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I1I) SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Introduction
A) Phosphorylation des proteines intervenant dans le trans-

port du Ca (++) au niveau des membranes plasmatigues

et intracellulaires du coeur.

1.1 Ponction du réticulum sarcoplasmique
1.2 Flux d'entrée du Ca (++) au niveau du réticulum

sarcoplasmique
1.2.1 La pompe & Ca (++) du réticulum sarcoplas-
mique cardiaque
1.2.11 Structure de la pompe calcique
1.2.12 La prise de Ca (++) et l'hydrolyse
de 1'ATP
1.2.13 Mécanisme de 1'hydrolyse de 1'ATP
1.2.2 Régulation de la pompe a Ca (++) par le
systéme AlMPc - phospholambane
1.2.21 Phosphorylation du phospholambane
1.2.22 Caractéristiques structurales du
phospholambane
1.2.23 Mécanisme d'action du phospholambane



1.2.3 Régulation de la pompe & Ca (++) par le
systéme calmoduline - phospholambane
1.2.4 -Régulation de la pompe & Ca (++) par le
biais d'une protéine Kinase dépendante
du Ca (++) stimulée par les lipides.
1.3 Flux de sortie du Ca (++) au niveau du réticulum
sarcoplasmique

2) Au_niveau du_sarcolemme
2.1 Flux d'entrée du Ca (++) au niveau du sarcolemme
2.2 Flux de sortie du Ca (++) au niveau du sarcolemme

2.3 Régulation de l'échangeur Na (+)/Ca (++)

B) Phosphorylation des protéines intervenant dans le trans-

port du Ca (++) au niveau du muscle squelettigue.

1) Phosphorylation de la protéine de PM = 100 000 D du
réticulum sarcoplasmique

2) Phosphorylation de la protéine de Pi = 60 000 D du
réticulum sarcoplasmique

3) Mécanisme de la stimulation de 1'ATPase Ca (++) dé-
pendante

C) Phosphorylation des protéines intervenant dans le trans-
port du Ca {++) au niveau des cellules sanguines.
1) Dans les plaquettes du sang humain
2) Dans les lymphocytes du sang humain
3) Dans les erythrocytes
Conclusion
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I) PRESENTATION DU SUJET




Cette note de synthése a été proposée par Monsieur Crou-

zoulon du laboratoire de Physiologie générale et comparée. Ce
laboratoire travaille sur la régulation des processus de trans-
port membranaire par phosphorylation et déphosphorylation des

protéines.

Le transport de plusieurs types de substances intéressent

le laboratoire :
- parmi les substances inorganiques, essentiellement le

Ca(++) et accessoirement le Na(+), le K(+), le Phi,

- parmi les substances organiques, les sucres et accessoi-
rement les acides aminés. ‘

La recherche bibliographique a donc été faite sans spé-
cification des substances concernées par le transport. De plus,
il a été décidé:. que la recherche porterait sur les articles

publiés depuis 1980.

Puis étant donné le résultat de l'interrogation des bases
de données, il a été convenu que le sujet de la note de synthése
se limiterait & la régulation du transport du Ca(++) par phos-
phorylation et déphosphorylation, ceci aussi bien au niveau des
membranes intracellulaires que plasmatiques.



I1I) RECHERCHE BIBLIOGRAPHIQUE



1) Travail préliminaire.

Mon premier travail a consisté & consulter des ouvrages
traltant de la phosphorylation des protéines afin de mieux
cerner le sujet proposé et & déterminer les mots clés permet-
tant une recherche bibliographique intéressante.

2) Choix des outils de recherche.

La notion essentielle est bien siir celle de phosphorylation.
La recherche dans les bulletins signalétiques du C.N.R.S. et
dans 1'index permuté semi annuel des Biological Abstracts par
ce mot clé indique un grand nombre de références.

L'examen de celle&=¢i montre que beaucoup sont non
pertinentes car tralitant de la phosphorylation oxydative ou de
la phosphorylation des sucres. Or, les références recherchées
sont celles traitant de la phosphorylation des protéines.

De plus, ce concept de phosphorylation des protéines doit
8tre couplé avec celui de transport membranaire. Ce méme trans-
port membranaire concernant les ions, le phosphate, les sucres...

La recherche manuelle s'avére donc quasiement impossible.
La recherche informatisée sera donc le moyen choisi pour cette
rechefche bibliographique car elle permet la combinaison des
mots clés.

Trois bases de données seront choisies pour cette recherche
bibliographique :

- Medline,

- Pascal,

- Biosis.

Ces trois bases de données couvrant le domaine de la Bio-
chimie, domaine concerné par le sujet de cette note de synthése.



CARACTERISTIQUES DE CES TROIS BASES DE DONNEES :

MEDLINE PASCAL BIOSIS
PRODUCTEURS N.L.M. Bioscience
(National Li- C.N.R.S.
brary of Medecins Information
SERVEURS N.L.M. Telesystémes ( E.S.A."
UTILISES . . ‘ Agence spatiale
(Washington) (La Valbonne) européenne )
(Italie)
Index Bulletins Biological
PRODUCTIONS
iledicus Signalétiques Abstracts
. . .. Bactériologie
DOMAINES iledecine Clini- 'Botanique
que et expéri- Pluridiscipli- Agriculture
COUVERTS . . Biologie ilolécu-
mentale - Biolo- naire laire
gie et Biochimie Biochimie gﬁgetl-
NOMBRE DE PE-
RIODIQUES DE-
POUILLES 4 000 12 500 8 000
RESZAU DE Telenet Pranspac Telenet
TELETRANSIMISSION Tymenet Tymenet
AIDE A LA Thesaurus Biosis
: . "Medical subjecT Lexique search
REC}ERCHE HeadingS" gulde




3) Présentation des équations de recherche.

- Equation de recherche pour l'interrogation de Medline-:

Les descriptéurs phosphorylation et protein sont présents
dans le thésaurus. En ce qui concerne la notion de transport,
le descripteur biological transport présent dans le thésaurus
me semble tout a fait adéquat.

De plus, il parait nécessaire de préciser la notion de
phosphorylation des protéines par des termes plus spécifiques.
L'étude préliminaire du sujet m'a permis de penser a des ter-
mes tels que adenosine-cyclic-monophosphafe, protein Kinase
et calmodulin présents eux aussi dans le thésaurus. Ces trois
termes peuvent &tre eux aussi combinés avec la notion de bio-
logical transport. On aura donc deux parties dans la recherche
bien mises en évidence par le biais des diagrammes de Venn.

Biological
transport

Phosphorylation

Les documents recherchés correspondent & l'intersection
(A) de ces trois ensembles.

Biological

Les références recherchées dans ce deuxiéme cas correspon-
dent & l'union des trois intersections avec l'ensemble Biologi=-

cal transport.
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L'équation globale de recherche est donc la suivante :

(1) : Biological transport

(2) : Phosphorylation and protein

(3) : 1 and 2

(B) (Protein Kinase and 1) or (Adenosine cyclic monophos-
" phate and 1) or (Calmodulin and 1)

(3) + 3 0or 4

- Equation de recherche pour l'interrogation de Pascal :

De méme que pour l'interrogation dé Medline, les notions
de phosphorylation et de protein sont elles mémes des descrip-
teurs du lexique. Ces deux descripteurs combinés par 1l'opéra-
teur booleen et _ traduiront la notion de phosphorylation de
proteine. Le logiciel Questel permet l'emploi de la troncature.
Le ? remplagant n'importe quelle lettre. L'entrée du descrip-
teur protein ?? vermettra donc de prendre en compte le pluriel
du terme, qu'il s'agisse du terme frangais ou anglais. La no-
tion de phosphorylation de proteines doit &tre ensuite couplée
avec celle de transport.

Un essai, en stage & 1'URFIST, m'a permis de voir que
ces deux descripteurs cauplés avec le descripteur transport
bioloéique ne donnait que trois références. Le descripteur
transport biologique apparait donc trop restrictif. Il semble
donc nécessaire de considérer le terme transport et d'autres
termes synonymes tels que perméabilité, transfert, etc...

La phosphorylation protéique ne pourra &tre sur Pascal
précisée par d'autres termes, tels que protein Kinase... car
ces termes sont absents du lexique et ne peuvent &tre utilisés

comme unitermes carnoms composés.

La recherche sur Pascal peut se faire en langue anglaise
ou francaise. J'ai choisi d'interroger en langue anglaise pour
pouvoir ainsi prendre en compte les unitermes du titre non



traduits en frangais.

Sous forme de diagramme de Venn, on aura donc :

Phosphorylation

A
A : intersection des ensembles phosphorylation et protein.

L'union des quatre intersections (A ntransport) ; (A n transfer) ;
(A A uptake) ; (A~ permeability) donnera les références recher-
chées.

Ce qui se traduit par 1l'équation suivante :

(1) - Phosphorylation et Protein??
(2) : 1 et Transport
(3) : 1 et Permeability

o

(B)

(3)
()

et Uptake
et Transfer
ou 3 ou 4 ou 5

LAV o

ILa précision uniterme ou descripteur ne sera pas apportée
dans 1'équation de recherche. Ainsi, les mots clés utilisés,
qu'ils s'agissent de descripteursou d'unitermes, seront recher-



chés par le logiciel dans le lexique de Base implicite ou
Basic Index (/BI) regroupant plusieurs sous lexiques.

- Equation de recherche pour l'interrogation de Biosis :

Le logiciel permet l'emploi de la troncature et de
1'opérateur d'ad jacence. Les notions de phosphorylation et
protein sont des descripteurs du guide. En ce qui concerne
la notion de transport membranaire, ma premiére idée fut
d'utiliser le concept code se rapportant aux phénoménes mem-

branaires.

Ce concept code rend compte du transport mais aussi
d'autres types de phénoménes. Donc, en fait, ne peut &tre
utilisé car il occasionnerait trop de bruit. Il est préféra-
ble d'utiliser les mots clés, transport, transfer, transit ou

permeability.

Les résultats obtenus antérieurement sur sledline m'ont
permis de voir que pour préciser la notion de phosphorylation,
i1 était nécessaire de combiner Protein Kinase et AMPc ainsi
que Calmodulin et Protein Kinase ceci pour obtenir moins de

bruit.

La notion d'adenylate-cyclase-monophosphate doit &tre
introduite par l'abréviation cAMP . Quant au terme de protein
Kinase, il doit &tre introduit en deux mots reliés par 1l'opé-

rateur d*adjacence (w).

L'équation globale sera alors la suivante :

(I) : Phosphorylation

(2) : Protein?

(3) : Transport ? or transfer or transit or permeability?
() : 12 =3

(3)=CAMP

(8) : Protein (w) Kinase

(7) : Calmodulin



(8): (3x5=%26)+ (3%x7=256)
(3) + 4 +38

L) Déroulements des sessions.

CONNEXION

TERMINAL

TRANSPAC

CONNEXION
ORDINATEUR
(LIAISON TELEPHONIQUE)

CONNEXION
TEMPS
PARTAGE

HmHOHQOﬂ

CONNEXION
SYSTEME
LOGICIEL

CONNEXION
BANQUE DE DONNEES

Grioe au réseau Transpac et pour le prix d'une simple
communication téléphonique, j'ail pu entrer en liaison avec le
serveur Télésystémes L'accés au NLM pour iledline et & 1'ASE
pour Biosis se fait par contre par les réseaux Tymenet ou
Telenet. Ces réseaux sont des réseaux de transmission par

paquets. (Voir le schéma suivant).



Liaison
série

Liaison par
,-réseau- commuté

Liaison par paquets

Voici les différentes opérations effectuées lors de 1'in-
terrogation :

a) Numéro_de_téléphone transpac

onde porteuse
connexion terminal - réseau téléphonique

b) Login

c) Mot de passe ,
Message de bienvenue
Connexion terminal - serveur

en temps partagé

d) Sessions

Pour Medline :
(1) Biological Transport

7298

(2) Phosphorylation and Protein
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(3) 1 and 2 (Pour s'assurer que les références
540 conviennent, affichage de quelques
== titres).

(k) (Protein Kinase and 1) or (Adenosine-cyclic-mono
phosphate and 1) or (calmodulin and 1)
267

(B) 4 and 83 (yr)

119 (Etant donné le trop grand nombre de
références obtenues en 4, sélection
des références que sur 83).

(8) 5 and not 3 (On élimine les références communes
108 aux étapes 3 et 3).

(2) 3/6 (Commande en différé des références
obtenues par les étapes 3 et 6).

Pour Pascal :

.. da 1980, 1984, (Le fichier Pascal couvrant les ré-
férences de 1977 a 1984, nécessité
de limiter le fichier dans le temps).

(1) Phosphorylation and protein??
1772

(2) 1 and Transport
64

(3) 1 and Transfer
8

(§) 2 or 3

e

(3) 1 and uptake
8
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(3) 5 or 6
23
(Z) 1 and permeability
6
(8) 7 or 8 (Pour s'assurer que les références
8 conviennent, affichage de quelques
18 titres, puis commande en différé des

réfg§ences obtenues au terme de 1'éta-
pe . '

Pour Biosis :

L/69-77 (Sélection des références allant de
1980 & nos jours par l'intermédiaire
des numéros de volumes).

- s phosphorylation
(I) 2980

- S protein?

- £ transport? or transfer? or transit or permeability?
(3) 9323 transport?

(3) 5530 transfer
(3) 304 transit
(8) 3134 Permeability?

(2) 17928 3 + b + 5 %6

-cl=®x=2=%7
(8) 66

- s CAP
(3) 37
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- s protein (w) Kinase

(I8 n407

- s calmodulin
(11)870

-c (9210 7) + (11 =10 %= 7)
(12)8

-c 8 + 12

(I3)71 (Affichage de quelques titres, com-
mande en différé des références ob-
tenues au terme de cette étape).

Remarque : les chiffres soulignés en pointillé correspondent au
au nombre de références obtenues au cours de chaque

étape.

e) Deconnexion

Deconnexion base de données - terminal
Temps d'utilisation du fichier
Nombre de références commandées en différé

Déconnexion - systéme

5) Résultats de 1'interrogation des bases de données.

J%ai distingué 13 encore trois parties suivant qu'il s‘a-
gissait de l'interrogation de Medline, Pascal ou Biosis.

Résultats_de_l'interrogation de_lMedline.

Cette interrogation m'a donné 50 % de pertinence pour 1'é-

quation de recherche :
Phosphorylation and protein and Biological transport

Je peux donc considérer que la stratégie de recherche

était bonne.
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Par contre, pour 1l'équation :

(Protein Kinase and Biological transport) or
(Calmodulin and Biological transport) or
(AMPc and Biological transport)

J'ai alors obtenu que 11 % de gertinence. Ceci s'explique
par le bruit apporté par les termes AMPc et calmoduline.

L'équation écrite ainsi :
(Protein Kinase and CAMP and Biological transport) or
(Protein Kinase and calmodulin and Biological transport)

sans doute, aurait apporté beaucoup moins de bruit. Ce
résultat montre, de plus, que trées peu de textes traitant de 1la
phosphorylation des proteines ne sont pas indexés par le descrip-
teur phosphorylation. Donc par ce biais, j'al pu jugé de la
bonne qualité de l'indexation.

Le taux de pertinence pour cette interrogation est alers
de 60 % dont 5 % des références sont communes & iedline. Je me
permettrais de souligner qu'il est regrettable que les documents
ne soient pas indexés sous la notion de transport biologique,
présente dans le lexique ; mais par les termes de transport,
perméabilité, transfert. L'utilisateur de la base de données se
doit donc de penser 2 tous les termes synonymes de transport,
ne sachant pas comment 1l'indexation a été faite.

Résultats _de_l'interrogation_de Biosis.

Le taux de pertinence calculé est alors de 40 % dont
31 % des références pertinentes sont communes a Pascal et 3 %
sont communes & iedline.

Pour cette interrogation, j'ai constaté de nouveau que
seulement 5 textes sont indexés par les termes spécifiques de
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(protein Kinase et APc) ou ( protein Kinase et Calmodulin) et
non par le terme de phosphorylation.

En conclusion, il ressort de ces interrogations que 1'u-
tilisation de plusieurs bases de données a permis d'accroitre le
nombre de documents pertinents et, par conséquent, de diminuer
le silence.

Nous avons pu constater, de plus, qu'il y a peu de recou-
pement de références (5 %) entre les bases de données Pascal et
Medline. Par contre, il y a plus de recoupement entre Biosis et
Pascal (30 %). J'en conclue donc que ces deux derniéres bases cou-
vrent d'avantage les périodiques d'origine européenne alors que
Medline couvre d'avantage les périodiques d'origine américaine,

D'aprés la présentation faite par 1'Association Nationale
de la Recherche Technologigue (1680), l'origine des références
des documents présentés dans Pascal est surtout européenne
(52 %) et d'Amérique du Nord (25 %). Biosis, par contre, traite
les périodiques provenant d'Europe (38 %), d'Amérique du Hord
(25 %), d'Asie et d'0Ocdanie (15 ¢), du “oyen=Orient (12 ¢).

Auant & edline, elle recueille plus de 100 périodiques frangais,
csoit & peu prés 2,5 % du total des périodiques. 69 % des réfé-
rences étant en anglais.

Etant donné qu'aucune référence de travaux traitant de la
phosvhorylation des protéines intervenant dans le transport
des substances organigues ait été trouvée ; et vu le grand nombre
de références obtenues sur le transport de substances inorgani-
ques, il a été décidé en accord avec le chercheur gue seule la
ohosphorylation des protéines régulant le transport du Ca (++)
serait traitée.
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6) Accds aux documents primaires.

Les banques de données ont permis une recherche biblio-
graphique rapide par opposition & une recherche manuelle. lais
ensuite, l'obtention des documents primaires, pour en effectuer
la synthése, s'est révélée &tre une étape longue.

La recherche s'est faite grice au catalogue des périodi-
ques du Rhdne indiquant pour chacun d'eux sa localisation et
1'état de sa collection. Beaucoup des périodiques recherchés se
trouvaient & la Bibliothéque Universitaire de la Doua ou a la
Biblioth&que Universitaire de Rockfeller. J'ai pourtant dii me
procurer quelques documents dans les différents laboratoires de
la Faculté des sciences ou a 1'INSA.

Le développement de techniques telle que la télécopie
devrait permettre de pallier la difficulté que constitue 1l'ac-
cés aux documents primaires.

7) Conclusion.

J'ai pu prendre conscience au cours de ces diverses ses-
sions qu'une bonne interrogation nécessite la connaissance par-
faite des différents champs de la base et donc des lexiques se
rapportant & chacun des champs. Les commandes pour l1l'interrogation
sont elles aussi différentes suivant le serveur utilisé.

Un documentaliste ne pourra donc connaitre parfaitement
que quelques bases de données et se spécialisera dans l'inter-
rogation de ces bases. De plus, une certaine compétence du do-
maine traité par la base sera un atout non négligeable pour une
bonne interrogation de la base. J'al pu voir qu'une fois 1'é-
quation de recherche établie, il faut pouvoir la moduler en
fonction du nombre de références. Cela nécessite donc un certain
apprentissage de l'interrogation.
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Tout au long de ce travail, le dialogue avec le chercheur

s'est révélé &tre nécessaire. Il m'a permis de définir les mots
clés les plus significatifs, de discuter les résultats obtenus

et de sélectionner les références les plus pertinentes en fonc-
tion de ses préoccupations.

I1 reste que les bases de données sont un moyen d‘'accés
rapide aux références souhaitées, et, en cela, constituent une
aide précieuse aux documentalistes et donc aux chercheurs.



III) SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE




Introduction

I1 est bien connu que la concentration en ions du milieu
intracellulaire est différente de celle du milieu environnant.
Ainsi, 1l'on sait que la concentration cellulaire est forte en
ions KH alors qu'elle est faible en ions Na +, De méme, nous
savons que le réticulum endoplasmique des cellules musculaires
accumule les ions Ca (++).

Les ions intracellulaires pour une grande majorité d'entre
eux sont fixés par interaction de charges & des protéines &
1*intérieur de la cellule. Ceci expliquerait donc partiellement
le gradient de concentration des ions. Un transport actif uti-
lisant de 1'ATPase permet le transport de ces ions contre les
gradients de concentrations. Les enzymes responsables éde ce
transport actif au niveau de la membrane plasmatique sont la
Na (+) - K (+) - ATPase et la Ca (++) ATPase. De plus, comme
nous le verrons, le transport actif du Ca (++) es: contrdlé

par la phosphorylation de certaines protéines autre que 1'ATPase.

D'autre part, la phosphorylation de protéines membranaires
particuligres ouvrirait ou fermerait les pores a certains ions
diminuant ou augmentant la perméabilité passive de la membrane

(Weller ; 1979).

La phosphorylation protéique intervenant dans le transport
du Ca (++) sera envisagée successivement dans les tissus suivants :
coeur, muscle squelettique, cellules sanguines. Pour chacun de
ces tissus, on précisera la membrane concernée par le transport.

A) Phosphorylation des protéines intervenant dans le trans-
port du Ca (++) au niveau des membranes plasmatiques et intracel-

lulaires du coeur.

Le Ca (++) joue un rdle majeur dans le couplage excitation
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contraction du myocarde.

A 1'état de repos de la cellule, les ions Ca (++) sont
répartis dans trois compartiments :
- le cytosol est caractérisé par une faible concentra-
tion en Ca (++) : (0,14 M)
- l'espace extracellulaire contient approximativement
2 mM de Ca (++)
- le réticulum endoplasmique est capable d'accumuler de

10 & 20 mi1 de Ca (++)

La concentration cardiaque est déclenchée par une aug-
mentation de 100 fois de la concentration éytosolique en Ca (++)
qui passe de 0,1 & lqylﬂ. Ce Ca (++) provenant du réticulum en-
doplasmique et des espaces extracellulaires, Le retour aux con-
centrations initiales se fait par 1'échangeur Na(+)/Ca(++) au
niveau du sarcolemme ou par le transport du Ca (++),ATP dépendant,
au niveau du sarcolemme et du réticulum sarcoplasmique, (Haiech,

Demaille ; 1983).

channel
extracellular space {pCa 3)
Ca®
( ADP
pump - ( — intracellular
\ATP © ca* stores (pCa 2)
.. 1
efflux 4 In ATP
+ I+
Na'/Ca No* [CaBP| > Ca®* pump ‘
exchange g T Papp
\ ATE/S ca PK
Na/K* i
ATPase vop MY
ADP contraction
cytosol (pCa 7 to §)

Ficure 1. A scheme of the major cell:compartments. Heavy arrows indicate Ca?+ channels in sarcolemnal and
reticular membranes. CaBP, calcium-binding protein; CaPK, Ca?+- calmodulin-dependent protein kinases;
pCa = —log,,[free Ca?*]; + stands for activatica. Sclid .rrows indicate ion binding or fluxes. (From

Demaille & Pechére (1983), with permission.)

La contraction est modifide par l'adrénaline dont les

effets sont reproduits par 1'AMPc. Or, cette derniére agit en
activant une protéine Kinase. On peut donc supposer gque l'adré-
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naline agit en modifiant les mouvements de Ca (++) qui réglent
la force et la fréquence cardiaque. Puisqu'elle agit par 1'AMPc
et donc par phosphorylation de protéines, on peut penser que

les phosphorylations de protéines sont impliquées dans les trans-
ports calciques.

1) Au_niveau du réticulum sarcoplasmigue
1.1 Fonction du réticulum sarcoplasmique
Dans le cycle contraction-relaxation du myocarde,
le réticulum sarcoplasmique contrdle le flux calcique a travers
cette membrane. La libération de Ca (++) du réticulum sarcoplas-
mique induit la contraction tandis que la relaxation est produite
par la réaccumulation du calcium par le réticulum sarcoplasmique.

Action Calcium Contraction-
Potential Pool Relaxation

Fig. 2. Calcium movements within cardiac cells. (Modified from
Fabiato & Fabiato ( 1‘9 7 9 3

TN: troponin

SR: sarcoplasmic reticulum

Une protéine réceptrice du calcium, la troponine,
présente dans les filaments de myofibrilles, fixe le Ca (++)
1libéré du réticulum sarcoplasmique, ce qui induit la contraction
myofibrillaire.

La suppression du Ca (++) de la troponine effec=-
tuée lors de la prise de Ca (++) par le réticulum sarcoplasmique
est & l'origine de la relaxation myofibrillaire (Tada, Yamada et
coll ; 1982),
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1.2 Flux d'entrée du Ca (++) au niveau du réticulum

sarcoplasmigue cardiaque

1.2.1 La_pompe & Ca (++) du réticulum sarcoplasmi-
gque cardiaque

1.2.11 Structure de la pompe calcigue

L'enzyme ATPase du réticulum sarcoplas-
mique est considérée servir de transducteur d'énergie aussi bien
que de transporteur de Ca (++). C'est un polypeptide amphipathi-
que de PIM = 100 000 dont les régions hydrophobes sont en contact
avec la membrane lipidique et les parties hydrophiles se trouvent
sur la face externe de la membrane.

Deux fragments de PM = 52 000 - 50 000
et 45 000 - 55 000 ont été obtenus par traitement & la trypsine
des vésicules du réticulum sarcoplasmique.

f Table 1. Molecular weights of sarcoplasmic reticulum ATPase and its tryptic subfragments.

Primary degradation Secondary degradation
ATPase Reference

Fragment [ Fragment II Fragment [a Fragment Ib
115000 60 000 55 000 33000 24 000 Thorley-Lawson and Green (25, 26)
102 000 55000 45 000 30000 20000 Stewart, MacLennan, and co-

i workers (27-29)

100 000 60 000 49 000 32000 21000 Yamamoto and Tonomura (30)
106 000 57 000 46 000 Inesi and Scales (31)
100 000 52 000 49 000 Louis et al. (32, 33)
120 000* 65 000* 56 000* Yu et al. (34) ,
115 000 or 56 0001 59 000+ Rizzolo et al. (35) and |
119 000+ le Maire et al. (36) |

Values were determined by electrophoresis on S DS-polyacrylamide gels in all reports except those by Rizzolo et al. and le Maire et al.
* ATPase protein labeled with diazotized diiodosulfanilic acid was subjected to subfragmentation. :
t Determined by sedimentation equilibrium measurements in SDS (35) or in deoxycholate (36). Tada, Yamamoto ;(1 9 78)

Le plus gros fragment (I) contient le
site de phosphorylation et probablement les sites de liaison du
Ca (++). Le plus petit fragment (II) est hydrophobe et est plus
intramembraire. Le fragment I par contre représente la portion
hydrophile de 1'ATPase et est exposé & la surface externe de la
membrane. Une autre protéolyse du fragment I donne deux sous
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fragments de 30 000 - 33 000 Dalton (fragment Ia) et 20 000 -
24 000 D (fragment Ib). Le fragment Ia contient le site de phos-
phorylation et le fragment Ib contient les sites de liaison du
Ca (++). L'utilisation d'anticorps indique que le fragment Ia
est 4 localisation externe et que le fragment Ib est seulement
partiellement externe. Il est intéressant de noter que la loca-
lisation plus ou moins externe du fragment Ib varie durant le
transport du Ca (++) par 1'ATPase (Tada, Yamada et coll ; 1982).

1.2.12 Prise de Ca (++) et hydrolyse de 1'ATP
par 1'ATPase

Les vésicules intactes de réticulum
sarcoplasmique cardiaque accumulent le Ca (++) en présence de
Mg (++) et ATPase réduisant ainsi la concentration en Ca (++)
du milieu réactionnel. Dans ces conditions, le Ca (++) est trans-
porté & travers la membrane et stocké dans la lumiere du réti-
culum sarcoplasmique.

A faible concentration en Ca (++) ionisé
(30 a 504fm) et en l'absence d'anions précipitant le Ca (++)
(oxalate ou phosphate) les vésicules du réticulum sarcoplasmique
accumulent rapidement jusqu'a 70 nmole de Ca (++)/mg de protéine.
Quand l'oxalate est inclus dans le milieu réactionnel, les vési-
cules du réticulum:sarcoplasmique cardiaque accumulent de 6 2
lO;,McSle de Ca (++)/mg de protéine. En effet, les membranes du
réticulum sarcoplasmique sont perméables & l'oxalate. Celui-ci
forme des cristaux avec une partie du Ca (++) intracellulaire.
On n'a plus alors l'effet inhibiteur du Ca (++) intracellulaire
libre sur le flux d'entrée du Ca (++) dans les vésicules et la
concentration globale en Ca (++) intracellulaire est alors su-
périeure en présence d'oxalate. Dans les vésicules intactes, un
étroit couplage existe entre le Ca (++) et 1'ATP , 2 moles de
Ca (++) sont transportées par mole d'ATP. hydrolyséa



La prise de Ca (++) et :1'hydrolyse de 1'ATPase
dépendante du Ca (++) sont activées par de faible concentration
enCa (++) du milieu. Ces 2 activités augmententpour des con-
centrations en Ca (++) croissantes.Ces activités sont maximales
pour des concentrations en Ca (++) de 3 & 104 11. Lors de
1'hydrolyse de 1'ATP Ca (++) dépendante par 1é réticulum sarco-
plasmique cardiaque, le phosphate terminal de 1'ATP est incorpo-
ré 4 1'ATPase. La phosphoprotéine formée est un acyl-phosphopro-
téine qui est 1ldbile dans 1l'hydroxylamine. Une telle phosphory-
lation a lieu sur le groupe carboxyl du résidu acide aspartique
de 1'ATPase. Un grand nombre de travaux indiquent que 1l'enzyme
phosphorylé EP est un intermédiaire de l'hydrolyse de 1'ATP.

(Tada, Inui ; 1983). \

1.2.13 Mécanisme de 1l'hydrolvse de 1'ATP

L'ATPase du réticulum sarcoplasmique
cardiaque subit des transitions conformationelles successives
durant le transport du Ca (++) et l'hydrolyse de 1'ATP.

Les études les plus récentes ont con-
duit & proposer le modeéle suivant :

ATP
i P
E, CaoE,ATP —2—— ~ CaoE,P
1 2
6 3
5 4
E, E,P ( CaiE,P
P] Hgo Ca]

Ca (++) externe
Ca (++) interne

Cao

Cail

L' ATPase est considéréeavoir deux
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conformations majeures : 1'état E1 qui présente une forte af-
finité pour le Ca (++) (E1l et Elp) et 1l'état E2 qui présente
une faible affinité pour le Ca (++) (E2 et E2p). Dans des con-
ditions physiologiques, 2 moles de Ca (++) et une mole de Mg-
ATP réagissent avec une mole d'ATPase (El) sur la face externe
des membranes pour former un complexe michaelien (étape 1).
L'ADP est 1ibéré sur la face exteinz de la membrane. La forma-
tion de CaoElp est suivie par la translocation du Ca (++) 2
l*intérieur de la membrane du réticulum sarcoplasmique formant
CaiElp (étape 3). Le Ca (++) est ensuite 1libéré dans les vési-
cules quand Elp est converti en E2p (étape 4). Elp peut donner
son groupe phosphate & de 1'ADP ajouté pour former 1'ATP. Tandis
que E2p ne peut pas réagir avec 1'ADP ajouté. La conversion du
phosphoenzyme de 1'état Elp & 1'état E2p semble &tre couplée a
une 'diminution de 1'affinité pour le Ca (++). E2p se décompose
en Pi et E2 (étape 5) et E2 est transformée en E1 (étape §).
L'ATPase a donc terminé un cycle catalytique.

La transition de E2 en E1 (étape 8) induite
par l'addition de Ca (++) détermine le taux de phosphorylation
de l'enzyme.

La décomposition du phosphoenzyme est accélérée
par llg (++) ou K (+) et inhibée par de fortes concentrations en
Ca (++). Les concentrations en Ca (++) supérieuresi 1lmi inhibent
la conversion de Elp en E2p. Mg (++) accélére la conversion de
Elp en E2p et 1'hydrolyse de E2p. K (+) accélére 1l'hydrolyse de
E2p. De plus, 1'ATP en grande quantité accéléere 1l'hydrolyse de
E2p et la transition de E2 en El. Donc, dans ces conditions phy-
siologiques, ol de fortes concentrations en Mg (++), ATP et K (+)
sont présentes,l'hydrolyse de E2p et la transition de E2 en El
deviennent plus rapides. Dans ces conditions, la conversion de
Elp en E2p (étape 4) détermine le taux de la réaction totale
(Tada, Inui ; 1983)(Tada, Yamada et coll ; 1982).

1.2.2. Rézulation de la pompe & Ca (++) par le
systéme AilPc - phospholambane
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Le réticulum sarcoplasmique 6ardiaque est capable
de former un autre type de phosphoprotéine quand il réagit avec
“la Protéine Kinase CA/MP dépendante. Cette protéiné phosphoryla-
ble a un PM = 22 000 D et constitue un des principaux site -
d'action de la Protéine Kinase CA/P dépendante.

1.2.21 Phosphorylation du phospholambane

Quand les membranes du réticulum sarcoplas-
mique cardiaque sont incubées avec 1'AMPc en l'absence et pré-
sence de Protéine Kinase activée par 1'AlMPc exogdne, une phos-
phoprotéine est formée.

La formation de cette phosphoprotéine est
indépendante du Ca (++) jusqu'a 0,1 mi mais est dépendante de
CAMP entre 0,1 et lO#Pﬂ . La moitié de l'activation maximale est ob-
tenue pour une concentration voisine de 0.27rm. Le phosphate
terminal de 1'ATP est incorporé dans une protéine de 22 000
Dalton aprés que les vésicules du réticulum sarcoplasmique car-
diaque soient incubées avec la Protéine Kinase CANP dépendante.

La Protéine Kinase dépendante de 1'AliPc
associée aux membranes du réticulum sarcoplasmique a été solu-~
bilisée dans le triton X100 puis purifiée par chromatographie
sur DEAE cellulose. Elle a été caractérisée comme 1l'enzyme type
I1 identique & la Protéine Kinase type II de cytosol. Cette
Protéine Kinase type II dépendante de 1'ANPc a comme substrat une
protéine de 22 000 D (Kranias; 1982). La phosphoprotéine formée
exhibe les caractéristiques de stabilité d'un phosphoester dans
lequel le phosphate est fixé & un résidu sérine.

Tada et coll ont comparé 1'ATPase a cette
phosphoprotéine. {(Tada, Ohmori, et coll ; 1978).



Table 2. Comparison of the two phosphoproteins formed in the cardiac sarcoplasmic reticulum.
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Parameter Phospholamban ATPase
1) Molecular Weight 22000 100 000
———2)-P-amino-acid—————— - - —-——Serine — - Asparticacid -

3) Nature of phosphoprotein

4) Amount of phosphorylation

5) Dependency of phosphorylation on Ca?*

6) Sensitivity to trypsin

7) Physiological function

Phosphoester (stable in hot acid and in

hydroxylamine)
0.7-1.3 nmoles/ mg
Independent of Ca®**
Labile to trypsin

Substrate of cyclic AMP-dependent

protein kinase

Modulator of C22*-transport ATPase

Acyl phosphate (labile in hydroxyl-

amine

0.6-1.3 nmoles/ mg

Dependent on Ca**

Relatively resistant to trypsin
Transports Ca2*, which is directly
coupled to the contraction-relax-
ation cycle

*In the presence of calmodulin, the phosphorylation of phospholamban exhibits a marked dependency on Ca** (See text for

explanation).

Un grand nombre de groupes confirment ces
découvertes selon lesquelles la protéine de 20 000 & 24 000 D
est le site majeur de phosphorylation de la Protéine Kinase

CAVP dépendante.

’ 2*5_:;: Molecular weights of protéins phosphorylated by cyclic AMP-dependent protein kinase in cardiac sarcoplasmic reticulum.

Other
Phospholamban . phosphoprotein
i Animals
{vestigators vear Molecular weight Molecular weight
) (1000 daltons) (1000 daltons)

LaRaia & Morkin (45) 1974 Rabbit 20K
Tadaet al (11) 1975 Dog 22K 11K
Kirchberger & Tada (48) 1976 Dog, cat, guinea pig 22K 11K

rabbit '
Schwartz et al. (49) 1976 Dog 20K
Wray & Gray (50) 1977 Dog 20K
Will et al (51) 1978 Pigeon 22K 15K
St. Louis & Sulakhe (52) 1979 Pig 2K 56K 16K
Jones et al. (18) 1979 Dog 20K 7K
Lamers & Stinis (53) 1980 Rat 24K 9K
Bidlack & Shamoo (54) 1980 Dog 22K 6K
Le Peuch et al. (55) 1980 Dog 2K 11K 7K
Tada et al. (56) 1982 Dog 2K 11K

From Tada & Katz: ) (l9 82 )

{Tada, Inui

Cette protéine de 20 000
appelée phospholambane signifiant "phosphate récerteur”.
; 1983) (Tada, Yamada et coll ;

a 24 000 D a été

1982).

1.2.22 Caractéristisues structurales du phosvho-

lambane
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La phosphorylation maximale du phospholam-
bane par la sous-unité catalytique de la Protéine Kinase CAMP
dépendante augmente & partir du 4e jour dans le coeur de poulet

embryonnaire. On en déduit donc la présence précose du phospho=-
lambane dans le coeur du poulet en formation (Will ; 1983).

Le phospholambane qui contient 40 & 45 % de
résidus hydrophobes est intimement associé &4 la gembrane du réti-
culum sarcoplasmique et apparalt &tre une protéine acide. Une por=
tion du phospholambane est exposée & la surface externe des vési-
cules du réticulum sarcoplasmique. En effet, il peut &tre phospho-
rylé par la Protéine Kinase - CAF exogeéne tandis que la digestion
protéolytique emp&che sa phosphorylation. L'impossibilité d'obte-~
nir des iodinates de phospholambane refléte la localisation des
résidus tyrosine dans la partie interne de la membrane. Le phospho-
lambane fut initialement supposé &tre un simple peptide qui migre
électrorhorétiquement comme une protéine de 22 000 D en présence
de SDS. L'addition de Triton X 100 aux membranes de réticulum sar-
coplasmique phosphorylées provogue l'apparition concomittante d'une
phosphoprotéine de 11 000 D et d'une phosphoprotéine de 5 000 D &

7 000 D aprés électrophorése en SDS gel de polyacrylamide.

La composition en acides aminés du phospho-
lambane a été étudiée par plusieurs groupes gqui utilisent diffé-
rentes procédures pour séparer le vhospholambane des autres pro=-
téines.

halamh

P P L

L]» Comparison of amino acid itions of ph

Kirchberger
Amino acid Le Peuch et al.c Collins et al.4 & Antonetze Bidlack et al.?

Asp 111 8.93 8.2 10

Thr 5.5 +.79 4.5 5.5
Ser 3.5 3.25 9.5 9.5
Glu 1.4 16.7 119 12.2

Pro 5.5 .34 23 33
Gly 10.6 1.85 11.6 117
Ala 11.0 8.55 6.4 8.33
Val 6.5 5,08 +.8 444
Met 1.7 5.90 1.5 2.1
Tle +.9 9.77 5.5 22
Leu 9.5 13.3 8.9 6.7
Tyr 2.1 229 3.6 2
Phe 34 3.68 38 10.6
Lys +9 2.51 +.4 6.1
His 2.0 <0.1 1.6 313
Arg +.4 8.63 +.3 2.8
Cys 0 ND» 0.8 0
Trp ND ND ND ND

}E: idues per 100 resid

» Not determmcd.

* Ph b lated by di i b is in the p of SDS [24].

4 thpholamban was punﬁcd by column chmmamphyd Scpharose CL. 6B and Sephadex LH-60 {6].
¢ Ph lated by gel el phoresis in the presence of SDS after removal ofiproteolipid [ 7].
' Phwphnlamban was purified by gel filtration through Sephadex G-75 [3].

Tada, Inui ; (1%83)
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Le P.M. minimum du phospholambane est estimé
8tre égal a environ 5 500 D. Le phospholambane de 22 000 D re-

présente probablement un oligomdre. Une transition oligomére- mo-
nomére est possible.

Le phospholambane représente environ 4 %
4 6 % des protéines totales du réticulum sarcoplasmique cardia-
gue. Une stoechiométrie 1 - 1 entre le phospholambane et 1'ATPase
est suggérée par les quantités respectives des deux phospho-
protéines formées dans la membrane. Pour le moment, on ne sait
pas comment la forme oligomérique du phospholambane est reliée
A4 1'ATPase qui elle aussi fonctionne comme une oligomdre.

1.2.23 ilécanisme d'action du phospholambane

Le transport actif du Ca (++) dans les vé-
sicules du réticulum sarcoplasmique cardiadue est augmenté con-
sidérablement quand les vésicules sont préalablement phosphory-
lées par incubation avec une concentration optimale en cAMP et
cAMP protein Kinase. Dans ces conditions de phosphorylation du
phospholambane, la prise du Ca (++) par les vésicules du réti-
culum sarcoplasmique cardiaque en présence d'oxalate est plus
que doublée.

La stimulation de la prise de Ca (++) est
bien correlée & la phosphorylation du phospholambane dans les
vésicules du réticulum sarcoplasmique cardiaque traitées avec
la phosphoprotéine phosphatase ou l'inhibiteur de la proteine
Kinase. La stimulation observée de la prise de Ca (++) par la
phosphorylation du phospholambane est accompagnée d'une augmen-
tation du taux d*hydrolyse de 1'ATP, la stoechiométrie entre la
prise de Ca (++) et 1l'hydrolyse de 1'ATP est maintenue environ
deux heures aprés que le phospholambane soit phosphorylc.
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Donc, l'accélération de la prise de Ca (++)
par la phosphorylation du phospholambane est due & une augmenta-

tion du turn over de 1'ATPase mais pas a une augmentation d'ef-
ficacité de la pompe & Ca (++). (Tada, Yamada et coll ; 1980).

Pour déterminer le mécanisme moléculaire
par lequel la phosphorylation régule la pompe a Ca (++) dans le
réticulum sarcoplasmique, Kranias et coll avaient examiné 1l'effet
de la Protéine Kinase cAlP débendante sur les étapes de la réac-
tion catalysée par 1' ATPase calcique. Ils ont montré que l'aug-
mentation des niveaux de EanP n'est pas due a une augmentation du
taux de formation de EvP mais est due & une augmentation de 1l'af-
finité de 1l'enzyme pour le Ca (++). (Kranias, Mandel et coll ;
1980).

Ceci est donc démenti par Tada, Yamada et
coll en 1980. Les altérations observées des propriétés cinétiques
peuvent &tre interprétées par l'accélération des deux étapes
clefs de la réaction ATPasique..la rhosphorylation du phospholam-
bane accélére deux étapes de la réaction ATPasique, la conversion
de Elp en E2p (étape 4) durant la décomposition de EP et la con-
version de E2 en E1 (étape 6) durant la formation de EP. La vitesse
de formation de EP est considérablement augmentée par la phospho-
rylation du phospholambane gquand la réaction commence a E2. Au
contraire, le taux de formation de EP n'est pas affecté quand la
réaction commence & El. (Tada, Yamada et coll ; 1980). Ces expé-
riences suggérent que la phosphorylation du phospholambane accé-
l2re probablement la transition de- E2 en E1 (étape 5), étape dé-
terminantz durant la formation de EP. La décomposition de EF est
aussi accélérée par la phosphorylation du phospholambane. La phos-
vhorylation du phospholambane augmente le taux (V/(EF)) entre
1'hydrolyse de 1'ATF (v) et les niveaux de EP (ZF) obtenus a des
concentrations en Ca (++) (0,1 & 104 7). L'augmentation de la vi-
tesse de décomposition de EF résulte de la stimulation d'une des
étapes 3,4 ou 5.Farmi ces dtapes, la conversion de Zlp en E2p
(étape 4) peut &tre stimulée par la phosthorylation du phospholan-
bane puisque cette étape est 1'étape liuitante de la décomposition

de EZP lorsgue
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des concentrations saturantes en Ca (++), Mg (++) et K (+) sont
présentes.Jl est intéressant de noter que la phosphorylation du

phospholambane régule les deux étapes déterminantes (&tapes 4
et 6) pendant lesquelles l'affinité de 1'ATPase pour le Ca (++)

est totalement modifiée.

. Table6. Effect of phospholamban phosphorylation on the initial
; rate of EP decomposition of ATPase of cardiac sarcoplasmic

| reticulum.
5- . Effect of phospholamban phosphorylation on the re- ! k
“verse ATPase reaction (EP formation from Pi). | Cardiac 5
- — microsomes Rapid phase  Slow phase
Cardiac microsomes Initial velocity of ) hH
EP formation
- i Control 841 1.24
pmol| 10ms-g protein ! Phosphorylated 13.54 124
Control 0.029 |
Phosphorylated 0.076 ; Increase over control 1.6-fold -
Following pretreatment with cyclic AMP and protein kinase, ! Following pretreatment of cardiac sarcoplasmic reticulum with
cardiac sarcoplasmic reticulum was assayed for EP formation ' cyclic AMP and protein kinase, the intermediate EP of cardiac
from Pi in the presence of a traceamount of C2*, 10 mM Mg+ sarcoplasmic reticulum was formed in the presence of 14 uM
and 5 mM 32Pj at 20 °C, employing a rapid chemical quench flow . C22*,3 mM MgCl, and 10 uM [T-2P]JATP at 20 °C. After 120
apparatus. ' ! ms, further formation of EP was terminated by chelation of

Ca22* with2 mM EGTA, and the decay in the amount of EP was

determined by rapid chemical quench flow apparatus. The first
! order rate constant, k,, of EP decomposition was determined
- from semilogarithmic plots of decay in EP.

Tada, Yamada ; (1982)

Une partie du phospholambane est
localisée a4 la surface cytoplasmique de la membrane du réticulum
sarcoplasmique. Une large portion de la molécule est inserrée
dans la membrane. I1 est probable que la Protéine Kinase - CAMP
dépendante catalyse la phosphorylation du phospholambane abou-
tissant 4 un changement conformationel profond de ceite molécule.
Durant la phosphorylation, une partie de la molécule incluant le
site de phosphorylation seriit transloquée devenant moins acces-
sible a la digestion par la trypsine. Le phospholambane phospho-
rylé exhibe une étroite association avec 1' ATPase devenant ainsi
plus difficile & dissocier de 1' ATPase par un traitement aux
détergents.

(Voir la figure 3).
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Fig. 3. Diagrammatic representation of the action of phospho-
lamban on the calcium pump of cardiac sarcoplasmic reticulum.
ASP represents an aspartic acid residue in the ATPase and SER
aserine residue in phospholamban. The phosphates attached to
these amino acids are ~P, the acyl phosphate ATPase interme-
diate, and -P, the regulatory phosphoester. (From Tada and

Kaz( 1982)

Puisque la vitesse de relaxation du
muscle cardiaque est déterminée par la vitesse d'enlévement des
ions Ca (++) des protéines myofibrillaires, on a formulé 1l'hypo-
thése que la phosphorylation du phospholambane activée par 1'AMPc
joue un réle dans l'accélération de la relaxation donc dans le
racourcissement de la systole induit par les catécholamines. Cette
hypothése n'ayant pas encore été vérifiée dans du tissu cardiaque
intact, Isndemann et coll ont examiné les effets d'un agoniste B,
1'isoprotérénol, sur la phosphorylation du phospholambane et sur
l'activité de 1'ATPase calcique du réticulum sarcoplasmique isolé
a4 partir de ventricules de cobaye perfusés. Ils ont trouvé que
les effets de 1'isoprotérénol sur la phosphorylation du phospho-
lambane et sur 1'ATPase calcique sont étroitement paralléles 2
la relaxation. Ces résultats fournissent 1'évidence que la stimu-
lation B adrénergique résulte de la phosphorylation du phospho-
lambane et augmente l'activité Ca (++) - ATPasique dans le ven-
tricule du myocarde intact et fonctionnel. Ces découvertes
confortent donec l'hypothése que la stimulation du transport cal-
cique du réticulum sarcoplasmique, induite par la prhosphorylation
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du phospholambane dépendante de 1'AMPc, peut &tre a4 la base des
effets relaxants de la stimulation P adrénergique du myocarde de
mammifére. (Lindemannet coll ; 1983).

B 1l.2.3 Régulation de la pompe & Ca (++) par le

systéme calmoduline - phospholambane

Kirshberger et coll rapportent une aug-
mentation de plusieurs fois du transport du Ca (++) et de l'acti-
vité Ca (++) ATPasique par des concentrations micromolaires de cal=-
moduline, ceci dans les vésicules du réticulum sarcoplasmique de
coeur de chien. Cette activation a lieu en présence de 120 mM de
KCl. Cette stimulation du trahsport calcique par la calmoduline im-
plique la phosphorylation de la protéine de PM = 22 000 D le phos=-
pholambane (Kirshberger, Antonetz ; 1982). |

Lopaschuk et coll rapportent un doublement
de 1l'activité de 1'ATPase avec la calmoduline en l'absence de K (+)
et seulement une faible stimulation du transport calcique a des
concentrations en K (+) de 110 nil (Lopaschuk et coll ; 1980). Donc,
si la régulation du transport calcique par la calmoduline joue un
rdle significatif dans la cellule intacte, elle doit &tre opération-
nelle & une concentration en K (+) intracellulaire supérieure &

110 nM (Kirshberger, Antonetz ; 1982).

La formation de cette phosphoprotéine ayant
les caractéristiques d'une phosphoester est indépendante de la Pro-
téine Kinase - cAlMP dépendante et est catalysée par une Protéine
Kinase endogdne : la Protéine Kinase - Ca (++) calmoduline dépen-
dante.-Cette derniére est liée & la membrane car apres 3 lavages
avec 0,5 KCl, elle est toujours présente. Elle catalyse 1'incorpo-
ration de la méme quantité de Ph que la Protéine Kinase cAMP dé-
pendante mais sur un site différent. (Le Peuch et coll ; 1979).

La phosphorylation du réticulum sarcoplas-
mique activée par la calmoduline augmente en méme temps que
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le PH passe de 5,5 & 8,5, alors que la phosphorylation par la
Protéine Kinase - cAMP dépendante est maximale pour un PH = 7.

De plus, on a une différence de sensibilité & 1z phénotiazine
pour les 2 processus de phosphorylation, ceci confirme denc
1l'existence de deux Kinases différentes (Louis, Maffitt ; 1982).

La Protéine Kinase endogéne a des points
communs avec la glycogéne phosphorylase Kinase b. Ainsi, cette
Protéine Kinase Ca (++) calmoduline dépendante phosphoryle aussi
la glycogéne phosphorylase b et réciproquement, la glycogéne
phosphorylase Kinase b exogeéne catalyse la phosphorylation du
phospholambane grice & l'activation que provoque l'attachement a
cette enzyme d'une sous-unité : la calmoduline. (Le Peuch et coll
1979).

Le taux de phosphorylation du phospho-
lambane catalysé par la Protéine Kinase Ca (++) calmoduline dé-
pendante est & peu prés le méme que celui trouvé pcur la Protéine
Kinase - cAMP dépendante. En accord avec la découverte que les
phosphorylations du phospholambane catalysées par les deux Pro-
téines Kinases se font & des sites différents, on en déduit
qu®elles ont lisu indépendemment et qu'elles s'additionnent.
(Tada, Inui ; 1983), (Pada, Wyskovsky et coll ; 1983).

Tada et coll ont de plus testés succes-
sivement la Protéine Kinase cAMP dépendante et la Protéine Kinase
calmoduline dépendante quant & lsur stimulation de l'activité
ATPasique et de la prise de Ca (++) par le réticulum sarcoplas-
mique. La phosphorylation du phospholambane activée par 1'A.Pc
est indépendante du Ca (++) tandis que celle activée par la cal-
moduline est dépendante du Ca (++) entre 0,2 et 50 4. Les deux
processus 1e phosphorylation ont lieu indépendemment. Quand les
deux Kinases sont fonctionnelles, les guantités de phoszheryla-
tion sont additives. Dans ces conditions, les phosphoprotéines
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formées par la Protéine Kinase - cAilP dépendante ou la Protéine
Kinase calmoduline dépendante migrent éléctrophorxétiquement comme

des molécules de 11000 D si 1'électrophorese en SDS-gel de po-
lycrylamide est précédée d'une ébulition de la préparation.
(Tada, Inui, Yamada et coll ; 1983).

L'augmentation de la prise de Ca (++)
médiatée par 1'AMPc peut 8tre observée méme quand la phosphoryla-
tion dépendante de la calmoduline n'a pas lieu, les effets sti-
mulateurs de la Protéine Kinase cAMP dépendante et de la Pro-
téine Kinase Ca (++) - calmoduline dépendante peuvent &tre addi-
tifs. Ces résultats sont en accord avec la découverte que la phos-
phorylation du phospholambane par les deux Kinases a lieu de
maniére indépendante et additive. L'activité ATPasique est aussi
stimulée par la calmoduline & de faibles concentrations en Ca (++)
de 0,1 & 50 4.i. Similairement, & la prise de Ca (++), les effets
des Kinases sur l'activité ATPasique peuvent avoir lieu indépen-
demment et additivement. (Tada, Inui, Yamada et coll ; 1983),
(Tada, Inui ; 1983).

Au contraire, deux autres groupes (Le
Peuch et coll ; 1979) et (Karsanov, Khugashvili ; 1983) prétendent
que la prise de Ca (++) n'est pas augmentée par la phosphorylation
cAMP dépendante du phospholambane en l'absence de phosphorylation
dépendante de la calmoduline. Le Peuch et coll de plus soutiennent
que 1a phosphorylation dépendante de la calmoduline ne peut pas
affecter l'activité ATPasique. Ces divergences proviennent selon
Tada et Inui ; 1983 des différences de concentrations employées
dans ces expériences. Le groupe de Le Peuch utilise de fortes
concentrations en Ca (++) (0,1 mi) qui doivent masquer 1'augmen-
tation due & 1'AiPc de la prise de Ca (++) dans les vésicules du
. réticulum sarcoplasmique et la stimulation de 1'ATPase par la
calmoduline observées & des concentraticns en Ca (++) en dessous

de 107;L

Quant & Louis et [laffitt en 1982, ils
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montrent que si la phosphorylation du réticulum sarcoplasmique
cardiaque dépendante de la calmoduline avait lieu durant la

systole, elle se déroulerait alors a des concentrations en Ca (++)
similaires & celles qui activent la prise de Ca (++) et la for-
mation de la phosphoprotéine ATPasique. Il est manifeste que 1la
phosphoprotéine ATPasique a une activité maximale & des concen-
trations en Ca (++) pour lesquelles la Kinase dépendante de 1la
calmoduline est inactive. Donc, la pompe calcique du réticulum
sarcoplasmique est entidérement activée avant que la phosphory-
lation par la calmoduline n'ait lieu. La phosphorylation dépen-
dante de la calmoduline est donc peu probable, selon eux, durant
le fonctionnement normal du muscle cardiaque. Cette phosphoryla-
tion interviendrait pour la régulation du transport du Ca (++)
dans certains états pathologiques. Cette déduction a été contro-
versée par Tada et Inui en 1983 qui montrent que la phosphoryla=
tion du phospholambane dépendante de la calmoduline apparait
avoir lieu dans le coeur intact puisque 1l'inhibiteur de la cal-
moduline (la fluphénazine) réduit significativement la phosphory-
lation du phospholambane dans le coeur de rat perfusé.

Plank et coll montrent que l'activation
de la phosphorylation Ca (++) - calmoduline dépendante par des
concentrations en calmoduline de 300 ni, 100 nii et 30 nil donne
des Kca de 0,83! 0o 1.44// et 2,3¢.v1 et des coefficients de
Hill de 4,13 ; 3,75 et 3,99 indiquant que les 4 sites de 1liaison
du Ca (++) sur la calmoduline doivent &tre saturés pour obtenir
1l'activation de la Protéine Kinase régulée par le rapport Ca (++)/
calmoduline. La modulation du transport du Ca (++) par la cal-
moduline, in vivo, est donc déterminée, principalement, par la
concentration en calmoduline présente dans le garcoplasme,
(Plank, Pifl et coll ; 1983).

La phosphorylation du phospholambane est
catalysée par deux Xinases ce qui suggeére 1l'existence possible de
populations différentes de monoméres du phospholambane. Une molé-
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cule de phospholambane pourrait &tre formée de monoméres hété-
rogénes contenant différents sites de phosphorylation. (Tada,

Inui ; 1983).

Donc, en dehors du déclenchement direct
de la contraction des muscles sarcomériques par liaison a la
troponine C, les ions calcium déclenchent ou modulent la contrac-
tilité grice aux Protéines Kinases des chalnes légéres de myosine
lesquelles sont stimulées par le complexe Ca (++) calmoduline et
ils augmentent la vitesse de relachement grice a la phosphoryla-
tion du phospholambane qui est stimulée par la calmoduline.

Dans les deux cas, on observe une régu-
lation coordonnée par 1l'intermédiaire du Ca (++) et des nuclé-
otides cycliques. La phosphorylation du phospholambane sur un
autre site par la Protéine Kinase cAlMP dépendante entraine une
hyperactivation de la pompe calcique. De méme, la Protéine Kinase
stimulée par le cAlP phosphoryle les Kinases des chalnes légeres
de myosine & localisation myofibrillaire. Les Protéines Kinases
stimulées par la calmoduline sont probablement organiséesen com-
plexes régulateurs supramoléculaires. (Cavadore et coll ; 1981),

Ca?* cytosol

“)\'\l\

PL [PLKC

i)

" intrareticular
space

Ficurr i} Hypothetical scheme of the calcium pump functional unit in cardiac sarcoplasmic reticulum. PL,
phospholamban monomer; PLKC and PLKR, the catalytic and regulatory subunits or domains of phos-
pholamban kinase, respectively; CaM, calmodulin; C subunit, the catalytic subunit of cyclic:AMP-dependent .
kinase. This scheme does not imply that all polypeptide chains are present in stoichiometric amounts.
(From Cavadore et al. (1981), with permission.)
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1.2.4) Régulation de la pompe & Ca (++)
par le biais d'une Protéine Kinase dépendante du Ca (++) sti-

" mulée par les lipides

Limas et coll constatent une sti-
mulation d'une Protéine Kinase cytosolique dépendante du Ca (++)
par les diacylglycerols insaturés. Cette stimulation est due &
une augmentation de la sensibilité en Ca (++) de la Protéine Ki-
nase. De plus, l'activation de cette Protéine Kinase entraine 2

son tour une augmentation de l'activité de 1'ATPase czlcique.

Dans les cas d'hypertrophie cardia-
que pour lesquels le niveau intracellulaire en Ca (++) est fai-
ble 34 cause de la diminution de la capacité du réticulum sarco-
plasmique & accumuler le Ca (++). Les diacylglycérols en stimu-
lant la Protéine Kinaze, permettraient de maintenir la fonction
sarcoplasmique. (Limas ; 1980).

Wrenn et coll, de méme, constatent
que les phosphorylations dépendantes du Ca (++) des Protéines
du cytosol du cortex cérébral de rat et de cobaye sont profondé-
ment stimulées par la phosphatidylserine. La calmoduline par
contre n'a qu'un effet minime (Wreman et coll ; 1930). Ces
résultats sont en accord avec ceux de TakaIl et coll qui montrent
sur le cerveau de rat une activation de la Protéine Kinase multi-
fonctionnelle dépendante du Ca (++) par les phopholipides mem-
branairss (Takal et coll ; 1279).

Ces découvertes suggerent le rdle
des phospholipides dans la phosphorylation,iépendante du Ca (++),
des protéines subtrats endogines.

1.3 Flux de sortie du Ca {++) au niveau du réticulum

L

sarcoplasmique cardiague

Kirchberger et coll cnt mis en évidence que le
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flux de Ca (++) du réticulum sarcoplasmique cardiaque de chien
est augmenté par des concentrations micromolaires de Ca (++) ex-

travésiculaires.

Quand les microsomes sont chargés avec du Ca (++)
en présence de 50 mM de Pi, un flux maximal de Ca (++) de 150
34 200 m mole de Ca (++)/mg de protéine microsimale/mm est
observé. La moitié de la stimulation maximale du flux de sortie
du Ca (++) est obtenue pour 2 é.ﬂuyﬂlde Ca (++) externe.

ILa sortie du Ca (++) des microsomes est semblable
en plusieurs points & la prise de Ca (++) grice & la pompe 2a
Ca (++) : .

- Les deux processus sont stimulés par des concen-
trations micromolaires en Ca (++) externe et par la Protéine Ki-
nase catalysant la phosphorylation.

- Tous deux sont inhibés par de fortes concentra-
tions en Ca (++) intravésiculaire.

Ces analogies suggérent qu'un composant de la pom-
o2 calcique participe & la libération du Ca (++) du réticulum
sarcoplasmique cardiaque (Kirshberger, Wrong ; 1978).

La protéine phosphorylée intervenant dans le flux
de sortie du Ca (++) serait le vhospholambane. (Tada, Inui ; 1983).

2) Au niveau du sarcolemme

Prois systémes de transport du Ca (++) existent &

travers le sarcolemme : un canal lent a Ca (++) ; une ATPase
spécifique ; un échangeur Na (+) - Ca (++).

Le canal & calcium lent opére exclusivement dans la



38

direction du gradient électrochimique, donc dans le sens de l'en-
trée de cation, tandis que 1'ATPase génére exclusivement par flux

de sortie du Ca (+F). Le Ca (++) entrant par le canal Yemt em=—
traine la libération du Ca {(++) des espaces intracellulaires pour

initialiser la contraction.

L°ATPase ayant une haute affinité pour le Ca (++)
mais une faible vitesse de pompage est adéquate pour éjecter le
Ca (++) durant la diastole. La direction du 3eme systéme, 1l'échan-
geur Na (+) - Ca (++) est un probléme. Il était généralement ac-
cepté que 1'échangeur contribuait & 1l'expulsion du Ca. Il sem-
ble plus vraisemblable que cette direction varie durant le cycle
contraction -relaxation. (Caroni, Carafoli ; 1983).

Successivement seront considérés ces 3 types de trans-
port et comment la phosphorylation protéique intervient dans ces
transports.

2.1 Flux d'entrée de Ca (++) au niveau du sarcolemme

Cachelin et coll constatent que le 8 bromocyclic
AMP zugmente la probabilité d'ouverture des canaux calciques. Or,
le 8 bromocyclic AP augmente 1'AlTPc dans la cellule ce qui entrai-
ne la phosphorylation du canal calcique ou d'une protéine qui 1lui
est associée.

L'injection d'EGTA dans les fibres de Furkinje
n'empéche pas l'augmentation du courant calcique induit par 1l'a-
drénaline. Donc, on suggére que les canauX calciques seraient mo-
dulés par un processus de phosphorylation dépendant de 1'AXPc et
que 1'augmentation du flux d'entrée du Ca (++) résulte d'une plus
grande probabilité d'ouverture des canaux Ca (++) lorsqu'ils sont
phosphorylés (Cachelin ; 1983).

Le raccourcissement de la systole induit par
1'épinéphrine est bien expliqué par la phosphorylation dépendante
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de 1'AlPc, du phospholambane, l'activateur de la pompe calcique
du réticulum sarcoplasmique. Au contraire, le mécanisme molé-

culaire des effets inotropiques de ce p agoniste n'était pas
expliqué jusqu'a la découverte récente que l'entrée de Ca (++)
induite par la dépolarisation du sarcolemme, 1'équivalent in
vitro du canal lent a calcium, est activé par la phosphorylation
dépendante de 1'AMPc, d'wrle protéine du sarcolemme : la calci-
ductine. La calciductine a été identifide comme ayant un PM =

22 000 & 27 000 D (Rinaldi et coll ; 1982) et (Rinaldi et coll ;
1981).

Cette protéine d'environ 24 000 D est interconver-
tible en une protéine de 9 000 D son monomere.. (Lamers
et coll ; 1980).

La calciductine a été mentionnée par St Louis et
coll qui ont mis en évidence 1la présence dans le sarcolemme de
tous les éléments nécessaires & sa phosphorylation, en particulier
d'une Protéine Kinase cAMP dépendante (St Louis, Sulakhe ; 1979).
La calciductine se présente comme un excellent substrat de cette
Protéine Kinase activée par 1'AllPc puisque de faibles quantités
de la sous unité catalytique environ & % sont suffisants pour
atteindre le taux maximum & la fois de phosphorylation de la cal-
ciductine et d'activation de la prise de Ca (++).

) Les protéolipides du sarcolemme ont été entiérement
extraites par des mélanges de solvant-acide organique et purifiées
par des chromatographies en phase liquide. Ces protéolipides re-
présentent 2 % des protéines du sarcolemme et ces 2 % contiennent
essentiellement 97 % de calciductine et un composant de 14 000

4 16 000 D (soit 3 %). Ces protéolipides du sarcolemme sont phos-
phorylées sur les résidus séryl.

Leurs compositions en acides aminés indiquent la
présence d'un grand nombre de résidus acides et hydrophobes ex-



pliquant le comportement de la calciductine comme une protéo-
lipide acide similaire au phospholambane. Le phospholambane et

la calciductine exhibent de frappantes différences dans leurs
phosphorylations. Le phospholambane est phosphorylé par la cAMP
dépendante Protéine Kinase, la phospholambane Kinase dépendante
du Ca (++) et de la calmoduline, la Protéine Kinase G, la Kinase
stimulée par les lipides dépendantes du Ca (++). Au contraire,

la calciductine est seulement phosphorylée par la Protéine Kinase
dépendante de 1'AMPc. Ces différences ne sont pas indicatrices de
différents accepteurs de phosphate mais peut &tre seulement
d'environnements différents des membranes considérées.

La preuve de l'identité ou de la non identité du
phospholambane et de la calciductine peuvent seulement &tre mis
en évidence par 1'étude de la structure primaire ou l'utilisation
de sondes spécifiques tels que les anticorps monoclonaux. (Ri-
naldi et coll ; 1983).

Récemment, Capony et coll on isolé par chromato-
graphie en phase liquide ces deux protéolipides, puis ils les
ont soumis & une électrophorese bidimentionnelle sur gel de
sodium Dodecyl sulfate. Ils ont alors constaté que le phospholam-
bane et la calciductine ont un méme Pil de 11 000 D et un P1 =
3,7. Leurs compositions en acides aminéssont similaires sinon
identiques bien qu'ils appaxtiennent a des membranes différentes

(Capony et coll ; 1983).

L'épinéphrine agit par l'intermédiaire de la
phosphorylation de la calciductine qui serait soit le canal lui-mé-
me soit un activateur du canal lent sous sa forme phosphorylée.
(Rinaldi et coll ; 1982), (Rinaldi et coll ; 198l).

2.2 Flux de sortie de Ca (++) au niveau du sarcolemme

Pour obtenir le raccourcissement de la systole
observée 3 la suite de la stimulation hormonale, le processus de
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transport actif du Ca (++) doit &tre stimulé. I1 a été démontré
que le processus de phosphorylation catalysé par 1'AMPc et par

Ia Protéine Kinase Ca (++) - calmoduline dépendante stimule Ia
pompe & Ca (++) du réticulum sarcoplasmique. Pour prévenir la
surcharge du réticulum sarcoplasmique avec le Ca (++), il ap-
parait nécessaire que l'expulsion du Ca (++) au niveau du sar-
colemme soit aussi stimulée. Deux systémes au niveau du sarco-
lemme sont responsables de l'expulsion du Ca (++), l'échangeur
Na (+)/Ca (++) et 1'ATPase calcique. Caroni et coll, lors de
leur étude sur 1'ATPase calcique, montrent qu'a la fois 1l'hydro-
lyse de 1'ATP dépendante du Ca (++) et la pompe & Ca (++) sont
affectées par la phosphorylation de 1'ATPase. La phosphorylation
dépendante du Ca (++) et du cAiP stimule l'activité de la pompe
tandis que la déphosphorylation par une phosphatase 1'inhibe. La
phosphorylation affecterait le turn over de l'enzyme plutdt que
son affinité pour le Ca (++) (Caroni, Carafoli ; 1981).

Lamers et coll rapportent qu'une protéine du
sarcolemme de FM = 9 000 D serait un substrat & la fois pour la
Protéine Kinase Ca (++) calmoduline dépendante et pour la Protéine
Kinase cAlP dépendante. La phosphorylation cAMP dépendante de cette
protéine cause une augmentation de 1,5 fois de 1l'affinité de la
pompe & calcium pour le Ca (++) sans modifier sa vitesse maximum.
Aucun effet n'est observé si les membranes sont phosphorylées
par la Kinase Ca (++) calmoduline dépendante. La moitié de 1l'ac-
tivation maximale de cette derniére enzyme est obtenue pour des
concentrations en Ca (++) de 14 suggérant qu'elle doit étre
opérative in vivo seulement aux concentrations en Ca (++) pré-
sentes durant la systole (Lamers et coll ; 1981).

Wetter et coll utilisaient des vésicules haute-
ment purifides de sarcolemme mettant ainsi en évidence une sti-
mulation de 1,8 fois du transport actif du Ca (++) aprés phospho-
rylation des protéines du sarcolemme en présence de calmoduline et
de la sous unité C de la Protéine Kinase cAliP dépendante. La
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stimulation du transport actif est beaucoup moins importante
guand la phosphorylation est faite, soit par la sous unité C

de la Protéine Kinase cAMP dépendante, soit gar la calmoduline.
Les effets de la calmoduline et de la sous unité catalytique
sont donc potentiels plutdt qu'additifs. La préphosphorylation
des membranes plasmatiques cardiaques entraine une augmentation
du taux de Ca (++) accumulé, ceci aussi bien pour de faible
concentration en Ca (++) que pour des concentrations saturantes
en Ca (++). Ceci est contraire au transport du Ca (++) dans

les membranes du réticulum sarcoplasmique ou la phosphorylation
des membranes du réticulum sarcoplasmique affecte la prise de
Ca (++) significativement seulement & des concentrations en

Ca (++) £ l/iI:Z.(‘.‘Jet'ter et coll ; 1982).

#

Velema et coll sont plus nuancés sn ce qui concer-
ne l'effet de la phosphorylation des protéines du sarcolemme sur
le transport actif du Ca (++) au niveau du sarcolemme. Utilisant
des vésicules de membrane plasmatique cardiaque parfaitement iso-
1és, ils ont mis en évidence une inhibition ou une stimulation
de la pompe & Ca (++) en fonction du taux de protéine du sarco-
lemme et du rapport Protéine XKinase sur Protéine du sarcolemme.
L'accunulation de Ca (++) dépendante de 1'ATP dans les vésicules
de sarcolemme représente une sortie active de Ca (++) in vivo.
Cette sortie de Ca (++) participe & la'diminution de la concentra-
tion en Ca (++) cytosolique. Si le rapport Protéine Kinase/Fro-
téine sarcolemmique est faible, la Protéine Kinase cAP dépendan-~
te est activée et le transport de Ca (++) par le sarcolemme est
stimulé., Quand ce rapport est élevé, le transport actif du Ca (++)
est inhibé ce qui suggére qu'un niveau élevé de phosphorylation
des protéines du sarcolemme di & une augmentation de la quantité
de Protéine Kinase, induit une inhibition de la pompe & Ca (++).

L'ouverture du canal a calcium lent du satcolenne
est aussi modulé par une phosphorylation dépendante de 1'A:Pc, une
telle phosphorylation inhibe la prise de Ca (++) en ouvrant les
canaux calciques de la membrane. A la fois 1l'inhibition de 1la
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pompe & calcium et l'ouverture des canaux Ca (++) peuvent &tre
interprétés comme participant a 1l'effet inotropique positif des

catécholamines (Velema et coll ; 1983).

-1l résulte de tout ceci que 1l'on ne sait tou-
jours pas si la pompe & Ca (++) elle méme est le substrat de la
Protéine Kinase cAMP dépendante ou s'il s'agit d'une protéine
qui lui est associée. (Halech, Demaille ; 1983).

2.3 La régulation de 1'échangeur Na (+)/Ca (++)

Les études sur 1l'échangeur Na (+)/Ca (++) ont
progressées depuis l'utilisation de vésicules de sarcolemme. Il
a alors été établi que 1l'échangeur est réversible, il a une rela-
tivement faible affinité pour le Ca (++), il a une vitesse maxi-
male de transport qui est 30 fois plus forte que celle de 1'AT
Pase. La stoechiométrie probable est 3 Na (+)échangé contre 1
Ca (++). Philipon et coll montrent qu'’a-la fois le Ca (++) externe
et le Na (+) externe induisent l'efflux calcique & partir de
vésicules de sarcolemme isolées de ventricules de chien.
(Philipon, Nishimoto ;- 1981).

L'électrogénicité de 1'échangeur suggére qu'il pour-
rait opérer .en direction - de l'entrée de Ca (++) durant la phase er
vlateau du potentiel d'action. J'usqu'ici, la régulation -possible
de 1'échange Na (+)/Ca (++) par les cycles phosphorylation - de-
phosphorylation n'apparalt pas, mmis les effets stimulants de
1'ATP sur l'échangeur dans les membranes axonales ont été décrits.
Dans les axones, il a été montré que 1'ATP stimulait le flux de
sortie du Ca (++) de cellules exposées au Na (+) aussi bien que
le flux de sortie du Na (+) des céllules en suspension dans un
milieu riche en Ca (++).

L'observation que seul les analogues hydrolysa-
bles de 1'ATP sont capables d'activer 1l'échangeur montre qu'une
étape de thosphorylation est impliquée. L'échangeur Na (+)/Ca (++)
du sarcolemme du coeur de veau est activé par un traitement avec
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-~ATP, Mg (++) et Ca (++) et désactivé par un traitement avec
une phosphorylase phosphatase. L'effet de cette derniére peut

——&tre substitué par un—traitementavec lig (#+), Ca (++) et 1a
calmoduline. Le processus d'activation ne nécessite pas l'addi-
tion de la calmoduline mais est inhibé par les antagonistes de
la calmoduline. De toute évidence, la calmoduline endogéne est
nécessaire et suffisante. La moitié de l'activation maximale est
obtenue pour 24M de Ca (++). La calmoduline ajoutée diminue le
km du processus activateur & 0,84 il. Des expériences avec de
1'ATP marqué ont montré que le traitement activateur s'exerce
a travers une Kinase et le traitement désactivateur & travers
une phosphatase. L'opération concertée des 2 enzymes est rendue
possible grice & leur affinité différente pour le Ca (++). A
des concentrations saturantes en Ca (++), la quantité d'ATFP
peut influencer la balance des 2 enzymes. (Caroni, Carafoli ;

1983).

3) Pertinence physiologique de tels systémes

Les deux principaux effets mécaniques des catéchola-
mines sur le myocarde sont l'augmentation de la contractilité,
c'est-a-dire l'effet inotropique positif et le raccourcissement
de la systole.

B-adrenergic
agent
;
v
adenylate cyclase
ATP cAMP R-cAMP

(ncm-activated ) RC C (ectivated protein kinase)
protein kinase,

phospholamban  phosphorylated
phosgholmban

4=

basal Ca-ATPase enhenced Ca-ATPase

and transport and transport
/ increasedl Ca in SR

abbreviation increased Ca release

of systole in subsequent contractions

Lenhanced contractility |

Fig. 5 A possible mechanism for 8-adrenergic effects on con-
tractihty, mediated by enhanced Ca uptake by the sarcoplasmic
reticulum (S R). RC represents protein kinase in soluble form or
in association with SR membranes. R represents the regulatory
subunit, C the catalytic subunit of the protein kinase.

Tada, Yamada ;(1932)



De tels effets des catécholamines sont supposés

8tre produits durant le couplage excitation-contraction en

altérant Ies flux de Ca (++) a travers les deux principales
membranes le réticulum sarcoplasmique et le sarcolemme dans
les cellules myocardiques.

CAMP - dependent Ca movements Mechanical effects
Phasphorylation
emmo | Phosphoryiation of o . Accelerated rate
Sarcol chonnel pfo'ein - Ca lnflu;P of contraction

Enhonced

Phasphoryiotion of P Ca reiecse f contractility

Sarcaplasmic | phospholamban
reticulum and
Phosphoiombon-induced Accelerated rate
augmentation of ATPuae. Co uptake t — of reloxation

FIGURE é Role of membrane phasphorylation in augmentation of Ca fluxes during catecholamine-induced
responses of the myocardium. The B-adrenergic actions of catecholamines, inducing several

ponses on the heart, were interpreted to be mediated by cAMP-dependent phosphorylation and
subsequent augmentation of Ca fluxes in two principal membranes, sarcolemma and SR. The chain of events
taking place in SR, the main topics in the present review, were compared with those in sarcolemma. In the latter,
an increased Ca influx associated with phosphorylation of a channel protein [#2] would cause accelerated rate
of contraction by cither or both of the following mechanisms: (a) Increased Ca influx could directly augment the
contraction by increasing the intracellular Ca?*, (b) Increased Ca influx enhances Ca-induced Ca release in SR,
thus augmenting the rate of contraction.

Tada, Inui ; (3383)

Le cAMP et le systéme phospholambane - ATPase du réti-

culum sarcoplasmigue peuvent altérer l'accumulation de Ca (++) ’
et, plus tard, le taux de libération du Ca (++). Le flux dientree
duv C; {++) & travers la membrane du sarcolemme est augm?nte du-
rant la stimulation B adrénergique des cellules myocardiques. ’
L'effet est Al & une stimulation cAMP dépendante du canal'pr?t?-
jque. La protéine vhosphorylée exhibe des caractéristiques simi-
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laires & celles du phospholambane.

En présence de cANP, l'accélération de la prise de
Ca (++) par le systéme ATPase - phospholambane peut expliquer
1'accélération de la relaxation car l'augmentation de la prise
de Ca (++) par le réticulum sarcoplasmique diminue la quantité
de Ca (++) fixée & la troponine. Un tel effet peut éventuellement
augmenter la quantité de Ca (++) stockée dans le réticulum sarco-
plasmique en retenant dans le réticulum sarcoplasmique une partie
du Ca (++) qui aurait été autrement perdu durant le diastole.

Les catécholamines induisent une augmentation du
flux d'entrée du Ca (++) au travers du sarcolemme, ce qui entrai-
ne les deux effets suivants sur le réticulum sarcoplasmique.

- augmentation de la libération du Ca (++), induite
par le Ca (++) intracellulaire, & partir du réti-
culum sarcoplasmique.

- augmentation des quantités de Ca (++) accumulées
£ar le réticulum sarcoplasmique.

L'augmentation de 1'influx de Ca (++) & travers le
sarcolemme augmente la libération de Ca (++) du réticulum sar-
coplasmique grice 4 un mécanisme induit par le Ca (++) lui-méme.
La libération accrue de Ca (++) & partir du réticulum sarcoplas-
mique augmente & son tour & la fois le niveau et la durée des
contractions myofibrillaires.

Grice 2 l'aequorine, protéine bioluminescente sen-
sible au Ca (++), on mesure la concentration en Ca (++) cytoplas-
mique et on montre que les catecholémines augmentent & la fois
la libération de Ca (++) du réticulum surcoplasmique dans le
cytoplasme durant la phase précose de la centraction et le re-
pompage du Ca (++) dans le réticulum sarcoplasmique durant la

relaxation.
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Le fait que la quantité d'AMPc intracellulaire aug-
mente avant le développement de la contraction, aprés 1'expo-

sition du coeur aux catecholamines est encore l'objst de contro-
verse. lM@me si les catécholamines ne causent pas une augmentation
significative de 1'AMPc, une subtile augmentation de 1'AilPc

dans une région précise intracellulaire peut donner lieu & des
changements mécaniques significatifs.

B) Phosphorylation des protéines intervenant dans le *rans-
port du Ca (++) au niveau du muscle sguelettique

Les protéines du réticulum sarceplasmique du muscle
squelettique de lapin fixent spécifiquement le 8 azido - ANP cy-
clique marqué au P32, Ces protéines représentent les Protéines
Kinases cAMP dépendante. Ceci suggere une modulation du transport
du Ca (++) par phosphorylation protéique. (Lord, Richards ; 1921).

Kranias et coll présentent 1'évidence que le réticu-
lum sarcoplasmique du muscle squelettique de lapin contient une
Protéine Kinase intrinséque indépendante de 1'AlMPc qui peut phos-
phoryler un composant membranairz endogéne. La stabilité chimique
de cette protéine phosphorylée indique que le phcsphate est 1ié
A la protéine du réticulum sarcoplasmique par une liaison phos-
phoester. L'addition de Protéine Kinase exogéne dépendante de
1'APc augmente la phosphorylation du réticulum sarcoplasmique
de 25 _a 100 <%.

Kirshberger, Tada ; (1976) et Caswell et coll n'a-
vaient pas pu mettre en évidence une phosphorylation des micro=-
somes squelettiques car leurs expériences n'avaient pas lieu aux
conditions optimales (Haute activité spécifique de 1'ATP [PBZi}
préincubation des membranes & 30 ° C avant le début de la réaction
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protéine du réticulum sarcoplasmique & une concentration de
1 mg/ml, forte AS de la Protéine Kinase exogéne). La Protéine

Kinase du réticulum sarcoplasmique de muscle squelettique de
lapin est inhibée & des concentrations en Ca (++) > a 108 5,
indiquant qu'il ne s'agit pas d'une phosphorylase Kinase. Le
marquage indique que la phosphorylation du réticulum sarcoplas-
mique est régulée par le Ca (++). La phosphorylation est donc
susceptible de jouer un rdle important durant le cycle contrac-
tion-relazation. La Protéine Kinase du réticulum sarcoplasmique,
contrairement aux enzymes solubles, n'est pas inhibée par 1l'inhi-
biteur protéique thermostable. La- -Protéine Kinase du réticulum
sarcoplasmique serait, soit une Protéine Kinase indépendante de
1'AMPc, soit la sous unité catalytique d'uﬁaholoenzyme dépendante
de 1'AMPc qui est liéde 4 la membrane de telle fagon que le site
d'action de 1'inhibiteur protéique soit bloqué.

La phosphorylation des membranes du réticulum sarco-
plasmique squelettique par les Protéines Kinases endogines et
exogénes a lieu sur un polypeptide de P.. = 100 000 D différent de
la protéine de 20 000 D qui est phosphorylée dans les microsomes
cardiaqués. La phosphorylation de la protéine de 100 000 D par la
Protéine Kinase .endgéne stimule a la fois le taux de transport
calcique et l'activité Ca (++) - ATPase. La phosphorylation par
la Protéine Kinase exogéne dépendante de 1'AllPc a un effet stimu-~
lateur plus prononcé sur la pompe calcique (Kranias, Bick ; 1980).

Varsanyi et coll montrent que 1l'incorporation d'al-
kylphosphate dans un polypeptide de PII = 100 000 D du réticulum
sarcoplasmique intact du muscle squelettique reorésente la phos-
phorylation de 1'ATPase du transport du Ca (++). Ceci car :

(i) le maximum d'alkylphosphate incorporé qui atteing
0,7 mole/molécule de 100 000 g correspond a une phosphorylation
stoeckiométrique de 1'ATPase du transport du Ca (++), puisque
cette protéine représente environ 70 % des protéines totales du

réticulum sarcoplagmique.
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(ii) la phosphorylase Kinase catalyse 1'incorporation
de phosphate sous forme d‘'alkylphosphate dans 1'ATPase purifiée

du transport du Ca (++) & peu prés en quantité identique.

L'incorporation de phosphate dans 1'ATPase peut &tre
observée sous 2 conditions :

(i) & des concentrations manomolaires en Ca (++),
(ii) & des concentrations micromolaires de Ca (++) en
1l'absence ou en présence de phosphorylase Kinase.

L'incorporation & une concentration pdnomolaire de
Ca (++) est catalysée par une Protéine Kinase, indépendante du
Ca (++), 1lide & la membrane. Cette Protéine Kinase est différente
de la phosphorylase Kinase et de la Protéine Kinase cAlMP dépendante
puisque la phosphorylation n'est ni inhibée par les anticorps anti-
phosphorylase kinasé ni par l'inhibiteur thermostable de la protéine
kinase ‘dépendante de 1'AMPc.

A des concentrations micromolaires en Ca (++) et
sans addition de phosphorylase Kinase, 1'ATPase incorpore sous
forme d'alkylphosphate 50 % de la quantité de phosphate quiest
incorporée lorsque la concentration en Ca (++) est de l'ordre de
la manomole.

~

La phosphorylation est alors catalysée par la Protéine
Kinase endogdne indépendante du Ca (++). L'addition de phospho-
rylase Kinase augmente la quantité d'alkylphosphate. Donc, les
phosphorylations observées auraient lieu sur 2 sites, l'un impli-
quant la Protéine Kinase endogéne, l'autre la phosphorylase Kina-
se ajoutée. (Varsanyi, Heilmeyer ; 1981).

11 résulte de ceci gue ni la nature de 1'alkylphos-
vhate ni celle de la Kinase qui catalyse cette formation d'al-
kylphosphate n'a été clairement identifiée.
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Varsanyi et coll en 1983 rapportent qu'un phospha-
tidylinositol phosphate est formé sur 1'ATPase calcique et ceci

en correliation avec uné activation de 1l'ATPase,

Une mole de phodsphatidylinositol phosphate est formée
par mole d'ATPase calcique quand l'enzyme est incubé avec ATF
et Mg (++). La phosphorylation de ce phosphatidylinositel associée
a4 1l'enzyme représente 1'alkylphosphate décrit par les mémes auteurs
en 1981. La phosphorylation d'une mole de phesphatidylinositol
par protéine de 100 000 D est corrélée avec une augmentation de
7 fois de 1l'affinité pour le Ca (++) et du turn over maximal de
1'enzyme.

On est cdans 1'impossibilité de rompre la liaison entre
le phosphatidylinositol phosphate et la protéine puisgque une par-
tie du phospholipide acide co-migre durant 1l'électrophorése sur
SDS avec 1l'ATPase calcigue et l'autre partie avec un composant
de 9 000 - 10 000 D. Le phosphatidylinositol semble eétre associé
avec la partie hydrophobe de l'enzyme. Cette dernieére partie doit
contenir un protéolipide avec lequel le phosphatidylinositol
phosphate est associé, a en Jjuger par l'extraction du complexe
avec un solvant acide organique et par son comportement durant
la chromatographie sur Sephadex LH 50. (Varsanyi et coll ; 1983).

- - - Ty s - > - ——— e -t D s e ey . onas WY B . S D TS D A D -

siichalak et coll ont montré qulne glycoprotéine de
Fil = 53 000 D est présente avec 1'ATPase a un taux constant dans
les préparations de réticulum sarcoplasmique de muscle squeletti-
que. Ils ont donc proposé gque cette glycoprotéine, analogue 2 la
sous unité glycoprotéique de 1'ATPase membranaire (Na (+), X (+)),
soit impliquée dans la régulation de 1'ATPase calcique (Iichalak
et coll ; 1980). Ceci est en accord avec les travaux de Chiesi
et coll qui ont constaté que l'accumulation de Ca (++) et 1'hy-
drolyse de 1'ATF dépendante du Ca (++) par le réticulum sarcoplas-
mique du muscle squelettique sont inhibés par le trifluoperazine.
L'inhibition, dépendante de la présence de Ca (++), est de 90 %
avec 147'] de trifluopérazine et 0,241 de Ca ‘++), La trifluo-
perazine interagit fortement avec 2 protéines du réticulua zarco-
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plasmique : la calmoduline et la glycoprotéine de 53 000 D. Ces
2 protéines ont été purifiées par chromatographie d'affinité.
L'inhibition de l'activité du réticulum sarcoplasmique par la

trifluoperazine est corrélée avec l'interaction de Ia drogue,

avec la glycoprotéine plutdt qu'avec la calmoduline. Le principal
effet de cette inhibition est un changement dans 1'ATFase (Ca (++)
- Mg (++)) qui passe d'une forme & forte affinité & une forme &
faible affinité. De plus, Chiesi et coll ont mis en évidence la
phosphorylation dépendante de la calmoduline de 3. protéines de

PM = 57 000, 35 000 et 20 000 D de la membrane du réticulum sar-
coplasmique du muscle squelettique. La phosphorylation de ces 3
protéines, selon eux, ne joue aucun rdle dans la régulation de la
prise de Ca (++) par transport actif (Chiesi, Carafoli ; 1982).

Campbell et coll montrent eux aussi que la phosphory-
lation, dépendante du Ca (++) et de la calmoduline, d'une protéine
de PM = 60 000 est observée dans les membranes purifiées de réti-
culum sarcoplasmique de muscle squelettique. La phosphorylation de
cette protéine est stimulée par NaF qui est un inhibiteur de 1la
protéine vhosphatase. Cette phosphorylation atteint son taux maxi-
mum d'environ 55 pmole/Mg de protéine en 90 s et n'est pas affectée
par 1'AMPc. La moitié du taux de phosphorylatien maximale est ob-
tenue 2 O,lAfM de calmoduline. Le taux maximum de phosphorylation
demande 0,64/ M de calmoduline et 0,34 il de Ca (++). La phosphory-
lation dé.endante de la calmoduline de la protdine de 60 000 D est
inhibée par la trifluopérazine avec un Ki de 5Aiﬁ. Le PH optimum
est en-dessous de 5,0. La phosphorylation est inhibée & 90 % a
PH = 8, La protéine de 50 000 D contient de la phosphosérine, de
la phosphofhréonine mais pas de nhosphotyrosine. L'électrophorése
an gel de polyacrylamide en 2 dimensions, et 1'immunoprécipitation
montrent que la phosrhoprotéine de 60 000 D n'est pas le calseques-
trin. La digestion par les endo B - N acetnglucosaminidases H et
D ne modifie pas son P!l indiquant qu'il ne s'agit pas d'une glyco-
protdine contrairement & ce que pensaient iichalak et coll ; 1930
et Chiesi, Carafoli ; 1982. Campbell et coll montrent aussi que
1la phosphorylation de la protéine intervient dans 1l'accunulation
du Ca (++) dans les vésicules du réticulum sarcorlasmique.
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En effet, la préparation des vésicules du réticulum sarcoplasmique
avec 1'EGTA, qui supprime l'action de la calmoduline, diminue les
phosphorylations endogénes. On observe alors une diminution de

I'accumulation du Ca (F¥) dans les vésicules du réticulum sarco=—
‘plasmique.

Un fort PH inhibant la phosphorylation diminue l‘*ac-
cumulation de Ca (++) dans les vésicules du Réticulum sarcoplas-
mique. La phosphorylation, dépendante du Ca (++) et de la calmo-
duline, de la protéine de PiI = 60 000 D du réticulum sarcoplasmi-
que du muscle squelettique est impliquée dans la fermeture d'une
porte du canal par lequel se fait la libération du Ca (++), aupa-
ravant ouverte en l'absence du gradient de protons.

On ne sait pas si la protéine de 60 000 D peut elle
méme &tre le canal de sortie du Ca (++) ou s'il s'agit d'une Ki-
nase qui fonctionne dans une cascade de réactions impliquées dans
la libération du Ca (++). On pense que sa concentration dans 1la
merbrane serait suffisante pour permettre la libération de Ca (++)
puisque seulement quelques canaux sont nécessaires & la libéra-
tion du Ca (++) observée in situ. (Campbell, Mac Lennan ; 1982).

3) lécanisme de la stimulation de 1'ATPase Ca (++) dépen-
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Plusieurs vhosphoprotéines ont été identifiées, elles
sont assocides avec les vésicules du réticulum sarcoplasmique du
muscle squelettique mais leurs rdles n'ont pas été clairement dé-

finis.

Des substrats protéiques de la Protéine Kinase dépendan-
te de la calmoduline de Pii entre 20 000 et 90 000 ont été identi-
fides par Campbell, 'lac Lennan ; 1982 ; Chiesi, Carafoli ; 1982.
Campbell et coll, corme nous l'avons vu, suggérent un rdle de la
phosphorylation, dépendante de la calmoduline, des protéines du
réticulum sarcoplasmique squelettique dans la régulation du trans-
vort calcique.‘Par contre, Chiesi et Carafoli en 1982 estiment que
la phosphorylation dépendante de la calmoduline ne joue pas de rdle
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dans la régulation de la prise de Ca (++). Donc, les effets de
la phosphorylation dépendante de la calmoduline sur les vésicules
i ’l. 3 -1 . . - ﬂ t" i ] 3 m_e ‘

établis.

Kranias, Mandel et coll, en 1980, ont montré que le
réticulum sarcoplasmique squelettique contient une phosphoprotéine
de Pli = 100 K Dalton et que cette phosphorylation est & relier a
l'augmentation de la vitesse d'hydrolyse de 1'ATP et & la prise
de Ca (++). Dans une nouvelle publication, Kranias £lucide le mé-
canisme par lequel la phosphorylation du réticulum sarcoplasmique
squelettique régule l'activité de 1'ATPase calcique.

Dans le réticulum sarcoplasmique, la phosphorylation
par la Protéine Kinase cAMP dépendante résulte en une stimulation
du transport calcique et de 1'ATPase calcique. La phosphorylation
a lieu alers sur une protéine de 22 K Dalton, le phosphoilambane.
Cette phosphorylation entraine une augmentation des niveaux de
EnNP et une augmentation Qe la vitesse de décomposition de Ewu P.
Il est possible que la protéine de 100 K Dalton du réticulum
sarcoplasmique squelettique joue un rdéle régulateur sur la pompe
calcique ceci d'une maniére analogue 2 la protéine de 22 X Dalton:
le phospholambane. Pour déterminer le mécanisme moléculaire par
lequel 1a phosphorylation du réticulum sarcoplasmique du nmuscle
squelettique régule 1'ATPase calcique, on a étudié 1l'effet de la
Protéine Kinase sur les étapes de la réaction Ca {++) ATPase.

On rapporte que la phosphorylation provoque une stimulation mar-
quée des taux initiaux de formation et de décowmposition de Ew F.
Ces découvertes suggérent que la Protéine Kinase doit réguler les
étapes élémentaires de l'activité Ca (++) ATPase du réticulum
sarcoplasmique squelettique et que le mécanisme de la régulation
est analogue & celui du réticulum sarcoplasmique cardiaque. Donc,
il n'est probablement pas essentiel d'avoir une phosphcprotéine
spécifique dans le réticulum sarcoplasmique mais la localisation
de cette protdine dans le microenvironnement de 1'ATPase calcique
est important pour les effets de cette phosphorylation sur l'acti-
vité Ca (++4) - ATPase., (Kranias et coll ; 1983).
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c) Phosphorylation des protéines intervenant dans le trans-
pors du Ca (++) au niveau des cellules sansuines

Les plaquettes sont des fragments anuclés de méga-
karyocytes constituant des modéles trés utilisés pour étudier le
couplage excitation-contraction.

Le Peuch et coll isolent des vésicules dont la face
cytoplasmique est orientée vers l'extérieur. Ils montrent que ces
vésicules accumulant le Ca (++) contiennent une ( Ca (++) - lg (++)
ATPase de PM = 120 000 D. L'intermédiaire Acylphosphate (E~P)
obtenue aprés incubation de la pompe en présence_de lig (EYBZP)

ATP est sensible & 1'hydroxylamine. De plus, ils montrent qu'a-
prés incubation de ces vésicules avec la sous unité catalytique de
la Protéine Kinase cAMP dépendante une protéine membranaire de
Pii = 23 000 est phosphorylée. Une telle phosphorylation a aussi
été décrite par Kiser-Glanzmann et coll en 1979. Cette phosphory-
lation de la protéine de Pii = 23 000 n'a aucun effet sur la prise
de Ca (++) ou sur l'activité de 1'ATPase (Ca (++)=iig (++)). Au
contraire, le flux du Ca (++) & partir de ces vésicules est dou-
blé aprées la phosphorylation cAllP dépendante de la grotéine

de PIf = 23 K Dalton. ‘

Ce polypeptide de P! = 23 K Dalton est comparé au
phospholambane l'activateur phosphorylable de 1'ATPace (Ca (++)-
Mg (++)) dans le réticulum sarcoplasmique cardiaque. Excepté un
PM similaire, la phosphoprotéine des plaquettes différe striciement
du phospholambane. Aprés traitement par des détergents non ioniques
(Triton X 100) et aprés électrophorise sur gel de dodecyl sulfate
on n'observe aucune dissociation de czette vhosphoprotéine alors
gue le phospholambane est dissocié en nonoméres de 11 XD, Zn plus,
le polypeptide des plaquettes est un bon substrat pour la 8ous
unité catalyticue de la Iroiéine Kinase cA P dépendante mais n'ap-

parait pas étre phosphorylé par la rrotéine Kinase calcium calmo-
laibane est phosphoryléd par la Frotdins Kinase cAF dérendante, vpar
une Trosiine Xinase Ca (++) - calmoduline dépendante et aussi par

w2 Irotéine Kinase cytosoligue activée par le calcium et dépen-
dante des phospholipides. Cette derniére Kinase est en tris forte
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concentration dans les plaguettes mais ne semble pas phosphoryler
la protéine de FM = 23 000 D des plaguettes. Cet accepteur de phos-
phate de PM = 23 000 n'est pas phosphorylé quand les vésicules

sont incubdesen présence de €z {++) ouen présence de Ca (++) et —
de calmoduline. Cette calmoduline est liée aux vésicules et re-
présente 0,5 % de la fraction membranaire, Dans le cytosol des pla-
quettes, on trouve 4 protéines majeures fixant la calmoduline

(PM = 94 000, 87 000, 60 000 et 43 000) et quelques protéines mi=-
neures fixant la calmoduline dans la fraction membranaires (PM =

62 000, 57 000, 39 000 et 37 000).

La calmoduline n'a pas d'effet sur le flux de sortie
du Ca (++) quand elle est ajoutée en présence ou en l'absence de
la sous unité catalytique de la Protéine Kinase. Le flux de sortie
calcique stimulé par la phosphorylation cA¥P dépendante est dans
tous les cas dirigée vers le compartiment riche en ilg ATP, c'est-a-
dire le cytosol. (Le Peuch et coll ; 1383).

Dans les lymphocytes, un stimulus mitogénique pro-
duit un influx de Ca (++) et cette entrée de Ca (++) est nécessaire
a4 la transformation blastique. La pompe calcigue de la membrane
plasmatique doit &tre présente pour compenser ces chargements de
Ca (++) cellulaire, Elle assure une distribution physiologique
des ions Ca (++) entre les cellules et leur environnement.

Sarkadi et coll cherchent & caractériser le transport
membranaire du Ca (++) dans les lymphocytes humains qui peuvent
constifuer un modéle de régulation de la pompe calcique. Les ca-~
ractéristiques de la pompe & calcium sont étudiées dans les lym-
phocytes intacts du sang périphérique et dans des vésicules re-
tournées prévarées & partir de membranes plasmatiques. Les vési-
rules retourndes servant aussi a étudier la phosphorylation membra-
naire induite par le Ca (++) & partir de 1'ATP.

Les lymphocytes intacts sont chargés avec du Ca (++)
par une courte exvosition avec 1l'ionophore A 23187. Aprés 1'éli-
mination de ce ionophore, une sortie de Ca (++) dépendante de
1'ATP se produit. La pompe & calcium dans les lymphocytes intacts



est insensible a4 1l'ouabaine et, jusqu'a ce que 1'ATP cellulaire
soit en quantité suffisante, & 1l'oligomycine et au dinitriphénol.

Les vésicules retournées, préparées par lyse hypoto-
nlque des lymphocytes intacts, montrent une prise de Ca (++) dépen-

dante de 1'ATP et de ig (++). Ce transport calcique est insensi-
ble & 1l'ouabaine, & l'oligomycine ou au dinitrophénol tandis
gqu'il est bloqué par le lanthanum et la quercetin. La calmoduline
stimule significativement la pompe calcique dans les vésicules
lavées & 1'EDTA. La prise de Ca (++),respectivement dépendante

de 1'ATP et indépendante, montre différents taux de dépendance vis

3 vis du Ca (++),.

Quand les vésicules retournées sont incubées en
présence d4d'ATF marqué, une incorporation de P 32 induite par le
Ca (++) se fait sur une protéine de P = 120 - 150 000 D. Le poids
de cette protéine varie suivant la méthode de lavage utilisée-
avec EDTA ou sans EDTA. La phosphorylation de la protéine de
P:1 = 150 000 est en corrélation étroite avec une activation par
la calmoduline. La stiaulation par la calmgduline de la pompe &
Ca (++3 a lieu par la liaison d'une sous unité de la poumpe de
PiT = 20 - 30 000 & la surface de la membrane interne. Cette sous
unité est susceptible d'attaque protéolytique. La protéolyse
active la pompe & Ca (++) et supprime la possibilité de stinmu-
lation par la calmoduline et la liaison du Ca (++) & 1l'enzyme.
2 sensibilité 2 la stimulation par la calmoduline et la protéo-
lyse partielle de la pompe & calcium sont en relation inverse.

(Sarkadi et coll ; 1982).

3) Dans_les_erythrocytes
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Dans les plaquettes aucun effet de la calmoduline
sur la prise de Ca (++) n'a été mis en évidence. Par contre,

pour les erythrocytes, grace a 1l'emploi de 1l'azido 1125 calmo-~
duline, dérivé radioactif photoactivable de la calmoduline, Hinds
et coll mettent en évidence une fixation de ce dérivé & 1'ATPase
(Ca (++) - Mg (++)).

Le produit obtenu a un PM de 1468 000 D, il repré-
sente 1'ATPase de PM = 150 000 D ayant fixée la calmoduline. La
qugntité de produit formé est en corrélation avec 1l'augmentation
de 1'activité basale de 1'ATPase (Ca (++) - lig (++)) et 1'augmen-
tation du transport basal du Ca (++). (Hinds, Andreasen ; 1981}.

Weller dans son livre cite une action de 1'AMP cycli-
que sur la perméabilité au Ca (++) des préparations membranaires
d'erythrocytes de poulet par un processus qui n'implique pas la
phosphorylation protéique. Le cAMP seul augmente la perméabilité
au Ca (++), par contre la phosphorylation des protéines cAMP dé-
pendante dans la membrane erythrocytaire diminue la perméabilité
au calcium sans affecter ' celle aux autres ions. (Weller ;

1979).

ATP

ATP

Figure 7 A hypothetical scheme for the relation between cyclic AMP and protein
phosphorylation in the control of Ca?* permeability. A plus sign indicates stimulation

and a negative sign inhibitio

ieller ;?1979)
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Conclusion

La phosphorylation protéique intervenant dans la régulation
du transport du Ca (++) est un phénoméne relativement bien connu
au niveau du coeur. Ainsi la preuve a été faite que la stimulation
B adrénergique résulte de la phosphorylation du phospholambane
(Lindemann et coll ; 1983). Seulement quelques points obsdurs
subsistent au niveau de ce tissu , aussi pour le moment le mé-
canisme moléculaire par lequel le phospholambane sous sa forme
phosphorylée accroit l'activité de 1'ATPase calcique du réticulum’
sarcoplasmique est inconnu. Au niveau du sarcolemme, on ignore si
la pompe elle-méme ou une protéine qui lui est associée est le sub-
strat de la Protéine Kinase cAllP dépendanté.

Pour le muscle squelettique, la nature de la protéine de
M = 50 000 D reste & déterminer ainsi que son réle éventuel quand
elle est phosphorylée dans 1l'augmentation de la prise de Ca (++).

En ce qui concerne les erythrocytes, on a observé contrai-
rement aux tissus précédents une diminution de la perméabilité
au Ca (++) par la phosvhorylation protéique.

Withrich et Steck en 1981 ont étudié le rdle de la phos-
phorylation sur la perméabilité des vésicules membranaires myé-
liniques de cerveau bovin et n'‘ont noté aucune différence de dif-
fusion du Ca (++), que la protéine basique myélinique soit phos-
phorylée ou non.

I1 résulte donc que ces études sur les membranes de mammi-
féres révélent des différences marquées en ce gqui concerne le
role de la phosphorylation des protéines dans la perméabilité
au Ca (++).



IV ) BIBLIOGRAFHIE




59

A.N.R.T. (Association Nationale de la Recherche Technique),
1980. Bases et banques de données accessibles en conversa-

tionnel en France. Paris.

CACHELIN A.B., DE PEYER J.E., 1983. Ca (++) channel modulation
by 8 bromocyclic AMP in cultured heart cells. Nature. 304 :
462 - L6k,

CAMPBELL K.P., [MAC LENNAN D.H., 1982. A calmodulin dependant
Protein Kinase system from skeletal muscle sarcoplasmic
reticulum. Phosphorylation of a 60 000 Falton protein. J.
Biol. Chem. 257 : 1238 - 1246.

CAPONY J.P., RINALDI I.L., GUILLEUX F., DEMAILLE J.G., 1983.
Isolation of cardiac membrane proteolipids by high pressure
liquid chromatography : a comparison of reticular and sar-
colemmal proteolipids phospholamban and calciductin. Biochim.
Biophys. Acta. 728 : 83 - 9l.

CARONI P., CARAFOLI E., 1981. Regulation of Ca (++) pumping
ATPase of heart sarcolemma by a phosphorylation - dephos-
phorylation process. J. Biol. Chem. 256 : 9371 - 9373.

CARONT P., CARAFOLI E., 1983. The regulation of the Na (+) - Ca
(++) exchanger of heart sarcolemma. Eur. J. Biochem. 132
L5l - 460.

CASWELL A.H., BAKER S. P., BCYD H., POTT=R L. T., GARCIA I.,
1978. B adrenergic receptor and adenylate cyclase in trans-
verse tubules of skeletal muscle. J. Biol. Chem. 253 : 3049 =
3054,

CAVADORE J.C.,LE PEUCH J., WALSH #.P., VALLET B., lOLLA A., DE-
MAILIE J.G., 1981. Calcium calmodulin dependant phosphory-
lations in the control of muscular contraction. Biochimie,
63 : 301 - 306.

CHIESI M., CARAFOLI E., 1982. The regulation of Ca (++) trans-
port by fast skeletal muscle sarcoplasmic reticulum. Role
of calmodulin and of the 53 000 D glycoprotein. J. Biol.
Chem., 257 : 974 - 991.

COHEN P., 1980. Recently discovered systems of enzyme regulation
by reversible phosphorylation. Elsevier - New York.



DEMAILIE J.G., PECHERE J.F., 1983. The control of contractility
by protein phosphorylation. Adv. cyecl. Nucl. Prot. Phosph-

ryl. Res. 15 : 337 - 371,
FABIATO A., FABIATO F., 1979. Calcium and cardiac excitation-
contraction coupling. Ann., Rev. Physiol. 41 : 473 - 484,
HAIECH J., DEMAILLE J.G., 1983. Phosphorylation and the control

of calcium fluxes, Phil, Trans. R. Soc. Lond. B302 :.91 - 98

HINDS T.R., ANDREASEN T.J., 1981l. Photochemical cross-linking
of azido calmodulin to the (Ca (++) = lig (++)) ATFase of
the erythrocyte membrane. J. Biol. Chem. 256 : 7C77 - 78E2.
KARSANOV N.V., KHUGASHVILI Z.G., 1983, Effect of calmodulin
and 3' 5' AMP dependante Protein Kinase on calciun transport
by reticulum sarcoplasmic of normal rabbit myocardium and

in toxico-allergic myocarditis. Biokhimiia. 48 : 1359 - 13554,

KASER-GLANZIAMY R., GERBER E., LUSCHER =Z.F., 1979. Regulation
of the intracellular calcium level in human blood platelets
cyclic adenosine 3' 5' monophosphate dependant phosphoryla-
tion of a 22 000 Dalton component in isolated Ca (++) accu-
mulating resicles. Biochim. Biophys. Acta. 558 : 344 -~ 347,

KIRSHBERGER ™.A., ANTONETZ T., 1982. Calmodulin mediated regu-
lation of calcium transport and (Ca (++) - .g (++)) acti-
vated ATIase activity in isolated cardiac sarcoplasmic re-
ticulum. J. Biol. Chem., 257 : 535 - 5591.

KIRSHBERGER :'.A., TADA !i., 1976, iffects of adenosine 3' 35°
monopr.osphate dependant protein Kinase on sarcoplasmic
"reticulum isolated from cardiac and slow and fast contrac-
ting skeletal muscles. J. Biol. Chem. 25 : 725 - 729.

KIRSHBERGER :1.A., WRONG D., 1973. Calcium efflux from isolated
cardiac sarcoplasmic reticulum. J. Biol., Chem, 253 : o941 -
6945,

KRANIAS E.G., BICK R., SCHYWARTZ A., 1280. Fhosphorylation of a
100 000 Dalton component and its relationship to calcium
transport in sarcoplasmic reticulum from rabbit skeletal
muscle. Biochim. 3iophys. Acta. 923 : 43& - 450,



61

KRANIAS E.G., MANDEL F., WRANG T., SCHWARTZ A., 1980. Mechanism

of the stimulationm of calcium imdependant—adenosine tri=—
phosphatase of cardiac sarcoplasmic reticulum by adenosine

3' 5' monophosphate dependant Protein Kinase. Biochemistry.
19 : 5434 - 5439.

KRANIAS E.G., SAMAHA F.J., SCHWARTZ A., 1983. Mechanism of the
stimulation of Ca (++) dependant ATPase of skeletal muscle
sarcoplasmic reticulum by Protein Kinase. Biochim. Biophys.
Acta. 731 : 79 - 87.

KRANIAS E.G., SCHWARTZ A., JUNGMANN R.A., 1982, Characterization
of cyclic 3' 5' AMC dependant Protein Kinase in reticulum
sarcoplasmic and cytosol of canine myocardium. Biochim.
Biophys. Acta. 709 : 28 - 37.

LAMERS J.M., STINIS J.T., 1980. Phosphorylation of low molecular
weight proteins in purified preparations of rat heart sar-
colemma and sarcoplasmic reticulum. Biochim. Bilophys. Acta. -
624 3 443 - 459.

LAMERS J.M., STINIS J.T., DE JONGE H.G., 1981. On the role of
cyclic AMP and Ca (++)-calmodulin-dependant phosphorylation
in the control of (Ca (++)-lg (++)) ATPase of cardiac sar-
colemma. FEBS. Lett. 127 : 139 - 143.

LE PEUCH C.J., HAIECH J., DEMAILLE J.G.,1979. Concerted regulatior
of cardiac sarcoplasmic reticulum calcium transport by
cyclic adenosine monophosphate dependant and calcium calmo-
dulin dependant phosphorylations. Biochemistry. 1l& :5150 -
5157.

LE PEUCH ¢.J., LE PEUCH D. A.M., KATZ 5., DEINAILLE J.G., HINCKE
M,T., BREDOUX R., ENOUF J., LEVY TOLEDAWOS., CAEN J., 1983.
Regulation of calcium accumulation and efflux from platelet
vesicles. Possible role for cyclic AMP dependant phosphory-
lation and calmodulin. Biochim. Biophys. Acta. 731 : 455 - 4o

LIVAS C.J., 1980. Phosphorylation of cardiac sarcoplasmic reti-
culum by a calcium activited phospholipid dependant Brotein
Kinase. Biochem. Biophys. Res. Commun. 95 : 1378 - 1383.



62

LINDEMANN J.P., JONES L.R., HATHAWAY D.R., HENRY B.G., WATANABE
A.M., 1983. B adrenergic stimulation of phospholamban phos-

phorylation and Ca (++) - ATPase activity in Guinea Fig
venticles. J. Biolchem. 258 : 464 - 471

LOPASCHUK G., RICHTER B., KATZ S., i980. Characterization of
calmodulin effects on Ca (++) transport in cardiac microsomes
enriched in reticulum sarcoplasmic. Biochemistry. ;Q,f’5603 -
5607.

LOUIS C.F., MAFFITT M., 1982. Characterization of calmodulin me-
diated phosphorylation of cardiac muscle sarcoplasmic reti=-
culum. Archs. Biochem. Biophys. 218 : 109 - 118.

IORD S., RICHARDS F.M., 1981. The labeling with 8 azido-cyclic
adenosine monophosphate of proteins in vesicles of reticulum
sarcoplasmique from rabbit skeletal muscle. Biochim. Biophys.
Acta. 649 : 12 - 23.

MICHALAK M., CAMPBELL K.P., AC LENNAN D.H., 1980. Localisation
of the high affinity calcium binding protein and an intrinsic
glycoprotein in reticulum sarcoplasmic membranes. J. Biol.
Chem. 255 : 1317 - 1326.

PLANK B., PIFL C., HJELLMANN G., YWYSKOVSKY W., HOFFMANN R.,

SUKO J., 1983.Correlation between calmodulin dependant in-
crease in the rate of calcium transport and calmodulin de-
pendant phosphorylation of cardiac sarcoplasmic reticulum.
Eur. J. Biochem., 136 : 215 - 221.

PLANK B., WYSKOUSKY W., HELLMANN G., SUKO J., 1983. Calmodulin
‘dependant elevation of Ca (++) transport associated with
calmodulin dependant phosphorylation in reticulum sarcoplas-
mic cardiac. Biochim. Biophys. Acta. 732 : 99 - 109.

PHILIPSON K.D., NISHINMOTO A.Y., 1981. Efflux of Ca (++) from
cardiac sarcolemmal vesicles. Influence of external Ca (++)
and Na (+). J. Biol. Chem. 235 : 3698 - 3702.

RINALDI M.L., CAPONY J.P., DEMAILLE J.G., 1962. The cyclic AP
dependant modulation of cardiac sarcolemmal slow calcium
channels. J. liolec. Cell. Cardiol. 14 : 279 - 2£9,

RINALDI ¥.L., LE PEUCH C.J., DE.AILLE J.G., 1981. The epinephrine
induced activation of the cardiac slow Ca (++) channel is
mediated by the cAlP dependant phosphorylation of calmoduc-
tin. A 23 000 ! sarcolemmal protein. FEES. Lett. 129 : 277 -

281.



63

-~ SARKADI B., ENYEDI ‘A., SZASZ I., GARDOS G., 1982. Active
calcium transport and calcium dependant membrane phospho-

rylation in human peripheral blood lympnocytes., Cell.
calcium. 3 : 163 - 182.

ST LOUIS J.P., SULAKHE P.V., 1979. Phosphorylation of cardiac

sarcolemma by endogenous and exogenous Protein Kinase.
hs. Biochem. Biophys. 198 : 227 - 240.

TADA M., INUI M., 1983. Regulation of Ca (++) transport by the
ATPase phospholamban system., J. flol. Cell. cardiol. 15 :
565 = 575. '

TADA M., INUI M., YAMADA M., KADOMA M.,KIZUYA ®., ABE H.,
KAKIUCHIS., 1983. Effects of phospholamban phosphorylation
catalyzed by adenosine 3' 5' monophosphate and calmodulin
dependant Protein Kinase on calcium transport ATPase of
cardiac sarcoplasmic reticulum. J. Mol. Cell. cardiol. 15
335 - 346.

TADA M., KATZA M., 1982. Phosphorylation of the sarcoplasmic
reticulum and sarcolemma. Annu. Rev. Physiol. 44 : 401 - 423,

TADA 1., OHMORI F., KINOSHITA N., ABE H., 1978. Cyclic AMP
regulation of active calcium transport across membranes
of sarcoplasmic reticulum. kole of the 22 000 Dalton protein
phospholamban. Ad¥. Cyclic. Nucleotide. Res._9 : 355 - 3349.

TADA M., YATADA ¥ ., KADOI'A 1., INUI II,, OHiORI F., 1982.

Calcium transport by cardiac sarcoplasmic reticulum and

phosphorylation of phospholamban. .JMolec . Cell. Biochem.
45 2 73 - 95.

TADA ., YAIMADA ., OHMORI F., KUzZUYA T., INUI 1., ABE H., 1980.
Pransient state kinetic studies of Ca (++) derendant ATPase
and calcium transport by cardiac sarcoplasmic reticulum.

J. Biol. Chem. 255 : 1925 - 1992.

TADA 1., YAMA'OTO T., TONO.{URA Y., 197&. liolécular mechanism
of active calcium transport by carcoplamic reticulum. Physiol
Rev, 58 :+ 1 - 79.

TAKATI Y., KISHIMNOTO A., IWASA Y., XAJAHAYA Y., ORI T., NISHI=
ZURA Y., 1979. Calcium dependant zctivation of a multi-
fonctionnal Frotein Kinase by membrane phosphclipids. J.

Biol. Chem. 254% : 3592 - 3595.



VARSANYI M., HEILMEYER L.M.G., 1981. Phosphorylation of the
100 000 M Ca (++) transport ATPase by Ca (++) or cyclic

AP dependant and independant Protein Kinase. FEBS. Lett.
131 : 223 - 228,

VARSANYI M., TOLLE H.G., HEILMEYER L.i1.G., DAUSON R.I.C.,
IRVINE R.F., 1983. Activation of sarcoplasmic reticulum
Ca (++) transport ATPase by phosphorylation of an associa-
ted phosphatidylinositol. The EIBO JOURNAL. 2 : 1543 - 1548.

VELEIA J., BOLT G.R., ZAAGSJMA J., 1983. Cyclic AMP induced sti-
mulation and inhibition of Ca (++) uptake in rat cardiac
sarcolemma vesicles. Biochem. Pharmacal. 32 : 714 - 717,

NELLER M., 1979. Protein phosphorylaiion. The nature function
and metabolism of proteins which contain covalently bound
phosphorus. Pion Limited 207 Brondesbury Park London.

WETTER R., HAASE H., WILL H., 1982. Potentiating effect of cal-
modulin and catalytic subunit of cyclic AP dependant Pro-
tein Kinase on ATP dependant Ca (++) transport by cardiac
sarcolemma. FEBS. Lett . 148 : 326 - 330.

WILL H., 1983. Early presence of phospholamban in developing a
chick heart. FEBS. Lett. 135 : 326 - 330,

WRENN R.%W., KATOH N., 7ISE B.C., KUO J.F., 1980. Stimulation
by phosphatidylserine and calmodulin of calcium dependant
phosphorylation of endogenous proteins from cerebral cortex.
J. Biol. Chem. 24 : 12042 - 12043.

WUTHRICH C., STECK A.J., 198l. A permeability change of myelin
membrane vesicles towards cations is induced by iig ATP but
not by phosphorylation of myelin basic protein. Biochim.
Biophys. Acta. 640 : 195 - 205.







