). Curves were fitted Wlth 
the Hill par.lmetel'S (/II for P'Po>SO·/. and 112 for P/PD<50%). 

Discussion 

We demonstrated in this study mat the diiferentiaJ eifect of 
bepridil in the slow and fast fibres could he attnbuted to the 
troponin C isororm. Moreover. W~ precisely studied the role 
of the regulatory sites of the tropt/nin C tawards the Ca!
sensitizer BPD in vivo. 

Our goal was to define the origin of the preYlously 
demonstrated ditrerential elf~ of the Ca!- sensiùzer 
bepritiil in slow and Cast fibres. Slow soleus and fast tibiatis 
fibres e:'tpre:SSÏng only slow and fast TnC, respectively. were 
used to confirm or invalidate the hypothesis chat ToC was 
implic:ated in the differential bcpridil effec! in slow and fast 
fibres. Functional data (Cal- activation characteristics, with 

and without bepridil) corroborated this choie:: the Cal
-

affinjty (pCaso) v .. as nut dilferenl, as usually reported 
(Stevens et al., 1993), fast fibres e.~ibited lower sensüi\ity 
(Iowe.- pCa threshold) and Iligher coopcrativity (higher Hill 
coefficients), and BPD reactivity was typically different in 
these two fibre types, as previously reportcd (Kischel et al., 
1999). 

E.'f.tr.lCtion was performed to obtain a residual TnC signal 
inten5Ïry under 20 % of initial TnC content. ta 
avoid deleterious effects resulting from extended extraction. 
Only the MLC2 isoform was Slmultaneously sligbtiy 
e.'tU'acted, as previously re:ported (Moss et al., 1982). The 
loss of about 20% of these essential light chains muid 
partIy e.'tplain the fact that tension recovery was not higher 
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Sol TA 
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Figure 3 T nC expresslon profiles of smgle libres from either soleus 
or tibla1is muscles. ECl detection of ToC ISQforms (only the l'egion 
ofTaC is shollll). Lane 1: soleus CONT segment. Iane 2: soleus EXT 
segment. lane 3: soleus REC TnCr segment; Iane 4: fast soleus fibre: 
lane 5: tibialis antmor CONT segment; fane 6: tibtalis anterior EXT 
segment. Iane 7: tibtalis antenor REC TnCe segmenL 
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Fic- 4 Tension recovery alter reconstltution 'oLith recombinant 
TnC. Tension recovery was expressed in perœnta~ of maximal 
tension elicited befon: extraction. • Rc::presents signilicant dilferenœ 
between absence and presence of BPD (symbols were reported on 
ea:- + BPD bars). 

than 50% in bath fibre types. More presumably, incomplete 
tension recovery might bc caused by spccies depcndent 
diffcrences (Hoar et al., 1988), i.e. the inability of exogenous 
mousc or chicken TnC to ac"Jvate thin filaments of rat 
fibres, rather than incomplete TnC reconstitution or 1055 of 
MLo.. Indccd, if TnC reconstitution was Dot complete (not 
suggested by our immunoblot resu1ts), a dcereasc in 
cooperativity would be expct:tcd, since it bas previously 
been shown that cven limited TnCatraction causcd 
cooperativity to drop (Brandt Il al., 1984). This was not 
the case; saleus fibres with substituted TnCf showed an 
increase in the Hill coefficients whcn comparcd to the samc 
libres in the presence of endogenous TnC. Sccondly, fibres 
with selective TnC extraction (without significant MLO 
dcereasc) wcrc found among tibialis fibres (n = 3), but 
tension recO\'ery after TnCc reintroduction was not higher 
as obser.'Cd for libres which c..'l.pericnced significant MLO 
loss. Thus. ~though tension ~o'Very \10115 not as higlt as one 
would have expected, we W~ able to obtain reliable and 
coherent functional data. 

Slow fibres rcconstituted with rabblt fast TnC exhibiterl 
typical fast Ca!- acth'aùon chara~ristics (higher coopcrativ
ity. dcereascd sensitivity, and pCa50 value shifted towards 
higher Caz- concentrations). It is notcworthy that Tnef 
substitution malces the TipCa curves of slow fibres more 
charactcristic of fast fibres ITom the samc muscle. Thcsc rcsults 
are in agreement \Ioith previous data showing the involvcment 

.......... of~'" 00 (01 

E"tcts of blJlridi on ditftrent !l'oponin C lsofonns 

of the TnC lsofonn ln the T pCa relauonshlps (Babu el al .. 
1981). The c:ffects of bepndtl ln these recOoStltuled fibres were 
also characterisuc of fast fibres. I.e. lower BPD reactlvny. that 
was tndependent of the acuvallng Ca=- cl'ncentrallon. Thus. 
despltc: the slow regulatory enVlronrnenl. bepndll reaclIVlty was 
changed from a lypu:al slow towards a typlcal fast effec!. thiS 

indicated thal lhe predonunam ToC Isofonn was responslble 
for the bepridil effect and stroogly suggested a role of me II 10 

the Ca!- dependence of the drug effecL 
TIns result was conftnned by complemeotary c..'penments: 

TnC fast e:uraction:TnC 'slow' (cardi,'lC) substitution 10 fast 
tibtalis fibres conferred a htgher BPD reactlvtty that 
depended on the acuvaung Ca!- concentraUons. character
istic of slow fibres. The latter result. obtaioed wtth a TnC 
isoform whose site 1 was inactive. suggesled once agatn that 
the TnC l5oform \\115 responsible for the bepndil effCC'i. 

Study ..... ;th the YG2 mutant, lacking the regulatory sne Il. 
substituted for endogenous fast TnC of tibialis fibres, was 
dcsignated to funher define the role of site 1 in the bepridil 
etIcct. Ca!- aetivanon of thcsc reconstltUled fibres was more 
difficult without the regulatory site Il. since tension recovcry 
was not higher (han 30% of Po befme extracUon. Indeed, thts 
site is known to iniuate the conformallon .. 1 changes at the 
origin of the TnC activation (Spyracopoulos el aL 1997). 
BPD could mnforce both submaximal and 111:Wmal tensIons . 
This indicates that BPD can aeh.ieve an increase in the Cal -

affinity in the absence of a functional site n. Thus BPD can 
induce a remforcement of the Ca: - affinity with only one 
functional regulatory site, CÎther site 1 or n. lt is intercsung 
to Dote mat BPD had no effcct on the ma;timal tensions of 
solcus fibres (with Clther native or recombmant fast Tnq or 
tibialis fibres (wuh native Tnq, while it enhanced ma.-umal 
tensions of tibialis fibres reconstituted W1th ToC Iaclcing 
either site [ or site U. This suggestcd mat BPD he1pcd thin 
filament activation in a fast regulatory environrnent, wruch is 
known to need lx>th Ca!- specifie sites for full functional 
activity (Sheng el ai., 1990). The cff:ct presumably rcsulted 
from stabilization andlor enhancement of parual conforma
tional chan~ that occur upon Ca: - occupation of either site 
1 or II alone. 

ÇaJ- activation characteristics of VG2 rcconstiruted fibres 
were modificd as previously dcscribed (Sheng el al., 1990), 
and the t. DCa .... BPD relationship was shifteci towards lower 
Ca:- concentration. remaining exactly paraJlel to the T/pCa 
curve. 

Thus, (i) when site 1 alone is active, BPD lIlduccs a Cal
-

affinity increase without altering the intrinsic cooperativity, 
(ù) when both sites are active (tibalis CONT or soleus REC). 
the cooperativity is not significantly different from !hat 
obtained in the absencl: of BPD; (iü) when only site II is 
active, whlchever the regulatory eIlVl"onrncnt, cooperativity is 
Iargely atfccted in the presence of BPD. Therefore. site 1 
seems to be esscntiaJ for kecping the coopcrativ.ty intact in 
the presence of BPD 

Moreover. the incrcase in Ca:- affinity induced by BPD 
seems to be d<:pcndent on the numbcr of rcgu1atory sites, 
since a shtf! close to 0.25 pCa 'l1llt occu.TTcd at half maxima! 
activation W1th oruy one active regulatory site (other site 1 or 
lI). whde an 0.14 pCa unit sruft was generally observed with 
two regulatory active sites. Tius finding 15 ln agreement with 
previous obseJ"\'ations (Kischel et al .. 1999) suggesting !hat 
BPD is aIl the more effiCIent as TnC acuvation is difficult. 

Finally. SlDce Sr- acuvation eharaetensucs of slow ana 
fast fibres were modified in c..'ttTacuon-replacement experi· 
ments (VG2 exduded). we cao condude from our results !hat 
the TnC isofGrm aIso cstablished the Sr- reacti\;ty of slow 
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and fast fibres. in agreement with numerous studies (Ba bu el 

al., 1987; Moss et al., 1986; Hoar et a1., 1988). 
To conclude. the use of different recombinant TnC 

isoforms bas defined more clearly the intnnslc tole of the 
TnC isoform (and even the regulatory sites of TnC) in 
establishing the different activation characteristics in the 
presence of the.Ca~- sensitizer BPD. It appears unlikely that 
the regulatory cascade of evenrs downstream of the ToC 
could exert an Influence in !ietting the differenoal effecr. of 
bepridtl in slow and fast fibres, a1though this possibility 
cannot be ruled OUl 

ln vivo, the functional behaviour of a s\cmned muscle libre 
in response to bepridil revealed the TnC isoL',rm predomi
nanùy e.'tpressed. More pracùcally. the interesting properties 
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II. SECONDE PARTIE: EFFETS DE LA MICROGRAVITE REELLE OU 

SIMULEE SUR L'EXPRESSION PROTEIQUE ET LES PROPRIETES 

D'ACTIVATION CALCIQUE LIEES A LA TROPONINE C. 

La microgravité simulée ou réelle est bien connue pour induire des modifications structurales 

et phénotypiques, particulièrement marquées sur les muscles à fonction posturale. "-près 

exposition à la microgravité. on note en effet i) une atrophie musculaire (Flynn & Max. 1985 ; 

Thomason & Booth, 1990 ; Taillandier et coll., 1996) et ii) une transition Lent ~ Rapide dans 

l'expression des ~rnc (Talmadge et coll., 1996; Caiozzo et coll., 1994; Bigard et coll., 

1998 ; Stevens et coll., 1999). 

Aucune donnée n'étant disponible sur les éventuelles transitions phénotypiques 

Lent ~ Rapide de la TnC après un épisode d'H-H, nous avons essayé de savoir si la Tne 

subissait des changements d'expression comparables aux MHC après une période de 

suspension de 15 jours. De plus, en considérant les transitions existantes et décrites pour 

d'autres protéines régulatrices comme la TnI et TnT (Campi one et colL, 1993), nous avons 

tenté de détenniner si le comportement de la TnC pouvait être modifié dans un environnement 

~voluant au cours d'un épisode de microgravité simulée. La première partie de ce travail nous 

avait pennis de caractériser un outil pharmacologique, le bépridil, qui exerce un effet 

caractéristique de la TnC majoritairement exprimée dans les fibres squelettiques. Nous avons 

donc utilisé le bépridil pour tester le fonctionnement de la Tne après cet éoisode dt 

suspension. L'étude de l'expression et de la fonction de la TnC suite à un t!pisode d'H-H a été 

publiée sous le titre "Expression and functional behaviour of troponin C in soleus muscle 

fibres after hindlimb unloading" (J Appl. Physiol., sous presse). 
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FINAL ACCEPTED VERSION 

Expression and functional behavior of troponin C in 

soleus muscle fibers of rat after hindlimb unloading 

KI sc HEL P., BASTIDE B., STEVENS L., ~l\ffi Y. MOUNIER 

Laboratoire de Plasticité Neuromusculaire, Université des Sciences et 

Technologies de Lille, 59655 Villeneuve d'Ascq Cedex, France. 

ABSTRACT - Troponin C (TnC) plays a key role in the regulation of muscle contraction, 

thereby modulating the Ca2
+ -activation characteristics of skinned muscle fibers. This study 

was performed to assess the effects of a 15-day hindlimb unloading (HU) period on TnC 

expression and its functional behavior in the slow postural muscles of the rat. We investigated 

the TnC isoform expression in whole soleus muscles, and in single fibers. The latter were aIso 

checked for their Ca2
• activation characteristics and sensitivity to bepridil, a Ca2

• sensitizer 

molecule. This drug has been described to exert a differential effect in slow and fast fibers 

depending on the TnC isofofffi. With regard to T nC expression, three populations were found 

in control muscle fibers : slow, hybrid slow and hybrid fast fibers, the TnC fast being always 

coexpressed with TnC slow. In the whole muscle, TnC fast expression increased after HU, 

due to the increase in the proportion of hybrid fast fibers. The HU hybrid fast fibers had 

properties similar to th("se of control hybrid fast fibers. The fibers which remained slow after 

HU, exhibited similar bepridil and Sr'" properties as control slow fibers. Therefore, in these 

fibers, the changes could not be related to the TnC molecule. 

Kevwords : regulatory proteins, Ca2~ sensitizers, bepridil, simulated microgravity. 
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Effects of unloading on TnC in soleIlS muscle 

INTRODUCTION 

Troponin C (TnC), a subunit of the troponin complex, play!' a key role in the regulation 

of contraction, acting as a Ca2
+ sensor to switch on tension development when the Ca2+ 

concentration rises. TnC is a dumbbell-shaped prote in, with two globular beads linked by a 

central a-helix (7, for review). Bach globular head is made up of two Ca2
+ EF band domains : 

the two high affinity carboxyterminaI sÎtes m rod IV keep TnC boWld to the thin 

filament (32), while the two Jow affinity aminotenninal sites 1 and II 1~gu1ate muscle 

contraction (21). This protein exists in two isoforms, a fast isoform (TnCf) fOWld in fast 

skeletal muscles and a slow isoform (TnCs), lacking regulatoI)' site 1, found in cardiac and 

slow skeletal muscles. Unloading conditions induced by real or simulated microgravity bave 

been demonstrated to cause not only a clear atrophy of the slow antigravitational muscle 

fibers, but aIso a shift in their functional and biochemical properties from a slow toward a 

faster phenotype (9,23). The changes in MHC isoform expression have heen weil defined (3, 

26), and transitions and coexpressions of MHC leading to hybrid fihers are now weil 

documented (24). However, few papers have reported the effects of unloading on regulatory 

proteins : the expression oftroponin T and 1 was demonstrated to he modified after HU (5), 

but no information is actually available on the TnC isoform, shown to he involved in the Ca2
+ 

depende.nce of tension development (1, 18). 

The aim of our study was to examine the implication ofTnC and the eventual transitions 

in the TnC isoform expression, in paralleI with MHC and MLC transformations during 

changes that occurred in unIoading conditions. The TnC content of single soleus muscle fibers 

was determined by immunoblotting and its functional behavior was prohed using a 

pbannacological tool, bepridil (BPD). BPD is a Ca2
+ sensitizer, which targets the TnC 
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molecule and stabilizes confonnational changes that occur upon Ca2
+ fixation, causLng an 

increase in the apparent Ca2
<t affinity by decreasing the Ca2

+ off-rate (15). BPD has been 

shown to alter the affinity of the regulatory system differently in slow and fast fibers, the 

modulation of the contractile response being directly dependent on the TnC isofonn (12, 13). 

METRODS 

A.nimais and muscle preparation 

Experiments were carried out on soleus and tibialis anterior muscles of adult male 

Wistar rats. The experiments as weil as the maintenance conditions of the animais received 

authorization from the Ministry of Agriculture and the Ministry of Education (veterÎrmy 

service of health and animal protection, authorization 03805). A tirst group was subjected to 

15-days of hindlimb unloading (HU) using the mode} of Morey (17). This model consisted of 

uil suspension of rats in order to mimic microgravity effects. The second group was 

compose<! of non-suspended animaIs used as control. The two groups of animaIs were 

matched for age and weight 

Soleus and tibialis muscles were remo\'ed from the control and suspended rats, 

anaesthetized \\ith an intraperitoneal injection of pentobarbi1tal sodium (3 mg.kg -\ After 

removal, the muscles were either homogenized (whole muscle results) or chemically skinned 

as previously described (31). The skinned muscles were stored at -20°C for up to 2 months, in 

a 50/50 g1yceroVskinning solution (storage solution), containing protease inhibitor leupeptin 

(1 J.1g1ml). Some fibers were examined for calcium activation characteristics as well as TnC 

~mposition, whereas others were examined for TnC composition oruy. 
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Electroplzoresis 

Musc/es - Soleus muscles from control and HU animais were homogenized in EDTA 

buffer (635 mM, pH 7.0) and centrifuged at 13,000 rpm for 10 min at 4°C. The pellet was 

washed twice in a 50 mM KCl buffer, and dissolved in SDS sample buffeT without 5% ~

mercaptoethanol (62.5 mM Tris HCI, 10% glycerol (v/v), 2% SDS (w/v), 0.02 bromophenol 

blue (wlv), pH 6.8). The protein concentration was detennioed using the Lowry protein 

estimation metbod (14) before addition of 5% ~-mercaptoethanol (v/v) to the sample buffer 

and stored at -80°C. 

Fibers - Fibers were randomly removed from either control or HU skinnad soleus and 

tibialis muscles. pCa-tension (pCaff) (tension versus ciT concentrations) relationships were 

established on some of these fibers. Then, ail fibers were dissolved in 20 J.Ù sodium dodecyl 

sulfate (SDS) sample buffer, heated at 90°C fur 3 minutes and ~10red at -80oe until 

electrophoretic analysis. 

The MHC composition of whole soleus muscles was detemrined by SDS-PAGE on 

7.5 % silver stained slab gels (30). Separation of MT Uld Tlle isoforms of whole soleus 

muscles and single muscle fibers was performed by SI ;, 'GE using 10-20 % linear gradient 

gels (29). Proteins were reversibly stained with Sypro Orange dye (Molecular Probes, Eugene, 

USA) and revea1ed under a 315 nm UV transUluminator, before immunoblot 

In the single fibers, the identification of the TnC isoform was complemented by 

determination of the MLC isoform content (see below). M'Le was considered instead ofMHC 

since it was impossible to perform both analyses because of the very low amOlmts of 

biological material available (especially from atrophied fibers), even using highly sensitive 

detection methc )s. 
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Immunoblotting 

Electrotransfer was performeè to a 0.2 f..IlIl nitrocellulose sheet (Schleicher & Schuell, 

Dasse!, Germany). The membranes were blocked with a phosphate buffered saline solution 

(pDS, pH 7.4) containing 5 % non-fat dry milk and 0.2 % sodium azide. The TnC isofonns 

were localized by a cardiac mouse monoclonal antibody (NCL Trop-C, Novocastra, UK), 

incubated ovemight. This antibody recognized slow skeletaI TnC isofonn, but cross-reacted 

with fast skeletal TnC (29). TnC antibodies were detected by an extravidinlbiotin peroxidase 

staining kit, and visualized by an enhanced chemi-Iuminescence (ECL) kit (Amersham 

Phannacia Biotech, Piscataway, USA), to ensure optimal protein detection. Signal intensities 

were evaluated by densitometry (G8-700 lmaging Densitometer, Biorad, Ivry 51 Seine, 

France). 

The profile of TnC expression was detemUned by measuring the relative proportions of 

the TnC signaIs of fast and slow isoforms, respectively. In the whole study, fiber type was 

based on TnC content of the fibers. The fibers considerec.t as hybrid for the TnC expression 

were cIassified as hybrid slow (HS) or hybrid fast (HF). However, it should ire stated that the 

antibody recognized preferentially the slow isoform. F:bers showing a TnCf signal higher than 

TnCs signal were thus unambiguously classified as hybrid fast fibers. In order to avoid an 

overestimation of hybrid slow fibers due to the preferential recognition of the slow isofonn, 

we checked the MLC expression for the fibers which expresse<! a signal ratio TnCsffnCf 

higher than l : fibers expressing predominantly slow MLC isofonns were k.ept and classified 

as hybrid slow, while fibers that expressed preferentially fast MLC isoforms were discarded. 

However, discrepancy between TnC and MLC predominant isoform expressions did not 

exceed 5 % of the fibers. 
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Force measurements and recording 

The experiments were carried out in a thermostatieally controlled room (19 ± 1°C). A 2-

2.5 mm fiber segment was connected, in an experi.lli~otal chamber under constant stirring, to a 

force transducer (Fort 10, WPL Aston, UK). The sarcomere length (SL) was determined by 

diffiaction using a Helium/Neoo laser (Spectra Physics, Carlsbad, USA). To allow maximal 

isometric tension developmeot upon ionie activation, the fiber was stretched to 2.60 JlIIl, this 

SL being readjusted if necessary during the experimeot In order to eliminate a potelltial effect 

of the sarcoplasmic reticulum on the tension developed by the myofilaments. each fiber was 

bathed for 20 minutes in a Brij solution made up of 2 % Brij 58 (polyoxyethylene 20 cetyl 

ether) in relaxing solution. 

Experimental protocol 

The experimental sequence was defined as described previously (12). Briefly, the fiber 

was activated to a tension level (P) in a given pCa (with pCa = -log[Ca2j) solution, 

immediately followed by a maximal contraction (Po) ensured by the application of a pCa 4.2 

solution. This procedure allowed to ca1culate the relative tension PlPo, from pCa 7.0 to 42 

with a step equal to 02 and to establish the pCa-tension (pCaIT) curves. The steepness of the 

pCaIT corve was determined by the Hill coefficients nH, either ni or 02, calculated according 

to the following equation (2): PlPo=«fCa2J/K)nH/[1 +([Ca2jlI{)nH]), where PlPo is the 

normalized tension and K is the apparent dissociation constant (pK = -log K = pCaso). ni 

corresponded to PlPo > 50% ; and n2 to PlPo < 50% (19). For the pcarr + BPD relationship 

determination, 100 J.1M BPD were added in each pCa solution, as previously described (12). 

To quantifY the shift that occurred when BPD was added to the activating solution, we defined 

a Ar rhlch represented the shift expressed in pCa units at n percent of relative teru;Îoo. In our 

analyses, we measured A 10, Aso and A90. AIO-9O was representative of the extent of 
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cooperativity alteration in the presence of the drug . Half maximal activation in the presence 

of strontium ions (pSrso) was also detennined, to establish the A' parameter. corresponding to 

the difference between pCaso and pSr50 values. The A' criterion allowed a functional 

identification of the tiber (either slow or fast phenotype), since fast muscle fibers are less 

sensitive to S~+ than slow fibers (lI). 

Fibers were rejected if force declined during a sustained contraction or decreased by 

more than 20 % during the whole experiment, and if the pCaff series (with and without BPD) 

were not ,:ompletely achieved. The proportion of fibers tested for their Ca2
+ activation 

characteristics does not retlect the fiber type composition at the whole muscle leveL 

Solutions 

AlI reagents without indications were provided by Sigma (St Louis, USA). The 

composition of ail the solutions was ca1culated by the Fabiato compute! program (6). The 

program ca1culation was used with stability constants listed for Ca2+ (20) and for S~+ (16), to 

keep final ionic strength at 200 mM. pH was adjusted to 7.0 and A TP at 2.5 mM was added to 

each solution. The skinning solution was made up of 3-(N morpholino) propanesulfonic acid 

(MOPS, 10 mM), potassium propionate (K Prop, 170 mM), magnesium acetate (MgAc, 

2.5 mM) and EGTA (5 mM). The follow~:ng solutions were used for the T/pCa curve 

determination: a washing solution (W), composed ofMOPS (10 nlM), K Frop (185 mM) and 

MgAc (2.5 mM); a relaxing solution (R) identical to the skinning solution; pCa activating 

solutions consisting ofW solution + various concentrations of free Ca2
+ from CaC03, buffered 

with EOTA and added in proportions to obtain the different pCa values (7.0 to 4.2). The pSr 

solutions were similar 10 the pCa solutions except free sy.2+ from SrCh. BPD was prepared 

fresh each day and used as a 20 mM stock solution in absolute ethanol. At concentrations 

use~ ethanol itselfbad no effect on the developed tensions (data not shown). 
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StatistiaaJ analysis 

AU the data werc reported as means .± SEM. The statistical s: .,u.ticance of the difference 

between means was detennined using the Studenfs t test or paired t test when data were 

obtained from the same fiber in differel1t experimental conditions. Difference at or above the 

95 % confidence level were considered significant. 

RESULTS 

Stnlcnual analysis 

T'ne and MHC changes al the whole muscle level 

Figure lA shows the expression of slow and fast MHC and TnC proteins in whole 

soleus control muscles (n=3, average weights: 0.47 ± 0.001 mg per g animal weight). The 

slow isoforms of these proteins were largely predominant, with only small amounts of 

MlIC na (9.9 ± 4.7 % of the total MHC expression) and TnC fast (122 ± 2.9 % of the total 

TnC signal). Fig. lB illustrates modifications in the expression of MHC and TnC proteins in 

soleus muscles submitted to unloading conditions (n = 3). These muscles displayed a 

significantly lower average weights (0.21 ± 0.004 mg per g animal weight). Fast MHC 

isofotmS were more abundant in these muscles when compared to control conditions, with an 

increase in MHC na up to 23.9 ± 4.4 % and the appearance of MHC nd/x and Db 

(155 ± 4.5 % and 4.9 ± 1.9 %, respectively). TnC expression was changed by HU, the TnC 

fast signal rising up to 225 ± 1.9 % . This represented approximately a two foid increase of 

the TnCf isoform signal when compared to control conditions. 
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Fig. l : Expression profiles of MUe and TaC isoforms in "hote mustles, in control 

conditioas (A) aad afler hiodlimb ualoading (D). 

Mlle isoform compositions (5~g protllane) from muscles in each condition (control and HU) 

are shown in percentage of isoform expression. TnC isoform compositions (20f.1g protllane) 

from the same muscles are expressed in percentage of signal (see Metbods). lllustrated MHC 

(ftom silver stained gels) and TnC (from ECL hyperfilms) ba'lds are representative of the 

results obtained. * : significant difference between HU and control conditions. 

129 



EjJects Qf unlQading on Tite in sa/eus muscle 

Tne and MLC e:cpressiolls al the' sihg}efiber level 

Distributions of the MLC and TnC isoforms, analysed on the same gel for each single 

tiber, are represented in Fig. 2. As indicated in the methods, tbe MLC profiles were used for a 

clear dl~ation between HS and HF fibers. In control conditions, we sbowed either an 

expression of TnCs alone (fibers cJassitied as slow, lane 2), or a coexpression of both slow 

and fast isoforms, in fibers classified as HS (predominant expression ofTnCs and slow MLe, 

Jane 3) or HF (predominant expression of TnCf and fast MLC, lane 4). The proportions of 

theseslow, hybrid slow and hybrid fast fibers in the control muscles were 74, 10 and 16 %, 

respectively (n = 80 of 3 different muscles). Fibe.rs expressing TnC fast alone were never 

found in these control muscles. 

Ailer 15 days of DU, the TnC expression profiles of88 fibers (of 3 different muscles) 

were established: we found that TnCs was expressed alone (slow fibers) or coexpressed with 

TnCf in ,hybrid fibers (HS or HF, depending on the predominant TnC isoform in the fiber). 

The proportions of slow, hybrid slow and hybrid fast fibers in HU muscles were 45, 10 and 

45 %, !:":.:, ~vely. The expression of TnCf alone was llever observed in HU fast fibers. 

Ct/''' activation properties 

Control fibers - Slow, hybrid slow and hybrid fast fibers had no significant differences 

in their diameter and tensions normali1..ed to cross-sectÎonal area (Fig. 3). As previously 

describcd, BPD bad no effect on tm.~ tensions (data not shown). Ca2+ activation 

parameters of aIl fiber types are reported in Table 1. 

BPD increased the submaximal tensions and thus induced a shift of the pCaIT 

reJationship of all fiber types toward lower Ca2+ concentrations (Fig. 4). The Ca2
+ activation 

prôperties of hybrid slow fiben did not differ significantly from those found for the slow 

fibers, in the absence as well as in the presence of BPD. The spill induced by BPD in these 
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Fig. 2 : E:lpression profiles orMLe (A) and TnC (8) at the single fiber level. 

A : Gels stained with S)'Pw Orange. Only the low molecular weight regions are shown. The 

loëation offast and slow TnC isoforms is determined by immunoblot and indicated byarrows. 

B : ~CL dëtection of fnC isofonns (only the region ofTnC is shoYvu). 

I..ahe 0 ! TnCextract ; lane 1 : tibialis anterior ; Iane 2 : slo,", soleus tiber ; lane 3 : hybrid slow 

(HS) Soleus fiber ; lane 4 : hybrid fast (HF) soleus tiber ; lane 5 : rat heart. 
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* : significant diff-erence between HU and control conditions. 
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Slow fibers Hybrid slow fibers Hybrid fast fibe:-s 

Cont (n=15)IHU (n=11) Cont (n=3)1HU (n=4) Cont (n= 1 O)/HU (n= 12) 

pCa thr. 6.64±O.03 1 6.53±O.O3* 6.73±O.Oï /6.28±O.O2* 6.l1±O.02 1 6.08±O.O2 

~ 
pCaso 5.87:i:D.Ol/5.84±O.02* 5.88±O.Ol/ 5.73±O.06 5.67±O.Ol/5.65±O.Ol 

= Q !lI 1.81±O.O9/2.50±0.14* 1.66±O.O8/2~94±O.24* 3.94±O.19/4,41±O.23 
Z 

n2 2.88±O.19/3.08±O.l5 2.68±O.11/3.46±O.41 5.09±O.18/4.89±OJ9 

pCathr. 7.l3±O.05t /7.09±O.03t 7.08±O.08t /6.9±O.lt 624±O.02§ / 6.28±O.03t 

Q pCaso 
c.. 

6.09±O.02t /6.05±O.03t 6.12±O.02t 16.05±O.04t 5.81±0.Ol§ /5.78±O.Olt 

~ 

~ 'n 1 1.23±O.05t / 1.40±0~05t 134±O.08t /1.35±O.12t 3.89±0.19/3.80±O.19 
~ 

n2 1.93±O.14t /1.91±O.l1t 1.83±O.09t 12.04±O.3t 4.73±O.24/4.53±O.20 

TABLE 1: Caldwn activation cbar:acterutia of the soleus muscle fibers 

J)~ numœr 9f fibers ; pCa thr, threshold for ea2+ actîvation ; pCaso, pCa al which tension is 

balf ma.ximal ; nI and Dl, Hill coeffic!!dlt for PIPo> 50 % and PlPo < 50 %, respectively. 

* indicates significant difference between control and hindlimb unloading (HU. symbols 

reported in HU COhllIUlS) for slow or fast fibers. t indicates significant difference between No 

BPD.and Vrth BPD conditions (symbols reported ~ ({ With BPD )} values). 
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:slow and hybridslow fi'bers was dependênt on the calcium concentration, the larger effect of 

the dJ:ug being obtained at lower Cal
+ levels. Indee~ the Â1O-9O parameter was equal to 

Q36± 0.04 for Sand 0.31 ± 0.01 for HSfibers (Table 2). 

Compared to the pCaIT relationships of S fibe~ the HF ones exhibited a higher pCa 

tbreshold (lower pCa values), higher slopes (Hill coefficients ni and vû, and their pcarr 

l'elationship was shifted toward high~ Ca?';' concentrations by 0.2 pCa units at half maximal 

activation. The shift mduced by BPD was quite independent of the ea2
+ concentration in these 

hybnd fastfibers. Thus, the pCaff curves in the absence and in the pr;.;gence of BPD were 

quite paraIlel,as reveaIed by sunilar Hill coefficients (Table 1) and 610-90 (Table 2), the shift 

h:ing less import1tlt when compared to the slow or hybrid slow fibers (0.14 ± 0.01 pCa units 

in the lineu part of the curve vs_ 0.24 ± 0.02 fol' the slow fibers). Moreover, BPD reactivity 

iq)peared similar to that seen .in fast fibers from tibialis anterior (expressing only TnCf), 

representedinFig.4D . 

. HU fi;ers - Slow, hybrid slow and hy" . 1 fast HU fibers were found to develop lower 

normalized tensions than their respective controIs, the averaged diameter being significartly 

decreased aller the HU period. No change in maximal tensiun appeared in the presence of 

BPI) (data not shown). The pCaIT relationships are reported in Fig. 4 (open symbols). No 

diffcrences appeared between bybrid fast fibers in control and HU conditions, neither in the 

ab$ence DPI in the ~œ ofBPD (Fig. 4C and Table 2)_ The pCafT relationship of slow HU 

~bers was ditferent fromtbe pCaff of control fibers : the pCa thresbold and pCaso values 

were lowered and n] (Hill coefficient conesponding to PIPa> 50 %) was largely increased. In 

'the presence of BPD, the pCa'T relationship merged with that obtained in control conditions 

for slow fibers (Fig. 4A). ea2+ actiVatiOll characteristics of hybrid slow muscle fibers were 

modified toward a faster phenotype after HU : pCa threshold c:md pCaso values were lowered, 

while the Hill coefficients were increased. Thus, the pCafT curve onIS fibers after HU could 
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(C)~ and fast tibialis muscle fibers (D), in control (fiJled symboIs) and in HU conditions 

(empty sJIIlools). Symbols are: _ pCa, • pCa + BPD for the control fibers, 0 A 0 pCa + 

BPD fur the HU fibers. 
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Slow libers Hybrid slow fibers Hybrid fast libers 

Cont ! HU Cont / HU Cont ! HU 

~. O.25±O.02 /0.20±O.02 0.29±O.02 / O.29±O.09 1.14±O.03/ l.08±O.04 

~1O-90 0.36±O.04 /0.46±O.04 0.37±O.Ol /O.56±O.08 O.04±0.OI /O.06±O.Ol 

TABLE 2 : Delta (~) values of the soleus muscle fibers 

~'. pCaso-pSrso; ~10-90, ~lo-~90, ~ being the shift of the pCaIT curve induced by bepridil 

(eÀ-pressed in pCa UIlÎts) at 10 and 90 % normaliseci tensions. 
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be considered as intennediate between the curves of S and HF soleus fibers. It is noteworthy 

that the pCaIT curve established in the presence of BPD was not significantly different from 

the control HS curve, and thus not different from the control S fibers. 

DISCUSSION 

This study reported, for the fust time, the distribution of TnC isoforms in soleus 

muscles at the single fiber level, in control and HU conditions, and showed that HU induced 

changes in the TnC expression. A major point raised by our data is the limited transitions in 

the TnC expression in soleus fibers, which acquired typical fast Ca2
'" activation properties. 

Tne expression 

ln homogenized slow postural soleus muscles, TnCr is expressed in low amoWlt 

(Fig. 1). To detine the distribution of TnCf among fibers, we achieved a detailed study at the 

single muscle fiber level. We showed tha! TnC slow was either expressed alone (slow fibers) 

or coexpressed with TnCf in hybrid fibers (hybrid slo\\ Jr hybrid fast fibers, depending on the 

predominant isoform). 

ln good agreement witb the literature, we reported chauges in the MHC content of the 

atrophied soleus muscle after HU, with an increase in MHC na and the appearance of .MHC 

nd/x and llb. The modifications in MHC expression pattern and averaged weightc; after HU 

~ttested that the phenotypic traruJonnations had occurred. Moreover, we showed 

modifications in the TnC expression, :he TnC fast signal being almost two fold higher after 

HU. This increase in fast isoform expression of TnC might be attributed either to a slow to 

fast SWÎtch ofInC expression leading to an expression of TnCf aione in transformed fibers, or 

to an increase in the number of hybrid fibers, or hoth. The study at the single fiber level 

showed an increase in the proportions of hybrid fa<;t fibers: 45 % of the l:oleus fibers 

cœxpressed TnCf with TnCs. It has previously been reported that soleus fibers never 
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expressed only fast MHC (25) : in the same way, we never found TnCr expressed alone in 

soleps fibers. Consequently, the low quantity of TnCf shown in homogenized control muscles 

must come exc1usively from the hybrid fibers. In contrast, pure fast fibers (:! %, based on the 

MHC content) have been observed after a 14-day HU period (4). Similarly, after HU. an 

expression of TnT fast isoform alone was found in soleus musde (5). Therefore. our data 

suggested that the TnC transitions were more moderated or appeared with .,lower kinetics than 

those ofother contractile proteins such as MHC and TnT. 

FunCtiOll . ?ehavior orTne in both experimental conditions 

Similar relativ\ '=a2+ and S~+ affinities and similar sensitivity to BPD were found for S 

and HS fibers. This indica:.!cl that in HS fibers, the presence of TnCf at a lower level than 

TnCs did not influence the ci" activation characteristics. They were identical to those found 

in pure slow tibers (with TnCs alone), a result which suggested that functional properties 

related to TnC are dependent on the TnC isoform predominantly expressed. 

After HU, both diameter and normalized Po were decreased in slow and fast fibers, as 

previously dcscribed, and illustrated the altered protein turnover in unweighted muscles that 

led to protein loss (28, for review) and that occmred preferentially in muscles involved in 

weight bearing (8, 9, 27). Our data showed that the pCarl' ~elationships of slow fibers were 

modified : the sensitivity (pCa threshold) and the affinity (PCaso) were lowered, while the 

cooperativity (Hill coefficients) was increased. Activation properties (TnC behavior) of these 

fibers were found to he identical to thase obtained in control conditions (HU pCa'T + BPD 

and control pCa!T ~ BPD curves merged) ; it is therefore unlikely that TnC could account for 

the changes in Ca:!· activation chmcteristics shown in the absence "fBPD. Since neither TnC 

t'''Pression, nor TnC behavior were altered, other regulatory prote in., may be involved in these 

functional changes, troponin T for instance (5, 10,22). 
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For the hybrid fast fibers, which are mainly transfonned fibel's (16 % in control vs. 45 % 

in HU conditions), the Ca2
+ activation properties became identical to those of control fast 

fibers, since the pcarr relationships, the Sr~ and BPD sensitivities of control and HU fast 

fibers were not different. Therefore, we gave evidence that the effects of HU consisted of a 

transition from a slow type (TnCs only and pCa/1 relationship typical of control slow fibers) 

to a fast type (TrlCf coexpressed in a predominant proportion ",;th InCs and pCa T 

relationship typical of control fast fibers). 

To conclude, we showed a modification in TnC expression in HU muscles. The 

presence of InCf was always associated with a coexpression of InC slow in both control and 

HU fibers, but the proportions ofhybrid fast fibers increased after HU. These fibers displayed 

fimctional properties similar to control fast fibers. The remaining slow tibers, on the contrary, 

presented modifications that could not be attributed to Tne. Thus, further studies will be 

necessary to determine the implication of other regulatory proteins in the functional changes 

that occurred aftcr HU. 
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L'évolution de r expression et du fonctionnement de la T ne a pu être caractérisée sur 

le muscle extenseur soleus de rat en condition d'H-H (mlcrogravité simulée). Nous lvons eu 

r opportunité de participer à un vol spatial (BION Il) au début de nos expériences utilisant le 

bépridil. Le volet qui suit permet dOllC de comparer les effets respectifs de la microgravité 

réeHe et de la microgravité simulée. L'étude est effectuée sur un muscle de l'avant bras du 

singe. le triceps. e>.:tenseur au même titre que le soleus dans le membre postérieur. En effet. le 

typage de ces deux muscles est très proche. Le triceps de singe dans sa partie profonde le long 

de l'humérus (où ont été prélevées nos biopsies) comprend 88 % de fibres de type 1,2 % de lIa 

et 10 % de fibres hybrides (Desplanches et coll., 1998). La composition du soleus de rat que 

nous avons déterminée (81 % l, 12.8 % na et 6.5 % hybrides, Picquet et coll., 2000) est en 

accord avec les résultats de nombreux auteurs. Elle est elle-même très voisine de celle décrite 

pour le soleus de singe (79 % de fibres de type l, 12 % de fibres de type lIa et 9 % de fibres 

hybrides, Fitts, 1998). Il est a souligner que ces muscles, les soleus de singe et de rat et le 

triceps de singe n'expriment que la MHCna comme isoforme rapide sur les animaux 

contrôles. Par ailleurs, ce vol nous a permis de distinguer l'effet propre de la microgravité de 

celui dû à une immobilisation et de discerner le rôle d'autres protéines régulatrices du 

filament fin dans les transformations fonctionnelles. Les résultats de cette étude sont exposés 

dans l'article: "Plasticity of monkey triceps muscle fibers in microgravity conditions". en 

cours de révision pour 1. Appl. Physiol. 
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microgravity conditions 

KlSCHEL P., STEVENS L., MONTEL V., PIC QUET F., AND Y. MOUNIER 

Laboratoire de Plasticité Neuromusculaire. Université des Sciences et Technologies de 

Lille 1. BâTiT1'/1tzt SN4, F - 59655 Villeneuve d'Ascq Cedex 

145 



Monkey triceps adaptation rD microgravity 

ABSTRACT 

We examined the changes in functional properties of triceps brachii skinned fibers from 

monkeys flown aboard BION Il satellite during 14 days and afte.r ground-based arm 

immobilization. The composition in myosin heavy chain (MHC) isoforms allowed the 

identification of pure fibers containing MHCI (slow. S) or MHCIla (fast. F) isofonns. or 

hybrid fibers coexpressing predominantly slow (hybrid slow, HS) or fast (hybrid fast. HF) 

MHC isofonns. After flight, the ratio HS fiberslwhole slow population was higher (28 %) 

than that of the control population (7 %), apd the number of fast fibers was increased (up 10 

86 % in flight versus 12 % in control). Diameters and maximal tensions of slow fibclS were 

decreased after flighl The TensionlpCa curves of slow and fast fibers were modified, with a 

decrease in pCa threshold and an increase in steepness. The proper effect of microgravity was 

distinguishable from that of immobilization, which induced less marked slow-to-fast 

transitions (only 59 % of fast fibers) and altered differently the TensionlpCa relationships. 

Keywords: microgravity, skinned muscle fibers, atrophy. contractile proteins, MHC, 

ea2
+ affmity. 
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INTRODUCTION 

Previous findings on animais exposed to microgravity or simulated non-weight-bearing 

conditions have sho\\'l1 that there is a marked atrophy of sorne hindlimb muscles. For instance, 

studies on rat muscles after different spaceflights demonstrated that microgravity induced 

small effects on flexors, such as Extensor Digitorum Longus and Tibialis Anterior, but a 

spectacuLar atropby of slow-twitch ex'tensors such as the soleus. Our experirnents perfonned 

after those fligbts showed that this atrophy was characterized by a decrease in fiber diameter 

and isometric force and accompanied by slow-to-fast changes in contractile properties (10, 

18) and in myosin isoform composition. These Tp.sults were confirmed by numerous 

studies (1,4, 8). 

Since some biosatellites, it has been shown that primates could afford an excellent 

opportunity to study the effects of microgravity on the neuromuscular system (2). lndeed, 

monkeys appear to be a suitable model for investigating muscle contractile and biochemical 

properties, as well as other activities, such as work capacity and EMG recording. Previous 

studies, particularly histo~hemica1 ones, have sbown that extensor and flexor muscles from 

monkey upper limbs participated in different funetions (15). For instance, extensors have a 

relatively greater potential for force prodllction and force maintenance than flexors. 

In this study, we examined the effects of microgravity induced by exposure of monkeys 

to 14 day-BIONll spaceflight on the triceps brachii muscle (caput medialis). Triceps muscle, 

an upper-limb extensor, is composed of a large proportion of slow fibers in its deepest zone. 

Our objectives were to eharacterize for 'the fust time the contractile properties of the extensor 

triceps muscle. Moreover, this work permitted to analyze on this muscle the effects of 

microgravity, and to compare them i) with data obtained on extensors from other species such 

as rat soleus muscles; and ii) with data obtained on monkey soleus muscle, a hindlimb 

extensor, reported by Fins' group (7, 8) after the same spaceflight Finally, this spaceflight 
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otTered the opportunity to distinguish sorne specifie effects of microgravity from those which 

resulted of confinement or immobiIization conditions generally associated with space 

environment. 

We demonstrated that functional modifications occurred after this spaceflight. They 

consisted of an atrophie process more marked on slow-type fibers, a decrease in force 

associated to a decrease in Ca2+ affinity of the contractile system, and slow-to-fast changes in 

myosin-based fiber typing. These effects \Vere distinguishable from those due to arm 

immobilization, sin ce in the latter case no atrophy and no change in l1e steepness of the 

Tension/pea relationships \Vere observed. Therefore, the implication of the different 

regulatory contractile pro teins was discussed. 

METHODS 

AnimaIs. The experiments reported here were perfonned on Rhesus monkeys (Macaca 

mulatta) weighing from 3.7 to 4.8 kg at the time they were selected (about 5 months before 

the flight). They were divided into four groups. The first group (CONT group) included Il 

monkeys on which biopsies were taken 5 months before launch. Based on results after the 

preliminary tests required by the different investigators, two monkeys (357 and 484) were 

selected to he flown aboard the BION Il satellite during 14 days (second group, designed as 

FLIGHT). One day immediately after landing, a second biopsy was taken. The third group 

consisted in cage growth-control (GRO\VTH) monkeys from the initial control pool. speciaIly 

devoted to discriminate the eventual proper effects of growth, 5 months separating the control 

and the flight biopsies. Four animaIs were selected and kept in cages: two were biopsied at 

the time of launch (470 and 513) and two others, two days after landing (474 and 503). The 

fourth group included arm-immobilized (IMMO) animais (n = 3). They were used as ground

based simulation contraIs (447-501-534) and were placed in a mock-up flight capsule 
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simulating flight conditions i.e. temperature, sound etc. These animals were not only 

submitted to restraint conditions in the seats but had the upper part of tlleir right arrn 

maintained close to the body. The aim of this artn-immobilization was to oblige the monkeys 

to work with their left arm during the flight in order to perform different tests necessary for 

EMG recordings. Therefore, their right arm was subroitted to both microgravity and reduced 

activity. 

Biopsies. Muscle biopsies (- 20-30 mg) were surgically taken on triceps brachii (caput 

medialis) from the upper limb of the different monkeys. AlI the biopsies were taken in the 

deepest portion of the midbelly zone of the triceps. In normal conditions, the deep triceps 

contained a majority of slow fibers. Another investigator, D. Desplanches (3), using A TPase 

staining, measured on the same biopsies the proportion of type 1 fibers on the CONT monkeys 

(n = Il) with a mean value of 88.33 ± 3.45 % and percentages of lIa and IIb·fibers equal to 

9.95 ± 3.15 and 1.7 ± 0.57 %. respectively. For the two flight monkeys 357 and 484, the 

proportions of type l, na and lIb fibers were respectively. 82.4, 14.8, 2.8 and 88.0, 10.0 and 

2.0. 

Experimental procedures and solutions. The biopsies were chemically skinned by 

exposure to a "skinning solution" (22). The skinned biopsies were stored at -20°C in a 50 % 

glycerol - 50 % skinning solution. Experimental procedures and solutions have been 

described in detail in previous studies (12, 17). Briefly, a single skinned fiber was isolated 

from a biopsy and transferred to the experimental chamber. A segment, about 1.5 mm long, 

was mounted between a small flXed forceps and a force transducer (Fort 10, WPI, Aston, 

UK). AlI the experiments were performed at 19 ± 1°C. Using the diffraction of a He-Ne laser 

beam, the sarcomere length (SL) was adjusted to 2.90 JlI11 and controlled during the 

experimentr;. At this SL, the optimal isometric force could he elicited. The diameter of each 

fiber \Vas measured using a binocu1ar micrometer (x 80). The skinned fiber was activated with 
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various concentrations of Ca2+, buffered \Vith ethylene glycol-bis (p-aminoethyl ether) N, N, 

N', N' - tetraacetic acid (EGTA) and expressed as pCa values (pCa = - log [Ca2+]). The 

composition of the solutions was calculated by the computer program of Fabiato (5). After 

exposure to each pCa, a maximal tension (Po) was elicited using a fully activating calcium 

concentration (pCa 42). This aIlowed the calculation of the relative isometric force (PlPo). 

Then. a relaxing solution (R) was applied and the fiber was washed to eliminate the EGT A 

traces from the R solution before starting a new tension activation. The relations ben.veen the 

relative isometric forces (plPo) and the different pCa were given by the TensionlpCa (T/pCa) 

curves. After a succession of Ca2
+ activations, a new rangt of tensions was obtained using 

another divaIent cation, S~+, and T/pSr curves were established as for T/pCa This protocol 

was performed in order to identify the fiber type (see below). From the T/pCa and T/pSr 

relationships, severa! characteristics could he derived, including the pCaso and pSrso (calcium 

or strontium concentrations that induce 50 % of maximum Ca2+ hild Sr+ tension responses, 

respectively). These characteristics descnl>ed the affinity of the contrar.tiJe system for Ca2+ 

and sè+. Other parameters derived from the T/pCa curves were used: the threshold for 

activation by Ca2+ (pCélthr) and the steepness of the curves, indicated by the Hill coefficient 

(nH). The protocol for data fitting to the Hill equation has been previously described (10). 

Fiber type identification. As described in our previous studies (18, 20), fiber type was 

determined according to the difference of ci+ and Sr2+ activation characteristics between fast 

and slow skeletal muscle fibers. Indeed, it is generally assumed that fast skeletaI muscle fibers 

are less sensitive to S~+ than slow fibers (6, Il, 19). Th, difference pCaso-pSrso ~ or 

AI criterion) is used to reflect the relative affinity of a tiber to Ca2+ and Sr+. Thus, in our 

experiments, a fiber showing a A' ranging from 0.1 to 0.3 was identitied as slow type. On the 

contrary, a fast-type fiher could he characterized by a A' close to 1. Moreover, the pCamn 
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pCaso and nH parameters also permitted to identify the fiber type. ln slow fibers, pCathr and 

pCaso values were higher (lower Ca concentrations) and nH was lower than in fast fibers. 

After physiologicaJ measurements (T/pCa, T/pSr), the composition in myosin heavy 

chain (MHC) of the fibers from the biopsies of the different monkeys was determined on a 

7.5 % polyacrylamide slab gel (21). After the gel run, the gel slabs were silver stained. This 

protocol permitted to identify four MHC isoforms in rat muscles: the slow MHC 1 and the 

three fast MHC IIa, IId/x, lIb. The electrophoresis was used here only to determine the fiber 

type, i.e. the proportions of pure and hybrid slow and fast fibers. 

Stalistica/ analysis. The data are presented as means ± SE. The results were analyzed 

statistically using a one-way analysis of variance (ANOV A) followed by a Bonferroni test, to 

estimate differences among means. The acceptable level of significance was set at P < 0.05. 

RESULTS 

Since we did not have previous data relative to the characteristics of monkey triceps 

fibers, we chose to constitute large size samples of bath slow and fast fibers and therefore to 

search fast fibers although they were rarely present (about 12 %, see Table 1 and 

Experimental Procedures section) in the deep part of the triceps from CONT monkeys. 

Therefore, the pools of slow and fast fibers were similar (52 and 48 fibers, respectively) and 

in arder to give a correct typing of the triceps muscle, we reported in table 1 the data from 

Desplanches (3) obtained on the same triceps biopsies. For the IMMO and FLIGHT groups, 

the tibers were taken randomly within the different biopsies. 

Fiber type identification: data on control monkeys. A total of 117 tibers was examined 

(at least 10 fibers were isolated from each of the Il CONT monkeys). 

Fibers were functionally cIassified as slow or fast according to the 8' criterion. Their 

electrophoretical analysis revealed 4 groups defmed according to their composition in slow 
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Table 1. Fiber type proportions of control, arm immobilized, and J7ight monkeys 

CONT IMMO (447-534-501) FLIGHT 

Il monkeys PRE POST PRE POST 

357 + 484 357 484 

A HSIWSP 7.1 7.6 33 6.6 24.8 28.2 

(n = 56) (n = 17) (n = 15) (n = 14) (n =4) (n = 7) 

HF/WFP 21.3 19 31.8 25 23.1 19.9 

(n = 61) (n = 21) (n = 22) (n = 10) (n = 26) (n = 15) 

- B S 27 10 22.9 
88.3 

HS 13.5 3.3 9 

HF 18.9 20 13.6 
11.6 

F 40.5 66.6 54.5 

Fiber type proportions (expressed in %) of slow (S), hybrid slow (HS), hybrid fast (HF), fast 

(F) in the pool of Il control monkeys (CONT) and individuaiized in groups of animais before 

(PRE) and after (pOST) arm-immobilizarion (IMMO) or FUGHT conditions. A: proportion 

of HS or HF fibers, respectively \\ithin the whole slow population (WSP) or the whole fast 

population (WFP) identified by SDScPAGE and Sr++- test (n: number of fibers). B: 

repartition of the different fiber types. Data for control monkeys (reported in italic) were from 

D. Desplanches (3), using ATPase staining 
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and fast MHC (Fig. 1). Slow (S) and fast (F) fibers expressed only the slow MHC 1 and fast 

MHC lIa isofonns, respectively. The t\vo other groups were identified as composed of hybrid 

fibers whîch coexpressed the MHC 1 and MHC Ua isoforms ; they were called HS (Hybrid 

Slow) and HF (Hybrid Fast) according to the predominant isoform, slow or fast, respectively. 

On these control monkeys (Table 1, part A), the proportion ofhybrid slow (HS) fibers \vithin 

the whole slow population WSP (HS + S fiber types) was low and equal to - 7 %. On sorne 

biopsies we did not find any HS fibers. The ratio bet\veen the number of hybrid fast (HF) 

fibers and the whole fast population WFP (HF + F fiber types) was - 21 %, these fibers being 

present in all biopsies. 

We obtained similar Il' criterion values for tL ~ different control monkeys, confirrned by 

the data of fiber typing established by Desplanches (see Methods). Therefore, for each fiber 

type (S, HS. HF, F), we pooled together the functional data that we obtained on all the 

difIerent Il CONT monkeys. 

Functional properties of control monkey triceps fibers. The results are summarized in 

Table 2. No significant differences appeared between S, HF and F fiber populations for the 

diameter values. The HS fibers presented the lowest mean diameter, although significantly 

difIerent only with that of F fibers. AlI populations of fibers exhibited similar absolute 

maximal tension Po. However, when eÀ-pressed per cross-sectional area, Po of F group 

appeared Iower than that of S group. Significant differences appeared in the Ca2
+ activation 

properties between slow and fast types (Table 2). The Ca2
+ activation threshold (pCathr) was 

clearly lower for F and HF groups than for S and HS ones. The pCaso values appeared 

significantly lower for F and HF fibers when compared to S fibers. Thus, the T/pCa 

relationships of F and HF groups were shifted towards higher Ca2
+ concentrations (Fig. 2 C, 

D) compared to the positions of the T/pCa curves of S and HS groups (Fig. 2 A, B). 

Moreover, the steepness of F and HF curves were higher than those of S and HS ones, as 
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s HS HF F 

· _a li -MHcn 
, ." 

.. - 1 MHCI- _ .. • 

Fig. 1 : Representative profiles for S, HS, HF and F fibers as determined by electrophoretic 
analysis ofmyosin heavy chains (MHC) - SDS-PAGE (ï.5 %) slab gel electrophoresis. 
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Table 2. Contractile parameters of the control triceps muscle fibers 

Parameters 3 (n = 52) HS (n =4) HF(n=13) F (n = 48) 

fJ.t 0.22 ±0.02 0.18 ± 0.05 0.95±0.1O 1.08 ± 0.03 

Diameter (J.1Ill) 60.0± 1.6 50.5 ± 3.I t 61.4 ± 3.6 66.6 ± 1.9tt 

Po (pN) 374±20 240 ± 27t 292 ± 31 313 ± 19 

PD (kN/m2
) 126.5 ±9.7 122.2 ± 13.7 101.2± 10.9 92.6 ± 5.7* 

pCaw 6.72 ± 0.02 6.76 ± 0.13 6.32 ± 0.05~ 6.35 ± 0.02* 

pCaso 5.90 ± 0.02 5.86 ± 0.13 5.71 ± 0.03* 5.78 ± 0.01* 

nH 1.85 ±0.08 1.66 ± 0.15 2.54 ± 0.09* 2.29 ± 0.08 

The four different triceps fiber types (slow S, fast F, hybrid slow HS and hybrid fast HF) are 

from the Il control monkeys. Values are means ± SE. n, number of fibers ; fJ.', pCa5-0-pSrSo; 

Po, maximal tension; pCêlthr, threshold for Ca ++ activation; pCaso, pCa at which tension is 

half maximal; nH, Hill coefficient * ; significantly different from S and HS fiber types. t: F 

significantly different from HS fiber types. 
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S (n=52) c 

7.4 7.0 6.6 62 5.8 5.4 5.0 4.6 4.2 

pCa 

HS (n=4) D 

7.4 7.0 6.6 62 5.8 5.4 5.0 4.6 42 

pCa 

S+HS F 

1.4 7.0 6.6 6.2 5.8 5.4 5.0 4.6 4.2 

pCa 

F (n=48) 

7.4 7.0 6.6 6.2 5.8 5.4 5.0 4.6 4.2 

pCa 

HF (n=13) 

7.4 7.0 6.6 62 5.8 5.4 5.0 4.6 4.2 

pCa 

F+HF 
100 
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o+-~-.~~~~~~~ 
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Fig.2: Plots of TensionlpCa (T1pCa) curves of th\; different fiber types from monkey triceps 
muscles. ~ B, C, D correspond to S, HS, F, HF fiber types, respectively, from the Il control 
_Jeys. E and F correspond ta T/pCa curves obtained after pooling [S + HS] and [F + HF] 
data, respectively. Measurements from ail the CONT monkeys pooled together (e) or from 
separated groups used as controis before GRO\VfH (o), fMMD (À) and FLIGHT 
eJ\.-periments {ll ~ The curves are drawn according to the Hill equation. Each experimental dara 
point represents mean ± SE. !l : number of fibers. 
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attested by significantly Iarger values of HîIl coefficient OH- It should be noticed that aU Ca
2
+ 

~ctivation parameters (pCathr. pCaso, na) exhibited very close values \vithin a whole 

population defined by the S~+ test (WSP or WFP). Thus, we did not observe any difference 

between the data obtained for the S and HS fibers or for the F and HF fibers. Since this result 

remained true w'latever the experimental grour :3ROWTH, IMMO or FLIGHT), we 

gathered the data of functional characteristics for S and HS fibers in a single group. and for F 

and HF fibers in another single group {Fig. 2 E and F, respectively). It appeared clearly that 

sunHar T/pCa relationsbips were obtained for [S + HS] or [F + HF] fibers from all the control 

monkeys pooled together (n = Il) or from individualized groups used as controls of 

GROWTH (n = 4), !MMO (n = 3) and FLIGHT (n = 2) experiments. The individualized 

groups. were chosen to constitute the controis (or PRE data) of the different experimental 

groups. Therefore, PRE and POST data were obtained on same animaIs, 5 months separating 

the two biopsies. The pDssible growth effect is stated below. 

Growth effect analysis. For the animais of the GROWfH group, no differences of 

diameter and maximal tension Po (kN.m-2) values were observed in the 5 month-delay 

between the period of animal selection and the flight. This result was evidenced as well on the 

slow fibers (n=23 for pre- and post-gro\vth) as for the fast fibers (n=21 for pre- and post

growth) (Fig. 3A and D). T/pCa relationsbips obtained for WSP and WFP reaJjzed 5 months 

before launch were reported in Fig. 2E and F. T/pCa curves established on the biopsies at the 

period: of landing were not different from the latter (data not illustrated). Thus. all the 

parameters studied indicated that no growth effect was observed between the moment of 

selection of the monkeys and that of the flight 

Effects of arm immobilization. Data were collected from three monkeys (447-501-534) 

whose right arms \Vere submitted to immobilization. On these 3 monkeys, the HSf\VSP and 

HFIWFP ratio, established on 35 fibers, before arm immobilization were respectively equal to 

157 



-~ 
~ --

Monkey triceps adaptation ta microgravity 

100 A 

80 

60 

40 

20 

o 

180 D 

140 

100 

:B 

T 

c:=::::::J PRE 
-POST 

:C 

i 
.' . 
• : T T 

0...0 60 

20 

WSP WFP WSP WFP WSP WFP 

Fig. 3 : Fiber diameters and maximal tensions Po (kN/m2
) of the \\hole slow population 

(WSP, including S + HS fibers) and th~ \\-'hole fast iX>pulation (WFP, including F + HF 
fibers)" in pre and post growth control experiments (A and D), in pre and post-atm 
immobilization (B and E) and pre and post-t1!ght conditions (C and B). * indicates a 
significant difference between pre and post data 
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7.6 and 19 %, values close to those reported above for the 11 CONT monkeys. After 

immobilization, the percentage of hybrid fibers increased (Table 1. part A). lndeed. the 

HSIWSP ratio reached 33 % and the HFIWFP one was equal to - 32 %. Moreover, the 

proportion of the four fiber types established from the 37 studicd fibers taken randomly in the 

three biopsies of the IMMO monkeys, showed an increase in the HF and F fiber proportions 

when compared with data reported by Desplanches (3)~ given in italic in Table 1. 

After immobilization, no significant differences appeared for the fiber diameter and the 

maximal force, whatever the fiber type (Fig. 3 B and E). On the contrary, changes were found 

in ea2+ activation parameters : pCaau- and pCaso were decreased for the slow and fast fibers 

(Table 3). Therefore, fuI; ~/pCa relationships were shifted towards higher Ca concentrations 

(Fig. 4). The nH values wete very close before and after immobilization and as a conseque:lce, 

the T/pCa curves of the tWQ fiber types were paralleL 

Effects of flight conditions. After flight, a frrst resuIt is the increased proportion of HS 

fibers (25 and 28 % HS/WSP for the monkeys 357 and 484, respectively; Table '" part A), 

when comparel-l ta the 6.6 % obtained in these animais before flight. A second effect of 

v.--eightlessness is the decrease in the proportion of S and HS fibers relative to the whole 

content in fibers, at the expense of a large increase in fast fibers, especially in pure F fibers. 

Bath monkeys exhibit~d the same shift from a slow toward a fast typing. 

After flight, diameter and maximal forces of slow fibers were significantly decreased 

whiIe no change appeared for the fast ones (Fig. 3 C and F). On both fiber types, the main 

change ll~ ea2
+ activation parameters concerned the PÛlthr and the slopes of the Tlpea 

relationsbips (Table 3). The values cfpCaw were decreased arter flight, the effect being larger 

for the slow fibers. The Hill coefficient DH was significantly increased for slow and fast fibers 

(Table 3 and Fig. 4). 
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Table 3. Contractile parame/ers of the pre and post - arm-immobilized and -flight 

triceps muscle jibers 

IMMO FLIGHT 

Parameters PRE POST PRE POST 

A' 

WSP 0.21 ± 0.03 (17) 0.23 ± 0.06 fIS) 0.22 ± 0.02 (14) 0.18 ± 0.06 (11) 

\VFP 1.06 ± 0.03 (21) LOI ± 0.04 (22) 1.07 ± 0.06 (10) 1.15 ± 0.01 (41) 

pCatnr 

WSP 6.72 ±0.04 6.53 ±O.ot 6.79 ± 0.02 6.50 ± 0.03t 

WFP 637±0.02 6.22 ±0.02t 6.40 ± 0.05 6.30 ± 0.03 

pCaso 

WSP 5.90 ± 0.04 5.73 ± 0.06t 5.93 ± 0.04 5.84 ± 0.04 

\VFP 5.74±0.02 5~65 ±O.03t 5.76 ± 0 . .05 5.77 ± 0.02 

na 

WSP 2.17±0.14 213±OJI 1.99 ± 0.09 2.87 ±0.18 t 

WFP 2.79 ±O.15 2.74± 0.12 2.60 ± 0.12 3.52 ± 0.12 t 

WSP, whole slow population, including slow and hybrid slow fibers; WFP, whole fast 

population including fast and hybrid fast fibers. Values are means :l: SE. The number of fibers 

Is mentionned in brackets. Il'' pCaso-pSrso; ~. threshold for Ca-activation; pCaso, pCa 

at which tension is half maximal; DH, Hm coefficient t : significant differences between PT'! 

and post data fOI ~h experimental condition-
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Fig.4: Tensiont'pCa relation..~ps in control conditions (dotted curve), after ann~ 

immobilization (-) and sp~f1ight (0) conditions. A : dam from [8 + HSJ fibers ; B : data 
from[F + HF] fibers. The dotted curves in A and B correspond to the curves presented in 
F~J. 2E and F, respectively. t inmcates a significant difference between pre and post data. 
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Monlœy triceps adJJptatiol1 to microgravity 

DISOUSSION 

This paper reports, for the first time, data on contractile properties ill control and 

weightlessness conditions of the triceps brachii, a monkey fare1imb muscle. It provides aIso 

evidences that in a situation such as spaceflight that associated immobilization and 

tnicrogravity, both conditions inducing a slow ta fast shift in the triceps contractile properties, 

~e ptoper effect of weightlessness tan oe identi:fied. 

Muscle fiber rypes in monkey frit;eps. According to dectrophoretic analysis, tour fiber 

~ were found in the triceps muscle: pure slow and fast fibers, and hybrid fibers which 

coa.x.p~ed slow and fast myosin isofoIIIlS. ln contro! monkeys. few hybrid slow (HS) fibers 

(7 %) were found withln the whole slow potIDllation, while the pro :lttion of hybrid fast (HF) 

fibers (21 %) \\1thin the whole fast population was muTe important. 

After immobilization, the WSP population inc1uding S and HS fibers attained 40 %. 

When compared to the proportion: .- type 1 fibers (Mean value: 88 %) established for the 

control animais by ATPase staining, immobilizatiGn induced a slow ta fast shift of the triceps 

phenotype. Moreover~ the propo.rtion ofhybrid slow fibers within the WSP poptùation c1early 

increased by a factor of 4.5 after immobilization. After flight, the WSP population appeared 

a1so cl~·rly lower than the control one, the slow-t.,..fast transition being more marked for 

Illonkey 357, and the HS fiber proportion increased by a factor - 3.5. Consequent!y, the whole 

fast population \Vas enhanced as wclI after immo: 'Hization (59 %) as after flight (86 aad 67 % 

in monkeys 357 and 484, respectively). Therefore, the slow to fast transitions of the triceps 

muscle \Vere more extended after microgravity than those resulting from the arm 

1mmobilizatian. According to Table 1 (part B). the proper effect of microgravity seems to he 

the teinfor.œment of the pure fast filler content Obviously, this distinction snppased that the 

ami immobilization effect was similar at 1 or 0 g. a faI~tor which cannor he verified. It should 

he underlined tbat th.e p-'sitian of immobilization in these experiments corresponded to a 
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neutIal position which tas been alread} described to produce ID(')TC. moderate c~langes than 

tbose induced by shortening (16) as it happened for antigravity extensor muscles iu real or 

s!'D.ulated microgravity conditions (14):. FONmately, this permitted to distinguish fue 

additional effect of microgravity, 

Atrophy. In glOund·based animais. the arm immobili;;ation did not induce any atrophy 

(fiber diameter and maximal tensions) on slow and fast fibers when compared with control 

anirlals. This cau he also related to the neutral position of the immobilized triceps. In the 

opposite, mer weightIessness. fibers of the \VSP exhibited decrrases in diameter and 

tensions. ThtJ.~fQre~ the force decrease after microgravity was not simply due ta fiberatrophy 

ie. to the 10ss in total rontent of myofibriUar proteins. It cou1d aIso he attributed ll) a decrease 

in force per cross-bridge or to changes in the myofilament lattice sinee myofi~rillar volume 

peI contractile unit is maintained or onIy sü.ghtly decreased after spaceflight (3). fast fibers 

did not appear affected by spaceflight conditions. SimUar results relating differential atrophy 

of 510\\' and fast fibers during this spaceflight were obtained in ~tlonkey soleus muscle (7). 

Cd"'+ llctivation properties. On control monkey triceps. differences in the Ca activation 

properties bet.\veen slow and fast fibers appeared, as classically descnDed especially in rat 

muscle (12). l'bus, the pCa threshold and pCaso values were Iower, and the :.tH parameter was 

higher for fast !han for slow fibers. ~t shcmJ.~ he noticed that HS and HF fibers exhib~ted 

sintilar ea2
+ activation propertîes than Sand F fibers, respectively. This suggested that the 

ea'1:r funcûonal properties were dicted by a predominant type of ÎSoform (slow or fast) a'ld 

that the hybrid fibers might mlXiulate ofl1.er functional properties. Fa! blc;tance~ thl;!y mi.ght 

contIibute to the continuum in the maximal ~ '. ~ning \'eJ.QCity changes observed in ra! soleus 

fibers(20). 

After immobllizatioIl, a decrease in the ea1:+ affi.nity of the contractile system. appeared 

sincepCa tbreshold and pea5Q were significantly reduced in slow as well as in fast fibers. 
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However. in both fiber types the nH \~ues remained unchanged. Therefore. the Tension.'pCa 

relationship after immobilization were shifted t0ward higher Ca2
• concentrations. remaining 

parallel to the control curves. 

After flight. the slow triceps fibcrs appeared more affected b: weightlessness. Indeed. 

the pCamr value was significantly decreased by 0.29 pCa unit \\'hile the slighter decrease for 

fast fibers (0.10 rCa unit) was not significant when compared with control values. The 

spectacular effect of microgravity consisted in a Ia.;·ge increase in the steepness of the 

TensionlpCa curves (higher nH values) as weil for the slow as for the fast fibers. when 

cJmpared \vith the curves from control or immobilized animaIs. This large straightening of 

the flight fiber curves rnight contribute to mask the amplitude of tre decrease in Ca affinity 

(lower pCaso) which can be nevertheless dete-:ted for slow fibers. Therefore, since it has been 

already weIl d~monstrated that the pCa50 parameter can be related to troponin C 

properties (9). our data indicated tha! other regulatory proteins such as troponin T or 

tropomyosin implied in the cooperativity pro cess along the thin filament ( ! 3) were aise 

implied in the adaptation of the contractile system to the absence of gravit)' during the BIL 

11 flight. 

T 0 conclude, despite complex factors due lO the association of microgra\'ity \"ith 

inevitable other envIronmental conditions, the changes in mllScular propenies specifically due 

to weightlessness can he discriminated and suggested that man)' proteins of the contractile 

system participated in the muscle functional adaptation. 
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Les caractéristiques d'activation calcique des fibres de triceps de singe après le vol 

BION Il ont aussi été déterminées en présence de notre outil phannacologique, le bépridil. 

Les données n'ont pp -' été intégrées dans le papier "Plasticity of moukey triceps muscle fibers 

in microgravity conàitions", mais l'analyse des relations Tension J pCa en presence de 

bépridil montre : 

qu'il n'y a pas de modifications du foactionnement de la TnC sur les fibres demeurées 

fonctionnellement lentes (L + HL) 

que la TnC se comporte de façon typiquement rapide dans les fibres restées ou devenues 

fonctionnellement rapides (R + J'IR). 

Ces résultats confirment donc ceux obtenus par la microgravité simulée sur le rat. 
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Ce travail a permis de révéler l:éVOIUtiOn d'une protéine regulatrice de la contraction"la 

troponine C, en condmons d Hypodynrume - Hypokinesle, et ce. aussI bIen du pomt 

de vue de son expression que de son fonctionnement au sein du treillis myofibrillaire. 

L'exposition à la microgravité simulée ou réelle a entraîné des modifications structurales et 

fonctionnelles que nous allons analyser, de manière comparative avec différentes données ..ta 

la littérature. 

1 - L:4TROPHIE MUSCULAIRE 

Une atrophie, caractérisée par la diminution du diamètre, apparaît particulièrement marquée 

sur les fibres des muscles engagés dans le maintien de la posture. Ainsi, on observe chez le rat 

une atrophie des fibres lentes et rapides du soleus, aussi bien après microgravité simulée 

(Templeton et coll., 1984 ; Desplanches et coll., 1 <}87 ; article de ce mémoire "Expression and 

functional behaviour of troponin C in soleus muscle fibres after hindlimb unloading"). 

qu'après microgravité réelle (Miu et coll., 1990; Ohira et coll., 1992). De nombrelLx auteurs 

ont en outre décrit une amplitude d'atrophie plus forte sur les fibres lentes que sur les fibres 

rapides (Thomason & Booth, 1990, pour revue). Cependant, bien que ce résultat soit le plus 

couramment rapporté, Templeton et coll. (1986) observent dans le soleus une ,.1: ninution de 

diamètre de l'ordre de 40 % pour les fibres lentes de type 1 sans changement pour les fibres 

rapides de type Il, après 14 jours de suspension. Sur un muscle rapide te} que le gastrocnemius 

lateralis, l'amplitude de l'atrophie liée à la mir:rogravité réelle se révèle également assez 

variable: Holy & Mounier (1991, Biocosmos 1514 - 5 jours) et mes données personnelles 

(résultats non rapportés dans ce mémoire) sur le modèle d'H-H font état d'une bRÜ se 

significative du diamètre des fibres, al0rs que Stevens et coll. (1993. Biocosmos 2044 - 13 

jours) et Holy & Mounier (1991. BiocOSf.l0S 1667 -7 joUT3) ne décèlent pas de différences 

après microgravité. Par aille'..rs, un muscle antagoniste du soleus et du gastrocnemius comme 
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le tibialis anterior est capable de s'atrophier, avec une diminution du diamètre des fibres de 

J'ordre de 25 % (données personneIJes en microgravité simulée; Stevens et coll.. 1996 en 

microgravité réelle, vol SLS2 - 14 jours). Les muscles rapides, tels que le plantaris ou l'EDL. 

impliqués dans des mouvements phasiques, ne subissent quant à elLX pas de changements 

significatifs (Stevens et coll., 1993 ; Stevens et coll., 1996). 

Chez le singe, les résultats apparaissent quelque peu différents. Après un séjour de deux 

semaines en microgravité réelle (Biocosmos 2044), Bodine-F owler et coll. (1992) n'ont pas 

trouvé de variations dans les "cross sectional area" (csa) des fibres de soleus et de 

gastrocnemius medialis, illle légère atr'"lphie étant détectée seulement pour le tibialis anterior. 

Ces résultats, différents de ceux obtenus sur le rat lors du même vol, pourraient s' expliquer 

par des spécificites d'espèces, ou encore par les conditions eh-périmentales : les rats étaient en 

effet placés dans des cages en situation de "free floating", tandis que les singes étaient 

maintenus sur une chaise. et pouvaient appuyer avec leur membre inférieur droit sur une pièce 

fixe. Nos résultats obtenus sur le triceps brachii après le vol BION Il montrent une 

diminution du diamètre des fibres lentes, mais pas de variation du diamètre des fibres rapides, 

résultats comparables à ceux. publiés par Fitts et coll. (2000a) sur le soleus des mêmes 

animaux. Belozerova et coll. (2000), de leur côté, om montré une diminution de la csa des 

fibres 1 du soleus, et une diminution de la csa des fibres de type Il sur un seul des deux 

animaux soumis au vol. Ces données montrent que le soleus chez le singe apparaît moins 

affecté par un vol spatial que chez le rat (Jiang et coll., 1992 ; Ohira et coll.. 1992). 

Chez l'Homme, les fibres de soleus sont plus atrophiées que les fibres de gastrocnemius 

(Edgerton et coll., 1995 ; Widrick et coll., 1999), en accord avec les données collectées chez 

le rat Mais, au sein du soleus humain. au contraire de ce qui est observé chez le rat Edgerton 

et coll. (1995) et Widrick et coll. (1999) montrent que la csa des fiores de type II diminue 
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dans des proportions plus importa"1tes que celles des fibres de type I. L'analyse de ces 

données a conduit Fins et coll. (2000b) à émettre l'hypothèse d'une corrélation entre le 

diamètre initial des fibres et l'ampleur de l'atrophie subie, les fibres de plus gros diamètre 

étant les plus susceptibles de s'atrophier. Ainsi, chez le rat, les fibres de type 1 ayant un 

diamètre plus important que les fibres de type II subiraient une atrophie plus marquée. Chez 

l'humain, les fibres de type II sont au contraire de diamètre plus impoI1ant que les fibres de 

type 1, ce qui expliquerait les résultats des équipes d'Edgerton et Widrick décrits ci-dessus. 

Dans nos conditions expérimentales, sur le rat (article de ce mémoire "Expression and 

functional behaviour of troponin C in soleus muscle fibres after hindlimb unloading"), les 

fibres lentes ont un diamètre initial de 79 ± 3.1 Jl1ll et les rapides de 74 ± 3.6 /lm. et subissent 

respectivement une atrophie de 29 % et de 28 %. Nous ne sommes donc pas en mesure. au vu 

de nos résultats, de relier le degré d'atrophie d'un type de fibre à son diamètre initial. En ce qui 

concerne les fibres lentes et rapides de triceps de singe, qui ont des diamètres voisins (60 et 

66 JlIll, respectivement), l'hypothèse de Fitts ne permet pas d'expliquer pourquoi on observe 

après le vol spatial une diminution du diamètre des fibres lentes et un maintien du diamètre 

des fibres rapides. L' inter,rétation que nous proposons se réfère à une analyse des conditions 

expérimentales: en effet malgré une relative immobilisation du bras des animau.x dans la 

capsule spatiale, les enregistrements vidéo montrent que les singes s'accrochent fréquemment 

par leur bras libre aux tablettes disposées devant eux, entraînant des mouvements rapides de 

l'épaule du bras immobilisé. Ces mouvements peuvent être à r origine de contractions 

phasiques du bras immobilisé, les fibres de type II pouvant alors être plus sollicitées que les 

fibres de type 1 et avoir donc préservé, au moins partiellement, leur fonctionnalité. 

Les fibres lentes et rapides de soIeus de rat présentent des pertes de force spécifiques, non 

attribuables uniquement à r atrophie, mais dues également à une perte de force développée par 
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chaque pont. Ces chutes de force n'existent pas sur les fibres de gastrocnemius lateralis et de 

tibialis anterior (données personnelles en H-H). Par contre, elles sont retrouvées au niveau des 

fibres lentes et rapides du soleus et du gastrocnemius de singe après le vol BION Il (Fitts et 

coll., 2000a). Sur les fibres du triceps de singe, nous avons obtenu une diminution 

significative de la Po des fibn.:s lentes, mais nous n'avons pas observé de Po significativement 

différente sur les fibres rapides après le vol BION Il. ~es cause de ce phénomène peuvent 

être identiques à celles évoquées pour interpréter le maintien du diamètre des fibres. Il 

apparaît donc que des résultalS différents peuvent être obtenus, pour un même vol spatial, 

entre les résultats obtenus sur un muscle lent extenseur des membres antérieurs (le triceps) et 

un autre muscle lent extenseur des membres postérieurs (le soleus). Il faut toutefois noter que 

le triceps est un muscle beaucoup plus hétérogène que le soleus puisqu'en surface, il comporte 

une majorité de fibres rapides. 

2 - LA TRANSFORJvlA TION PHENOTI'PlQUE DES MUSCLES A.NTIGRA VITAIRES 

Les contenus en MHCI (90 %) et MHCIIa (10 %, cf. article "Expression and functional 

behaviour of troponin C in soleus muscle fibres after hindlimb unloading") deviennent égaux 

à 56 % (MHCI) et 24 % (MHCIla), avec apparition de MHClIdix (15.5 %) et de MHCIIb 

(5 %) après 14 jours de microgravité simulée. Ces résultats sont conformes aux données de la 

littérature (Caiozzo et coll., 1998; Bigard et coll., 1998), tandis que d'autres auteurs ne 

détectent pas de MHCIIb après microgravité (T akahashi et coll., 1991 ; Campione et coll., 

1993; T almadge et coll., 1995). Il est intéressant de constater que les transformations 

survenant en réponse à la microgravité sont moins marquées que les transformations dues à 

une augmentation de l'activité neuromusculaire (Jaschinski et coll., 1998). En fait deux 

processus surviennent en parallèle au cours de l'exposition à la microgravité : i) une atrophie 

musculaire (cf. ci-dessus) et ii) une altération de l'expression génique. La MHCIla ne semble 
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représenter qu'une étape initiale et transitoire de la transition d'expression des MHC dans les 

muscles subissant une transformation dans le seo.:. Lent ~ Rapide. L'étude au niveau des 

rnRNA montre toutefois une surexpression synchrone et non séquentielle des rnRNA de 

MHCUa et IId/x (Stevens et coll., 1999). L'expression de la MHCIId/x n'est pas transitoire et 

persiste, de même que l'expression de la MHCIIb continue à augmenter avec la durée de 

suspension. Les transitions peuvent se résumer par le schéma transitionnel suivant: 

MHCI(~) ~ (MHCla) ~ MHCIIa ~ MHCIIdlx ~ MHCIIb 

L'expression de la MHCla figure t..ltre paren+1 
• ses car elle n'apparaît pas comme un stade 

majeur et il semble même qu'elle ne soit pas exprimée dans toutes les fibres (Stevens et coll., 

1999). Ce schéma transitionnel est inverse du schéma proposé par Pette & Staron (1997) après 

stimulation à basse fréquence de muscles sqt:elettiques rapides de lapin, schéma dans lequel la 

MHCla représente un stade important dans le processus de transformation: 

MHCIlb ~ MHCIId/x ~ MHCIIa ~ MHCla ~ MHCI(~) 

Selon Pette, les transitions s'effectuent selon une loi (nnext neighbour mie", Pette et coll., 

1997), qui détermine l'ordre d'apparition des nouvelles isoformes suivant le schéma 

séquentiel décrit ci-dessus. Cependant, il est intéressant de noter que selon Cmozzo et coll. 

(1998), des It gap" peuvent exister, avec par exemple l'expressIon simultanée de MHClIa et 

lIb, sans IId/x. 

II existe en fait différents modèles (microgravité, suspension, ténotomie, dénervation) qui 

induisent des transitions Lent ~ Rapide comparables (Baldwin, 1996 ; Pette & Staron, 1997 ; 

Thomason & Booth, 1990). Le dénominateur commun pourrait être la réduction des influx 

toniques délivrés normalemf'nt au soleus par le nerf, comme l'ont constaté Blewett & EIder 

(1993) en microgravité simulée. L'activité contractile et les trains d'influx spécifiques 

apparaissent comme des facteurs régulateurs majeurs du contrôle de l'expression des MHC et 
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d'autres propriétés phénotypiques du muscle squelettique adulte (Gorza et coll .. 1988; 

Gundersen et coll., 1988). Au niveau des fibres, la microgmvité induit une modification des 

proportions des différents types de fibres. Ainsi, sur le soleus de rat, Miu et coll. (1990) ont 

montré une diminution de 18 % des fibres exprimant uniquement la MHCI, et une 

augmentation de 23 % des fibres coexprimant les isoformes lentes et rapides de MHC. Ohira 

et coll. (1992) ont aussi obtenu sur le soleus une augmentation significative de la proportion 

des fibres hybrides (de 1 à 14 %, lors du vol Cosmos 2044). Jiang et coll. (1993) ont démontré 

égaIement sur le soleus que 4 jours de microgravité étaient suffisants pour induire une 

augmentation du pourcentage de fibres hybrides, coexprimant à la fois les isoformes lentes et 

rapides de MHC dans le soleus. Les changements sont donc relativement rapides, et se 

manifestent par une sous-expression de myosines lentes et une surexpression de myosines 

rapides, menant à une augmentation du nombre de fibres hybrides (cf. ci-dessus), et à une 

augmentation du nombre de fibres rapides pures dans le soleus (Desplanches et coll., 1990). 

Des résultats comparables sont observés chez le singe. Ainsi, il apparaît 'me surexpression des 

isoformes rapides dans le soleus après 12 jours (Biocosmos 2229) et 14 jours (Biocosmos 

2044) de microgravité réelle (TaImadge et coll., 1995). Dans le triceps (BION Il, article 

"Plasticity of monkey triceps muscle tibers in microgravity conditions"), la transition 

Lent ~ Rapide associée à la microgravité se traduit par une augmentation de la proportion de 

fibres hybrides lentes et par un accroissement de la population de fibres rapides pures. 

Nos données nous permettent d'établir le schéma transitionnel suivant après microgravité p0ur 

le muscle triceps brachii : 

Lentes Hybrides 
lentes 

Hybrides 
rapides 

Rapides 
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Par contre, les données obtenues sur l'expression de la TnC montrent une augmentation 

significative de la proportion de fibres hybrides rapides (i.e. coexprirnant les deux isoformes, 

avec TnCf»TnCs) sans toutefois déceler de fibres exprimant uniquement la TnCr. Il semble 

par conséquent que les MHC se caractérisent par une cinétique de transformation plus rapide 

que les TnC, et par des transitions plus étendues. n serait intéressant de connaitre l'expression 

de la TnC après des temps supérieurs à deux semaines (un mois de suspension par exemple), 

et vérifier alors la présence ou non de fibres n'exprimant que l'isoforme rapide. Il faut aussi 

noter une transition dans l'expression des MLC, avec une cinétique proche de celle observée 

pour les TnC. Ces transformations progressives traduisent une adaptabilité fine des muscles 

posturaux quand ils sont soumis à la microgravité par le biaIS des coexpressions des protéines 

contractiles. Il est donc intéressant de se demander si le fonctionnement de la TnC se trouve 

modifié dans un environnement protéique remodelé après un épisode d'H-H ? Notre présent 

travail permet d'avoir des éléments de réponse concrets. 

3 - LES VARIATIONS D 'ACTIVATION CALCiQUE 

L'exploration du fonctionnement de la machinerie contractile à l'aide des relations 

Tension! pca nous a permis de mettre en évidence des modifications dans les caractéristiques 

d'activation calcique, à savoir une diminution de la sensibilité calcique du système régulateur 

et une augmentation du phénomène de coopérativit~ au sein des myofilarnents. Il était donc 

intéressant de savoir si une modification du comportement de la TnC pouvait rendre compte 

de ces modifications fonctionnelles. Les relations Tension / pCa obtenues en présence de 

l'outil bépridil ont permis de démontrer i) que le comportement global de la TnC dépend 

uniquement de l'isoforme prédominante ~ ii) que J'apparition d'une expression prédominante 

de TnCf dans une fibre lui confere des caractéristiques d'activation calcique de type rapide, 

identiques â celles des fibres rapides contrôles; iii) que le COJlPOrte-nent des TnC dans les 
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fibres L, HL et HR n'est pas modifié après H-H, seules les proportions respectives de ces 

types de fibres diffèrent. Etant donné que le nombre total de fibres reste identique après 

suspension (Ternpleton et coU., 1984), de nombreuses fibres hybrides rapides sont par 

conséquent des fibres transformées. Par contre, la TnC n'apparaît pas impliquée dans le 

changement fonctionnel observé sur les fibres restées lentes P:t hybrides lentes après H-H qui 

consiste essentiellement en une augmentation de la coopérativité au sein du filament [m. Ce 

changement n'est pas retrouvé au niveau du muscle cardiaque, où les paramètres pCaso et nH , 

après microgravité, sont identiques aux valeurs contrôles (Bigard et coll., 1998). Il semble 

donc que, sur le muscle soleus, d'autres protéines régulatrices puissent participer à ces 

transformations fonctionnelles, même si le muscle garde des caractéristiques lentes. Il serait 

donc judicieu.x de déterminer quelles sont les protéines responsables de ces changements. 

L'augmentation du phénomène de coopérativité suggère une influence des isoformes de TnT, 

connues pour influencer la pente de la relation Tension / pCa (Greaser et coll., 1988 ; Nassar 

et coll., 1991). De plus, il semblerait que la cinétique d'évolution de cette protéine soit plus 

rapide que celle de la TnC. Suite à un protooole d'électrostimulation à basse fréquence de 

muscles rapides de lapin, Hârtner & Pette (1990) ont démontré que la cinétique de transition 

dans le sens Rapide ~ Lent de chacune des sous-unités du complexe des troponines était 

différente, avec un ordre de cinétique décroissante: TnT> TnC > TnI. Campione et coll. 

(1993) ont montré une transition radicale de l'expression des TnT après 15 jours de 

~'lSpension se traduisant par un remplacement des isoformes lentes par des rapides sans 

coexpressions. il serait intéressant, sur fibres isolées après H-H, de savoir quelles sont les 

cinétiques de transition des sous-unités de troponines TnT, TnC et égaIement Tnl, une 

régulation différentielle des gènes codant les Tn! lentes et rapides ayant été mise en évidence 

177 



(Criswell et coll., 1998). Il s'agirait ensuite de détemliner les amplitudes respectives de ces 

transitions et d'en mesurer les répercussions sur les propriétés fonctionnelles. 
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