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Cette hote de synth&se a 6te proposee par Monsieur Crou-

zoulon du laboratoire de Physiologie gSnerale et compar^e. Ce 

laboratoire travaille sur la regulation des processus de trans-

port membranaire par phosphorylation et dephosphorylation des 

protiines. 

Le transport de plusieurs types de substances interessent 

le laboratoire : 

- paimi 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 amines. 

La recherche bibliographique a donc ete faite sans spe-

cification des substances concernees par le transport. De plus, 

il a ete ddcide-; que la recherche porterait sur les articles 

publies depuis 1980. 

Puis etant donne le resultat de 1'interrogation des bases 

de donnees, il a ete convenu que le sujet de la note de synthese 

se limiterait a la regulation du transport du Ca(++) par phos-

phorylation et dephosphorylation., ceci aussi bien au niveau des 

membranes intracellulaires que plasmatiques. 



II) RECHERCHE BIBLIOGRAFHIQUE 



2 

1) Travail prgliminaire. 

Mon premier travail a consiste a consulter des ouvrages 

traltant de la phosphorylation des proteines afin de mieux 

cerner le sujet propose et ^ d^terminer les mots cles permet-

tant une recherche bibliographique intiressante. 

2) Choix des outils de recherche. 

La notion essentielle est bien sur celle de phosphorylation. 

La recherche dans les bulletins signaldtiques du C.N.R.S. et 

dans l'index permute semi annuel des Biological Abstracts par 

ce mot cle indique un grand nombre de references. 

L* examen de celles~ci montre que beaucoup sont non 

pertinentes car traltant de la phosphorylation oxydative ou de 

la phosphorylation des sucres. Or, les ref^rences recherchees 

sont celles traitant de la phosphorylation des proteines. 

De plus, ce concept de phosphorylation des proteines doit 

§tre couple avec celui de transport membranaire. Ce m£me trans-

port membranaire concernant les ions, le phosphate, les sucres... 

La recherche manuelle s'avere donc quasiement impossible. 

La recherche informatis^e sera donc le moyen choisi pour cette 

recherche bibliographique car elle permet la combinaison des 

mots cles. 

Trois bases de donnees seront choisies pour cette recherche 

bibliographique s 

- Medline, 

- Pascal, 

- Biosis. 

Ces trois bases de donnees couvrant le domaine de la Bio-

chimie, domaine concerne par le sujet de cette note de synthese. 
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CARACTERISTIQUES DE CES TROIS BASES DE DONIteES : 

MEDLINE PASCAL BIOSIS 

PRODUCTEURS 
N.L.M. 

(National Li-

brary of Medecins 

C.N.R.S. 
Bioscience 

Inforaation 

SERVEURS 

UTILISES 

N.L.M. 

(Washington) 

Telesystemes 

(La Valbonne) 

E.S.A. 
(Agence spatiale 

europeerme) 

(Italie) 

PRODUCTIONS 
Index 

Medicus 

Bulletins 

Signaletiques 

Biological 

Abstracts 

DO"AINES 

COUVERTS 

Medecine Clini-

que et experi-

mentale - Biolo-

gie et Biochimie 

Pluridiscipli-

naire 

Bacteriologie 
Botanique 
'Agriculture 
Biologie i-lolecu-
laire 

Biochimie Gggeti-

NOr.TBRE DE PE-

RIODIQUES DE-
POUILLES 4 000 12 500 8 000 

RE53AU DE 
TELETRANSiHSSION 

Telenet 

Tymenet 
Transpac Telenet 

Tymenet 

AIDE A LA 

RECHERCHE 

Thesaurus 
"Medical subjeci 
Headings" 

Lexique 
Biosis 
search 
guide 



3) Pr^sentation des equations de recherche. 

- Equation de recherche pour 11interrogation de Medline t 

Les descripteurs phosphorylation et protein sont presents 

dans le th^saurus. En ce qui concerne la notion de transport, 

le descripteur "biological transport present dans le thesaurus 

me semble tout a fait adequat. 

De plus, il parait necessaire de preciser la notion de 

phosphorylation des proteines par des termes plus specifiques. 

L'etude preliminaire du sujet m*a permis de penser a des ter-

mes tels que adenosine-cyclic-monophosphate, protein Kinase 

et calmodulin presents eux aussi dans le thesaurus. Ces trois 

termes peuvent §tre eux aussi combines avec la notion de bio-

logical transport. On aura donc deux parties dans la recherche 

bien mises en evidence par le biais des diagrammes de Venn. 

Biological 

transport 

Phosphorylation 

Les documents recherches correspondent a 1'intersection 

(A) de ces trois ensembles. 

Biological 

transport 

Calmodulm 

Protein 

Kinase Adenos±ne 

Cyclic-

vlonophosphate 

Les references recherchees dans ce deuxieme cas correspon-

dent a 1'union des trois intersections avec 1'ensemble Biologi-

cal transport. 
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L'4quation globale de recherche est donc la suivante : 

(1) : Biological transport 

(2) : Phosphorylation and protein 

(2) : 1 and 2 

(5) : (Protein Kinase and 1) or (Adenosine cyclic monophos-

phate and 1) or (Calmodulin and 1) 

(2) : 3 or k 

- Equation de recherche pour 1•interrogation de Pascal : 

De m§me que pour 11interrogation de Medline, les notions 

de phosphorylation et de protein sont elles m§mes des descrip-

teurs du lexique. Ces deux descripteurs combines par 1'opera-

teur booleen et traduiront la notion de phosphorylation de 

proteine. Le logiciel Questel permet 1'emploi de la troncature. 

Le ? remplagant n'importe quelle lettre. L'entree du descrip-

teur protein ?? permettra 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 etre ensuite couplee 

avec celle de transport. 

Un essai, en stage a 1'URPIST, m'a permis de voir que 

ces deux descripteurs couples avec le descripteur transport 

biologique ne donnait que trois references. Le descripteur 

transport biologique apparait donc trop restrictif. II semble 

donc necessaire de considerer le terme transport et d'autres 

termes synonymes tels que permeabilite, transfert, etc... 

La phosphorylation proteique ne pourra etre sur Pascal 

precisee par d'autres terines, tels que protein Kinase... car 

ces termes sont absents du lexique et ne peuvent etre utilises 

comme unitermes carnoms composes. 

La recherche sur Pascal peut se faire en langue anglaise 

ou frangaise. J'ai choisi d'interroger en langue anglaise pour 

TDouvoir ainsi prendre en compte les unitermes du titre non 
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traduits en frangais. 

Sous forme de diagramme de Venn, on aura donc : 

Phosphorylation 

A s intersection des ensembles phosphorylation et protein. 

Penneabilit; 

Transport 

Uptake 

ransfe 

L'union des quatre intersections (Antransport) ; (A n transfer) ; 

(A n uptake) ; (Anpermeability) donnera les references recher-

chees. 

Ce qui se traduit pai* l'equation suivante : 

(1) : Phosphorylation et Protein?? 

(2) : 1 et Transport 

(3.) s 1 et Permeability 

(5) • 1 et Uptake 

(^) : 1 et Transfer 

(5) : 2 ou 3 ou 4 ou 5 

La precision uniterme ou descripteur ne sera pas apportee 

dans 1'equation de recherche. Ainsi, les mots cles utilises, 

qu*ils s'agissent de descripteursou d*unitermes, seront recher-
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ches par le logiciel dans le lexique de Base implicite ou 

Basic Index (/Bl) regroupant plusieurs sous lexiques. 

- Equation de recherche pour 1'interrogation de Biosis s 

Le logiciel permet 1'emploi de la troncature et de 

l*operateur d'adjacence. Les notions de phosphorylation et 

protein sont des descripteurs du guide. En ce qui concerae 

la notion de transport membranaire, ma premiere idee fut 

d'utiliser le concept code se rapportant aux phenomenes mem-

branaires. 

Ce concept code rend compte du transport mais aussi 

d'autres types de phenomenes. Donc, en fait, ne peut §tre 

utilise car il occasionnerait trop de bruit. II est prefera-

ble d'utiliser les mots cles, transport, transfer, transit ou 

permeability. 

Les resultats obtenus anterieurement sur Nedline m'ont 

permis de voir que pour pr^ciser la notion de phosphorylation, 

il etait necessaire 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 etre 

introduite par 1'abreviation cAMP . Quant au terme de protein 

Kinase, il doit §tre introduit en deux mots relies par 1 * ope-

rateur d'adjacence (w). 

L* equation globale sera alors la suivante : 

(1) : Phosphorylation 

(2) : Protein? 

Q) • Transport ? or transfer or transit or permeability? 

(?) i 1 i 2 * 3 

(5) : c AMP 

(5) : Protein (w) Kinase 

(2) : Calmodulin 
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(8) : (3 * 5 * 6) + (3 * 7 * 6) 

( ^ )  •  4 + 8  

4) Deroulements des sessions. 

CONNEXION 

CONNEXION 

ORDINATEUR 

(LIAISON TELEPHONIQUE) 

TERMINAL RESEAU 

TRANSPAC 

CONNEXION 

TEMPS 

PARTAGE 

CONNEXION 

SYSTEME 

LOGICIEL 

CONNEXION 

BANQUE DE DONNEES 

Graoe au reseau Transpac et pour le prix d'une simple 

communication telephonique, j'ai pu entrer en liaison avec le 

serveur Telesysteme^ L'acces au NLT4 pour i-ledline et a 1*ASE 

pour Biosis se fait par contre par les reseaux Tymenet ou 

Telenet. Ces reseaux sont des reseaux de transmission par 

paquets. (Voir le schema suivant). 
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RESEAU A COMMUTATION 
OE PAQUETS 

Liaison par 
reseau commute 

Paquet tiaiisiiiig 

Raquet en Z transit / 

Liaison par paquets 

Voici les differentes operations effectuees lors de l'in-

terrogation : 

a) Numero^de^teleghone^^S^sgac 

onde porteuse 

connexion terminal - reseau telephonique 

b) Lojjin 

c) Mot__de_passe 

Message de "bienvenue 

Connexion tenninal - serveur 

en temps partage 

d) Sessions 

Pour Medline : 

(1) Biological Transport 

111 § 

(2) Fhosphorylation and Protein 
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Q) 1 and 2 (Pour s'assurer que les references 
• ,n conviennent, affichage de quelques 

titres). 

(5) (Protein Kinase and 1) or (Adenosine-cyclic-mono 

phosphate and 1) or (calmodulin and 1) 

2§2 

(1) 4 and 83 (yr) 

119 (Etant donne le trop grand nombre de 
references obtenues en 4, selection 
des references que sur 83). 

(5) 5 and not 3 (On elimine les references communes 

108 aux etapes 3 et 5)• 

(2) 3/6 (Commande en differe des references 
obtenues par les etapes 3 et 6). 

Pour Pascal s 

.. da 1980, 1984. (Le fichier Pascal couvrant les re-
ferences de 1977 a 1984, necessite 
de limiter le fichier dans le temps) 

(1) Phosphorylation and protein?? 

17^2 

(2) 1 and Transport 

64 

Q) 1 and Transfer 

8 

(5) 2 or 3 

70 

(5.) 1 and uptake 

8 
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(5) 5 or. 6 

22 

(2) 1 and permeability 
6 

(Pour s*assurer que les references 
conviennent, affichage de quelques 
titres, puis commande en differe des 
references obtenues au terme de 1'eta-
pe 8). 

(Selection des references allant de 
1980 a nos jours par 1'interaediaire 
des numeros de volumes). 

- s phosphorylation 

(1) 2980 

- s protein? 

(2) 51_822 

- f transport? or transfer? or transit or permeability? 

(^) 9323 transport? 

(5) 5£30 transfer 

(][) 304 transit 

(5) 3134 Permeability? 

(2) 12928 3 + 4 + 5 + 6  

- C 1 36 2 * ? 

(B) 66 

- s CAMP 

(1) 3Z 

(8) 7 or 8 

2§ 

Pour Biosis : 

L/69-77 
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- s protein (w) Kinase 

(I5^.4g2 

- s calmodulin 

(11)§20 

- c (9 * 10 * 7) + (11 * 10 * 7) 

(12)8 

- c 8 + 12 

(I2)2i (Affichage de (^uelques titres, com-
mande en differe des references ob-
tenues au terme de cette etape). 

Remaraue : les chiffres soulignes en pointille correspondent au 

au nombre de references obtenues au cours de chaque 

etape. 

e) Deconnexion 

Deconnexion base de donnees - terminal 

Temps d'utilisation du fichier 

Nombre de references commandees en differe 

Deconnexion - systeme 

5) Resultats de l1interrogation des bases de donnees. 

J'ai distingue la encore trois parties suivant qu'il s'a-

gissait de 1 * interrogation de Medline, Pascal ou Biosis. 

^fsultats^de^l^interrogation^de^Medline. 

Cette interrogation m'a donne 50 fo de pertinence pour l'e-

quation de recherche : 

Phosphorylation and protein and Biological ti*ansport 

Je peux donc considerer que la strategie de recherche 

etait bonne. 
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Par contre, pour 1* equation : 

(Protein Kinase and Biological tiransport) or 

(Calmodulin and Biological transport) or 

(AMPc and Biological transport) 

J'ai alors obtenu que 11 % de pertinence. Ceci s'explique 

par le bruit apporte par les termes AMPc et calmoduline. 

L'equation ecrite ainsi : 

(Protein Kinase and CAMP and Biological transport) or 

(Protein Kinase and calmodulin and Biological transport) 

sans doute, aurait apporti beaucoup moins de bruit. Ce 

resultat montre, de plus, que tres peu de textes traitant de la 

phosphorylation des proteines ne sont pas indexes par le descrip-

teur phosphorylation. Donc par ce biais, j*ai pu juge de la 

bonne qualite de 1'indexation. 

Le taux de pertinence pour cette interrogation est alors 

de 60 % dont 5 des references sont communes a iiedline. Je me 

permettrais de souligner qu'il est regrettable que les documents 

ne soient pas indexes sous la notion de transport biologique, 

presente dans le lexique ; mais par les termes de transport, 

permeabilite, transfert. L'utilisateur de la base de donnees se 

doit donc de penser a tous les termes synonymes de transport, 

ne sachant pas comment 1'indexation a ete faite. 

R®S12ii§5!L££-iIi2£ir£2£!l5i22-£!:_§i22il: • 

Le taux de pertinence calcule est alors de 40 fo dont 

31 % d e s  r e f e r e n c e s  p e r t i n e n t e s  s o n t  c o m m u n e s  a  P a s c a l  e t  3  f °  

sont communes a Medline. 

Pour cette interrogation, j'ai constate de nouveau que 

seulement 5 textes sont indexes par les termes specifiques de 
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(protein Kinase et ATIPc) ou ( protein Kinase et Calmodulin) et 

non par le terme de phosphorylation. 

En conolusion, il ressort de ces interrogations que l'u-

tilisation de plusieurs bases de donnees a permis d'accroitre le 

nombre de documents pertinents et, par consequent, de diminuer 

le silence. 

Nous avons pu constater, de plus, au'il y a peu de recou-

pement de references (5 f) entre les bases de donnees Pascal et 

riedline. Par contre, il y a plus de recoupement entre Biosis et 

Pascal (30 f), J'en conclue donc que ces deux dernieres bases cou-

vrent d'avantage les periodiques d1origine europeenne alors que 

Medline couvre d'avantage les periodiques d'origine americaine. 

D'apres la presentation faite par 1*Association Nationale 

de la Recherche Teclmologiaue (1980), 1'origine des references 

des aocuments presentes dans Pascal est surtout europeenne 

(62 f) et d'Amerique du Nord (25 fo). Biosis, par contre, traite 

les periodiques provenant d'Europe (38 f), d' Amerique du Nord 

( 2 6  f o ) ,  d '  A s i e  e t  d ' 0 c e a n i e  ( 1 5  f ) ,  d u  M o y e n - O r i e n t  ( 1 2  f ) .  

Quant a Medline, elle recueille plus de 100 periodiques frangais, 

soit a peu pres 2,5 f> du total des periodiques. 69 f des refe-

rences etant en anglais. 

Etant donne qu*aucune reference de travaux traitant de la 

phosphorylation des proteines intervenant dans le transport 

des substances organiaues ait ete trouvee ; et vu le grand nombre 

de references obtenues sur le transport de substances inorgani-

ques, il a ete decide en accord avec le chercheur que seule la 

phosphorylation des proteines regulant le transport du Ca (++) 

serait traitee. 
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6) Accfes aux documents primaires. 

Les banques de donndes ont pennis une recherche biblio-

graphique rapide par opposition h une recherche manuelle. I'Iais 

ensuite, 1'obtention des documents primaires, pour en effectuer 

la synthese, s*est revelee §tre une etape longue. 

La recherche s'est faite grace au catalogue des periodi-

ques du Rh6ne indiquant pour chacun d'eux sa localisation et 

1'etat de sa collection. Beaucoup des periodiques recherches se 

trouvaient a la Bibliotieque Universitaire de la Doua ou a la 

Biblioth&que Universitaire de Rockfeller. J'ai pourtant du me 

procurer quelques documents dans les differents laboratoires de 

la Faculte des sciences ou a 1'INSA. 

Le developpement de techniques telle que la telecopie 

devrait permettre de pallier la difficulte que constitue l*ac-

ces aux documents primaires. 

7) Conclusion. 

J*ai pu prendre conscience au cours de ces diverses ses-

sions qu'une bonne interrogation necessite la connaissance par-

faite des differents champs de la base et donc des lexiques se 

rapportant a chacun des champs. Les commandes pour 1•interrogation 

sont elles aussi differentes suivant le serveur utilise. 

Un documentaliste ne pourra donc connaitre parfaitement 

que quelques bases de donnees et se specialisera dans 1'inter-

rogation de ces bases. De plus, une certaine competence du do-

maine traite par la base sera un atout non negligeable pour une 

bonne interrogation de la base. J'ai pu voir qu'une fois l'e-

quation de recherche etablie, il faut pouvoir la moduler en 

fonction du nombre de references. Cela necessite donc un certain 

apprentissage de 1*interrogation. 
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Tout au long de ce travail, le dialogue avec le chereheur 

s'est revSld §tre necessaire. II m'a permis de definir les mots 

cles les plus significatifs, de discuter les resultats obtenus 

et de selectionner les references les plus pertinentes en fonc-

tion de ses preoccupations. 

II reste que les bases de donnees sont un moyen d*acces 

rapide aux r£f£rences souhaitees, et, en cela, constituent une 

aide precieuse aux documentalistes et donc aux chercheurs. 



III) SYNTHESS BIBLIOGRAPHIQUE 

\ 
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Introduction 

II est bien connu que la concentration en ions du milieu 

intracellulaire est differente de celle du milieu environnant. 

Ainsi, l'on sait que la concentration cellulaire est forte en 

ions KW alors qu'elle est faible en ions Na (+). De m§me, nous 

savons que le reticulum endoplasmique des cellules musculaires 

accumule les ions Ca (++). 

Les ions intracellulaires pour une grande majorite d'entre 

eux sont fixes par interaction de charges a des proteines a 

1'interieur 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 de 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 (++) est controle 

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

D'autre part, la phosphorylation de proteines membranaires 

particulieres ouvrirait ou fermerait les pores a certains ions 

diminuant ou augmentant la permeabilite passive de la membrane 

(Weller ; 1979). 

La phosphorylation proteique intervenant dans le transport 

du Ca (++) sera envisagee successivement dans les tissus suivants : 

coeur, muscle squelettique, cellules sanguines. Pour chacun de 

ces tissus, on precisera la membrane concernee par le transport. 

A) Phos-phorvlation des proteines intervenant dans le trans-

port du Ca (++) au niveau des membranes plasmatiques et intracel-

lulaires du coeur. 

Le Ca (++) joue un role majeur dans le couplage excitation 

• 
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contraction du myocarde. 

A 11etat de repos de la cellule, les ions Ca (++) sont 

repartis dans trois compartiments i 

- le cytosol est caracterise par une faible concentra-

tion en Ca (++) i (0,lyyM) 

- 1'espace extracellulaire contient approximativement 

2 mM de Ca (++) 

- le reticulum endoplasmique est capable d'accumuler de 

10 a 20 mM de Ca (++) 

La concentration cardiaque est declenchee par une aug-

mentation de 100 fois de la concentration cytosolique en Ca (++) 

qui passe de 0,1 a 10„y Ce Ca (++) provenant du reticulum en-

doplasmique et des espaces extracellulaires. Le retour aux con-

centrations initiales se fait par l*.echangeur Na( + )/Ca(++) au 

niveau du sarcolemme ou par le transport du Ca (++),ATF dependant, 

au niveau du sarcolemme et du reticulum sarcoplasmique, (Haiech, 

Demaille ; 1983). 

channel 

extracellular space (pCa 3) 

Ca: 

pump 
Ca' 

1 efflux. ATP 
NaVCa1* • 
exchange ADP 

Na*/K* 
ATPase 

cytoaol (pCa 7 to 51 

FICURE 1. A schcmc of thc major cell-compartments. Hcavy arrows indicatc Ca,+ channcls in sarcolcmmal and 
reticular mcmbrancs. CaBP, calcium-binding protcin; CaPK, Ca1 +- calmodulin-dependent protcin kinaaca; 
pCa = — log10[free Ca,+]; + stands for activatica. Sclid irrows indicatc ion binding or fluxes. (From 
Demaille & Pech6re (1983), with permission.) 

La contraction est modifiee par 1'adrenaline dont les 

effets sont reproduits par 1'AMPc. Or, cette derniere agit en 

activant une proteine Kinase. On peut donc supposer que l*adre-
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naline agit en modifiant les mouvements de Ca (++) qui reglent 

la force et la frequence cardiaque. Puisqu'elle agit par 1'AMPc 

et donc par phosphorylation de proteines, on peut penser que 

les phosphorylations de proteines sont impliquees dans les trans-

ports calciques. 

1) Au_niveau_du_reticulum_sarcoglasmi^ue 

1.1 Fonction du reticulum sarcoplasmique 

Dans le cycle contraction-relaxation du myocarde, 

le reticulum sarcoplasmique contrdle le flux calcique a travers 

cette membrane. La liberation de Ca (++) du reticulum sarcoplas-

mique induit la contraction tandis que la relaxation est produite 

par la reaccumulation du calcium par le reticulum sarcoplasmique. 

Action Calcium Contraction-
Potential Pool Relaxation 

Plasma 
Membrane \ Myofihrils (Tn) 

Fig. 2. Calcium movements within cardiac cells. (Modified from 
Fabiato & Fabiato ( 1'979 ) 
TN: troponin 
SR: sarcoplasmic reticulum 

Une proteine receptrice du calcium, la troponine, 

presente dans les filaments de myofibrilles, fixe le Ca (++) 

libere du reticulum sarcoplasmique, ce qui induit la contraction 

myofibrillaire. 

La suppression du Ca (++) de la troponine effec-

tuee lors de la prise de Ca (++) par le reticulum sarcoplasmique 

est a 1' origine de la relaxation myofibrillaire ..(Tada, Yamada et 

coll % 1982). 
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1.2 Flux d'entree du Ca (++) au niveau du reticulum 

sarco-plasmigue cardiaque 

1.2.1 La -pom-pe a Ca (++) du reticulum sarcoplasmi-

que cardiaque 

1.2.11 Structure de la pompe calcique 

L1enzyme ATPase du reticulum sarcoplas-

mique est consideree servir de transducteur d'energie aussi bien 

que de transporteur de Ca (++). C'est un polypeptide araphipathi-

que de PM = 100 000 dont les regions hydrophobes sont en contact 

avec la membrane lipidique et les parties hydrophiles se trouvent 

sur la face externe de la membjrane. 

Deux fragments de PM = 52 000 - 60 000 

et kS 000 - 55 000 ont ete obtenus par traitement a la trypsine 

des vesicules du reticulum sarcoplasmique. 

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

Primary degradation Secondary degradation 
ATPase ATPase • Reterence 

Fragment I Fragment II Fragment Ia Fragment Ib 

115 000 60000 55 000 33 000 24000 Thorley-Lawson and Green (25,26) 
102000 55 000 45 000 30 000 20000 Stewart, MacLennan, and co-

workers (27-29) 
100000 60000 49 000 32 000 21000 Yamamoto and Tonomura (30) 
106000 57 000 46 000 LnesiandScales(31) 
100 000 52000 49000 Louis et al (32,33) 
120000* 65 000* 56000* Yu et aL (34) 
115 000 or 56000+ 59000+ 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). l'sd.3., YamaZHQ to ; ( 1973] 

Le plus gros fragment (l) 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 represente la portion 

hydrophile de 1'ATPase et est expose a la surface externe de la 

membrane. Une autre proteolyse du fragment I donne deux sous 
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fragments de 30 000 - 33 000 Dalton (fragment Ia) et 20 000 -

Zk 000 D (fragment Ib). Le fragment Ia contient le site de phos-
phorylation et le fragment Tb contient les sites de liaison du 

Ca (++). L'utilisation d'anticorps indique que le fragment Ia 

est a localisation externe et que le fragment Ib est seulement 

partiellement externe. II est interessant 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 hvdrolvse de l'ATP 

par l'ATPase 

Les vesicules intactes de reticulum 

sarcoplasmique cardiaque accumulent le Ca (++) en presence de 

Mg (++) et ATPase reduisant ainsi la concentration en Ca (++) 

du milieu reactionnel. Dans ces conditions, le Ca (++) est trans-

porte a travers la membrane et stocke dans la lumiere du reti-

culum sarcoplasmique. 

A faible concentration en Ca (++) ionise 

(30 a 50y M) et en l'absence d'anions precipitant le Ca (++) 

(oxalate ou phosphate) les vesicules du reticulum sarcoplasmique 

accumulent rapidement jusqu'a 70 nmole de Ca (++)/mg de proteine. 

Quand l'oxalate est inclus dans le milieu reactionnel, les vesi-

cules du reticulum» sarcoplasmique cardiaque accumulent de 6 a 

lO^Mole de Ca (++)/mg de proteine. En effet, les membranes du 

reticulum sarcoplasmique sont peraeables a 1'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'entree du Ca (++) dans les visicules et la 

concentration globale en Ca (++) intracellulaire est alors su-

perieure en presence d'oxalate. Dans les vesicules intactes, un 

etroit couplage existe entre le Ca (++) et l'ATP , 2 moles de 

Ca (++) sont transportees par mole d'ATP. hydrolysea 
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La pris.e de Ca (++) et 1* liydrolyse de 1'ATPase 

dSpendante du Ca (++) sont activ^es par de faible concentration 

en Ca (++) du milieu. Ces 2 activites augmententpour des con-

centrations en Ca (++) croissant es.Ces activites sont maximales 

pour des concentrations en Ca (++) de 3 a 10^M. Lors de 

1'hydrolyse de l'ATP Ca (++) dependante par 16 reticulum sarco-

plasmique cardiaque, le phosphate terminal de l'ATP est incor-po-

re k 1'ATPase. La phosphoproteine formee est un acyl-phosphopro-

teine qui est l£>ile dans 1'hydrosylamine. Une telle phosphory-

lation a lieu sur le groupe carboxyl du residu acide aspartique 

de 1'ATPase. Un grand nombre de travaux indiquent que 1'enzyme 

phosphoryle EP est un intermediaire de 1'hydrolyse de 1 * ATF. 

L*ATPase du reticulum sarcoplasmique 

cardiaque subit des transitions conformationelles successives 

durant le transport du Ca (++) et 1'hydrolyse de 1'ATP. 

(Tada, Inui ; 1983). 

1.2.13 Mecanisme de 1'hvdrolyse de l'ATP 

Les etudes les plus recentes ont con-

duit a proposer le modele suivant s 

ATP 

6 

Cao = Ca (++) exteme 

Cai = Ca (++) interne 

L' ATPase est consideree avoir deux 
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conformations majeures : 1'etat E1 qui presente une forte af-

finite pour le Ca (++) (E1 et Elp) et 1'etat E2 qui presente 

une failile affiniti pour le Ca (++) (E2 et E2p). Dans des c.on-

ditions physiologiques, 2 moles de Ca (++) et une mole de Mg-

ATP reagissent avec une mole d'ATPase (El) sur la face externe 

des membranes pour former un coinplexe mitiiaelien (etape 1). 

L'ADP est libere sur la face extehie de la membrane. La forma-

tion de CaoElp est suivie par la translocation du Ca (++) a 

l*interieur de la membrane du reticulum sarcoplasmique formant 

CaiElp (etape 3). Le Ca (++) est ensuite libere dans les vesi-

cules quand Elp est converti en E2p (etape b). Elp peut donner 

son groupe phosphate a de l'ADP ajoute pour former l'ATP. Tandis 

que E2p ne peut pas reagir avec l'ADP ajoute. La conversion du 

phosphoenzyme de l'etat Elp a l'etat E2p semble etre couplee a 

une'diminution de l'affinite pour le Ca (++). E2p se decompose 

en Pi et E2 (etape 5) et E2 est transformee en E1 (etape 5). 
L'ATPase a donc termine un cycle catalytique. 

La transition de E2 en E1 (etape 6) induite 

par l'addition de Ca (++) determine le taux de phosphorylation 

de 1'enzyme. 

La decomposition du phosphoenzyme est acceleree 

par Mg (++) ou K (+) et inhibee par de fortes concentrations en 

Ca (++). Les concentrations en Ca (++) superieures a lmJ-I inhibent 

la conversion de Elp en E2p. Mg (++) accelere la conversion de 

Elp en E2p et 1'hydrolyse de E2p. K (+) accelere 1'hydrolyse de 

E2p. De plus, 1'ATP en grande quantite accelere 1'hydrolyse de 

E2p et la transition de E2 en El. Donc, dans ces conditions phy-

siologiques, ou de fortes concentrations en Mg (++), ATP et K (+) 

sont presentes, l'hydrolyse de E2p et la transition de E2 en E1 

deviennent plus rapides. Dans ces conditions, la conversion de 

Elp en E2p (etape ^) determine le taux de la reaction totale 

(Tada, Inui % 1983)(Tada, Yamada et coll ; 1982). 

1.2.2. Regulation de la pompe a Ca (++) par le 

svsteme AIIPc - -phosT3holambane 
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Le reticulum sarcoplasmique cardiaque est capable 

de former un autre type de phosphoproteine quand il reagit avec 

la Proteine Kinase CAI4P dependante. Cette proteine phosphoryla-

ble a un PM = 22 000 D et constitue un des principaux site 

d'action de la Proteine Kinase CAJ/EP dependante. 

1.2.21 PhosDhorylation du •phospholambane 

Quand les membranes du reticulum sarcoplas-

mique cardiaque sont incubees avec l'AMPc en l'absence et pre-

sence de Proteine Kinase activee par l'AMPc exogene, une phos-

phoproteine est formie. 

La formation de cette phosphoproteine est 

independante du Ca (++) jusqu'a 0,1 n61 mais est dependante de 

CA?4P entre 0,1 et lO.^M . La moitie de l'activation maximale est ob-

tenue pour une concentration voisine de 0,2yz. Le phosphate 

terminal de l'ATP est incoi?pore dans une proteine de 22 000 

Dalton apres que les vesicules du reticulum sarcoplasmique car-

diaque soient incubees avec la Proteine Kinase CAMP dependante. 

La Proteine Kinase dependante de l'AMPc 

associee aux membranes du reticulum sarcoplasmique a ete solu-

bilisee dans le triton X100 puis purifiee par chromatographie 

sur DEAE cellulose. Elle a ete caracterisee comme 1'enzyijie type 

II identique a la Proteine Kinase type II de cytosol. Cette 

Proteine Kinase type II dependante de l'AMPc a comme substrat une 

proteine de 22 000 D (Kranias; 1982). La phosphoproteine formee 

exhibe les caracteristiques de stabilite d'un phosphoester dans 

lequel le phosphate est fixe a un residu serine. 

Tada et coll ont compare l'ATPase a cette 

phosphoproteina. (Tada, Ohmori, et coll ; 1978). 
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Table 2. Comparison of the two phosphoproteins formed in the cardiac sarcoplasmic reticulum. 

Parameter Phospholamban ATPase 
1) Molecular Weight 

-2)—P-amino acid 
3) Nature of phosphoprotein 

4) Amount of phosphorylation 
5) Dependency of phosphorylation on Ca2+ 

6) Sensitivity to trypsin 
7) Physiological function 

22000 
Serine 
Phosphoester (stable in hot acid and in 
hydroxylamine) 
0.7-1.3 nmoles/mg 
Independent of Cs?+* 
Labile to trypsin 
Substrate of cyclic AMP-dependent 
protein kinase 
Modulator of Ca?+-transport ATPase 

100000 
Aspartic acid 
Acyl phosphate (labile in hydroxyl-
amine 
0.6-1.3 nmoles/ mg 
Dependent on Ca?+ 

Relatively resistant to trypsin 
Transports Ca?+, 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). 
Tada, Ohaori et coll ;(1978) 

Un grand nombre de groupes confirment ces 

decouvertes selon lesquelles la proteine de 20 000 a 24 000 D 

est le site majeur de phosphorylation de la Proteine Kinase 

GAMP dependante. 

-3 > Molecular weights of proteins phosphorylated by cyclic AMP-dependent protein kinase in cardiac sarcoplasmic reticulum. 

Other 
Phospholamban , phosphoprotein 

Investigators Year Animals 
Molecular weight Molecular weight 
(1000 daltons) (1000 daltons) 

LaRaia & Morkin (45) 1974 Rabbit 20K 
TadaetaL(ll) 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 22K 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 22K 11K 7K 
Tada et aL (56) 1982 Dog 22K 11K 

From Tada & Katz» ( JL982 ) 

Cette proteine de 20 000 a . 24 000 D a ete 

appelee phospholambane signifiant "phosphate recepteur". 

(Tada, mui ; 1983) (Tada, Yamada et coll ; 1982). 

1.2.22 Caracteristiques structurales du phospho-

lambane 
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La phosphorylation maximale du phospholam-

bane par la sous-unite catalytique de la Proteine Kinase CAMP 

dependante augmente a partir du jour dans le coeur -de_ p_o_ulet 

embryonnaire. On en deduit donc la presence precose du phospho-

lambane dans le coeur du poulet en formation (Will ; I983). 

Le phospholambane qui contient 40 a ̂ 5 ?° de 

residus hydrophobes est intimement associe a la rcembrane du reti-

culum sarcoplasmique et apparait Itre une proteine acide. Une por-i 

tion du phospholambane est exposee a la surface externe des vesi-

cules du reticulum sarcoplasmique. En effet, il peut §tre phospho-

ryle par la Proteine Kinase - CAMF exogene tandis que la digestion 

proteolytique empeche sa phosphorylation. L'impossibilite d'obte-

nir des iodinates de phospholambane reflete la localisation des 

residus tyrosine dans la partie interne de la membrane. Le phospho-

lambane fut initialement suppose etre un simple peptide qui migre 

electrophoretiquement comme une proteine de 22 000 D en presence 

de SDS. L'addition de Triton X 100 aux nembranes de reticulum sar-

coplasmique phosphorylees provoque 1'apparition concomittante d'une 

phosphoproteine de 11 000 D et d'une phosphoproteine de 5 000 D a 

7 000 D apres electrophorese en SDS gel de polyacrylamide. 

La composition en acides amines du phospho-

lambane a ete etudiee par plusieurs groupes qui utilisent diffe-

rentes procedures pour separer le phospholambane des autres pro-

teines. 
Comparison of amtno acid compositions of phospholamban" 

Amino acid Le Peuch et al.« Collins et al.a 
Kirchberger 
& Antonetz® Bidlack et ai.x 

Asp 11.1 8.93 8.2 10 
Thr 5.5 4.79 4.5 5.5 
Ser 5.5 5.75 9.5 9.5 
Glu 11.4 16.7 11.9 12.2 
Pro 5.5 2.34 2.3 3.3 
Gly 10.6 1.85 11.6 11.7 
Ala tl.O 8.55 6.4 8.33 
Val 6.5 5.08 4.8 4.44 
Mct 1.7 5.90 1.5 2.1 
Ile 4.9 9.77 5.5 2.2 
Leu 9.5 13.3 8.9 6.7 
Tyr 2.1 2.29 3.6 2 
Phe 3.4 3.68 3.8 10.6 
Lys 4.9 2.51 4.4 6.1 
His 2.0 <0.1 1.6 3.3 
Arg 4.4 8.63 4.3 2.8 
Cys 0 NDb 0.8 0 
Trp ND ND ND ND 

1 ExpreBcd as residues per 100 residues. 
*» N01 determined. 
* Phospholamban was isolated by twodimensionai gel electrophoresis in the presenre of SDS [241. 
4 Phospholamban was purified by column chromatograpfay Scpharose CI.-6B and Sephadex LH-60 [<?]. 
9 Phospholamban was isolated by gel electrophorcsb in the presence of SDS after removal of proteolipid f 17]. 
1 Phospholamban was purified by gel filtration through Sephadex G-75 [3]. 

Tada, Inui ; (1983) 
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Le P.M. minimum du phospholambane est estime 

@tre egal a environ 5 500 D. Le phospholambane de 22 000 D re-
presente probablement un oligomere. Une transition oligomere- mo-

nomere est possible. 

Le phospholambane represente environ 4 % 

a 6 % des proteines totales du reticulum sarcoplasmique cardia-
que. Une stoechiometrie 1-1 entre le phospholambane et 1'ATPase 

est suggeree par les quantites respectives des deux phospho-

proteines fonnees dans la membrane. Pour le moment, on ne sait 

pas comment la fonne oligomerique du phospholambane est reliee 

a 1'ATPase qui elle aussi fonctionne comme une oligomere. 

1.2.23 Mecanisme d'action du phospholambane 

Le transport actif du Ca (++) dans les ve-

sicules du reticulum sarcoplasmique cardiaque est augmente con-

siderablement quand les vesicules sont prealablement phosphory-

lees 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 vesicules du reti-

culum sarcoplasmique cardiaque en presence d'oxalate est plus 

que doublee. 

La stimulation de la prise de Ca (++) est 

bien correlee a la phosphorylation du phospholambane dans les 

vesicules du reticulum sarcoplasmique cartiiaque traitees avec 

la phosphoproteine phosphatase ou 1'inhibiteur de la proteine 

Kinase. La stimulation observee de la prise de Ca (++) par la 

phosphorylation du phospholambane est accompagnee d'une augmen-

tation du taux d'hydrolyse de l'ATP, la stoechiometrie entre la 

prise de Ca (++) et 1'hydrolyse de l'ATP est maintenue environ 

deux heures ap.res que le phospholambane soit phosphoryle. 
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Donc, 1'acceleration de la prise de Ca (++) 

par la phosphorylation du phospholambane est due a une augmenta-

tion du tum over de 1'ATPase mais pas a une augmentation d'ef-

ficacite de la pompe a Ca (++). (Tada, Yamada et coll ; 1980). 

Pour determiner le m^canisme moleculaire 

par lequel la phosphorylation rigule la pompe a Ca (++) dans le 

reticulum sarcoplasmique, Kranias et coll avaient examine 1'effet 

de la Proteine Kinase cAMP dependante sur les etapes de la reac-

tion catalysee par 1' ATPase calcique. Ils ont montre que l'aug-

mentation des niveaux de ErvP n*est pas due a une augmentation du 

taux de formation de EvP mais est due a une augmentation de l'af-

finite de 1'enzyme pour le Ca (++). (Kranias, Mandel et coll ; 

1980). 

Ceci est donc dementi par Tada, Yamada et 

coll en 1980. Les alterations observees des proprietes cinetiques 

peuvent etre interpretees par 1'acceleration des deux etapes 

clefs de la reaction ATPasique. La phosphorylation du phospholam-

"bane accelere deux etapes de la reaction ATPasique, la conversion 

de Elp en E2p (etape 4) durant la decomposition de EP et la con-

version de E2 en E1 (etape 6) durant la formation de EP. La vitesse 

de formation de EP est considerablement augmentee par la phospho-

rylation du phospholambane quand la reaction commence a E2. Au 

contraire, le taux de foraation de EP n'est pas affecte quand la 

reaction commence a El. (Tada, Yamada et coll ; 1980). Ces expe-

riences suggerent que la phosphorylation du phospholambane acce-

lere probablement la transition de-E2 en E1 (etape 6), etape de-

terminante durant la formation de EP. La decomposition de EP est 

aussi acceleree par la phosphorylation du phospholambane. La phos-

phorylation du phospholambane augmente le tau:c (V/(EF)) entre 

1'hydrolyse de 1'ATF (v) et les niveaux de EP (ZF) obtsnus a des 

concentrations en Ca (++) (0,1 a lu>y . L1 augmentation de la vi-

tesse de decomposition de EF resulte de la stimulation d'une des 

etapes 3,4 ou 5.Farmi ces etapes, la conversion de Eip en E2p 

(etape 4) peut etre stinulee par la phosphorylation du phospholan-

bane puisque cette etape est 1'etape li.aitante de la deconposition 

de EF lorsque 
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des concentrations saturantes en Ca (++), Mg (++) et K (+) sont 

pr^sentes.Il est interessant de noter que la phosphorylation du 

phospholambane regule les deux etapes detenninantes (etapes 4 

et 6) pendant lesquelles 1'affinite de 1'ATPase pour le Ca (++) 

est totalement modifiee. 
: Table 6. Effect of phospholamban phosphorylation onthe initial 
I rate of EP decomposition of ATPase of cardiac sarcoplasmic 
i reticulum. 
i 

- . Effect of phospholamban phosphoiylation on the re-
' verse ATPase reaction (EP formation from PQ. 

Cardiac microsomes Initial velocity of 
EP formation 

limol/ 10ms-g protein 
Control 0.029 
Phosphorylated 0.076 

Following pretreatment with cyclic AMP and protein kinase, 
cardiac sarcoplasmic reticulum was assayed for EP formation 
from Pi in the presence of a trace amount of Ca?+, 10 mM Mg2"1" 
and 5 mM 32Pi at 20 0C, employing a rapid chemical quench flow 
apparatus. 

kd 
Cardiac 
microsomes Rapid phase Slow phase 

(s"1) (s-1) 

Control 8.41 124 
Phosphorylated 13.54 124 

Increase over control 1.6-fold -

Following pretreatment of cardiac sarcoplasmic reticulum with 
cyclic AMP and protein kinase, the intermediate EP of cardiac 
sarcoplasmic reticulum was formed in the presence of 14 /iM 
Ca2"1", 3 mM MgClj and 10 #iM [T-"P]ATP at 20 °C. After 120 
ms, further fprmation of EP was terminated by chelation of 
C a?+ with 2mM EGT A, and the decay in the amount ofEP was 
determined by rapid chemical quench flow apparatus. The first 
order rate constant, of EP decomposition was determined 
from semilogarithmic plots of decay in EP. 

Tada, Yamada ; (1982) 

Une partie du phospholambane est 

looalisee a la surface cytoplasmique de la membrane du reticulum 

sarcoplasmique. Une large portion de la molecule est inserree 

dans la membrane. II est probable que la Proteine Kinase - CAMP 

dependante catalyse la phosphorylation du phospholambane abou-

tissant a un changement conformationel profond de cette molecule. 

Durant la phosphorylation, une partie de la niolecule incluant le 

site de phosphorylation serait transloquee devenant moins acces-

sible a la digestion par la trypsine. Le phospholambane phospho-

ryle exhibe une etroite association avec 1' ATPase devenant ainsi 

plus difficile a dissocier de 1' ATPase par un traitement aux 

detergents. 

(Voir la figure 3)• 
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A. Phospholamban at inphoaphofylated state 

Ce" H ATP AOP 

AI4b» ^hospWamban 
B. Phosphelambanat phoapheiylated state 

Ca" 

Pas» Vhaphetoiiiiei ATPas» 

LUMENOFSR 

LUMENOFSR 

Flg. J. 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 
a serine 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 
Katz(l982) 

Puisque la vitesse de relaxation du 

muscle cardiaque est determinee par la vitesse d'enlevement des 

ions Ca (++) des proteines myofibrillaires, on a foraule 1'hypo-

these que la phosphorylation du phospholambane activee par 1'AMPc 

joue un rdle dans 1'acceleration de la relaxation donc dans le 

racourcissement de la systole induit par les catecholamines. Cette 

hypothese n'ayant pas encore ete verifiee dans du tissu cardiaque 

intact, Lindemann et coll ont examine les effets d'un agoniste p, 

1'isoproterenol, sur la phosphorylation du phospholambane et sur 

1'activite de 1'ATPase calcique du reticulum sarcoplasmique isole 

a partir de ventricules de cobaye perfuses. Ils ont trouve que 

les effets de 1*isoproterenol sur la phosphorylation du phospho-

lambane et sur 1'ATPase calciaue sont etroitement paralleles a 

la relaxation. Ces resultats fournissent 1'evidence que la stimu-

lation p adrenergique resulte de la phosphorylation du phospho-

lambane et augmente 1'activite Ca (++) - ATPasique dans le ven-

tricule du myocarde intact et fonctionnel. Ces decouvertes 

confortent donc 1'hypothese que la stimulation du transport cal-

cique du reticulum sarcoplasrnique, induite par la phosphorylation 
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du phospholambane dependante de 11AMPc, peut etre a la base des 

effets relaxants de la stimulation J3 adrenergique du myocarde de 

mammifere. (Lindemannet coll $ 1983). 

1.2.3 Regulation de la pompe a Ga (++) par le 

svsteme calmoduline - phospholambane 

Kirshberger et coll rapportent une aug-

mentation de plusieurs fois du transport du Ca (++) et de 1'acti-

vite Ca (++) ATPasique par des concentrations micromolaires de cal-

moduline, ceci dans les vesicules du reticulum sarcoplasmique de 

coeur de chien. Cette activation a lieu en presence de 120 mM de 

KCl. Cette stimulation du transport calcique par la calmoduline im-

plique la phosphorylation de la proteine de PM = 22 000 D le phos-

pholambane (Kirshberger, Antonetz ; 1982). 

Lopaschuk et coll rapportent un doublement 

de l'activite de l'ATPase avec la calmoduline en l'absence de K (+) 

et seulement une faible stimulation du transport calcique a des 

concentrations en K (+) de 110 nl>l (Lopaschuk et coll ; 1980). Donc, 

si la regulation du transport calcique par la calmoduline joue un 

rdle significatif dans la cellule intacte, elle doit etre operation-

nelle a une concentration en K (+) intracellulaire superieure a 

110 nll (Kirshberger, Antonetz $ 1982). 

La formation de cette phosphoproteine ayant 

les caracteristiques d'une phosphoester est independante de la Pro-

teine Kinase - cAMP dependante et est catalysee par une Proteine 

Kinase endogene : la Proteine Kinase - Ca (++) calmoduline depen-

dante.Cette derniere est liee a la membrane car apres 3 lavages 

avec 0,6 KCl, elle est toujours presente. Elle catalyse l'incorpo-

ration de la meme quantite de Ph que la Proteine Kinase cADIP de-

pendante mais sur un site different. (Le Peuch et coll $ 1979)« 

La phosphorylation du reticulum sarcoplas-

mique activee par la calmoduline augmente en meme temps que 
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le PH" passe de 5»5 a 8,5. alors que la phosphorylation par la 

Proteine Kinase - cAMP dependante est maximale pour un PH = 7. 

De plus, on a une difference de sensibilite a la pTieriotiazine 

pour les 2 processus de phosphorylation, ceci confirme donc 

1'existence de deux Kinases differentes (Louis, Maffitt ; 1982). 

La Prot£ine Kinase endogene a des points 

communs avec la glycogene phosphorylase Kinase b. Ainsi, cette 

Proteine Kinase Ca (++) calmoduline dependante phosphoryle aussi 

la glycogene phosphorylase b et reciproquement, la glycogene 

phosphorylase Kinase b exogene catalyse la phosphorylation du 

phospholambane grace a 1'activation que provoque 1'attachement a 

cette enzyme d'une sous-unite : la calmoduline. (Le Peuch et coll 

1979). 

Le taux de phosphorylation du phospho-

lambane catalyse par la Proteine Kinase Ca (++) calmoduline de-

pendante est a peu pres le m§me que celui trouve pcur la Proteine 

Kinase - cAMP dependante. Sn accord avec la decouveirbe que les 

phosphorylations du phospholambane catalysees par les deux Pro-

teines Kinases se font a des sites differents, on en deduit 

qu*elles ont lieu independamment et qu'elles s'additionnent. 

(Tada, Inui ; 1983), (Tada, V/yskov.sky et coll ; 1983). 

Tada et coll ont de plus testes succes-

sivement la Proteine Kinase cAI'lP dependante et la Proteine Kinase 

calmoduline dependante quant a leur stimulation de 1'activite 

ATPasique et de la prise de Ca (++) par le reticulum sarcoplas-

mique. La phosphorylation du phospholambane activee par 1'A.IPc 

est independante du Ca (++) tandis que celle activee par la cal-

moduline est dependante du Ca (++) entre 0,2 et 50 yvl. Les deux 

processus de phosphorylation ont lieu independemment. Quand les 

deux Kinases sont fonctionnelles, les quantites de'phosphcryla-

tion sont additives. Dans ces conditions, les phosphoproteines 
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formees par la Proteine Kinase - cAZ»!P dependante ou la Proteine 

Kinase calmoduline dependante migrent electrophojretiquement comme 

des molecules de TIQOO D si ITeIectrophorese en SDS-gel de po-

lycrylamide est precedee d'une ebulition de la preparation. 

(Tada, Inui, Yamada et coll ; I983). 

L'augmentation de la prise de Ga (++) 

mediatee par 1'AMPc peut §tre observee m§me quand la phosphoryla-

tion dependante de la calmoduline n'a pas lieu. Les effets sti-

mulateurs de la Proteine Kinase cAMP dependante et de la Pro-

teine Kinase Ca (++) - calmoduline dependante peuvent §tre addi-

tifs. Ces resultats sont en accord avec la decouverte que la phos-

phorylation du phospholambane par les de.ux Kinases a lieu de 

maniere independante et additive. L'activite ATPasique est aussi 

stimulee par la calmoduline a de faibles concentrations en Ca (++) 

de 0,1 a 50^1-1. Similairement, a la prise de Ca (++), les effets 

des Kinases sur l'activite ATPasique peuvent avoir lieu indepen-

demment et additivement. (Tada, Inui, Yamada et coll 5 1983), 
(Tada, Inui ; 1983). 

Au contraire, deux autres groupes (Le 

Peuch et coll ; 1979) et (Karsanov, Khugashvili ; 1983) pretendent 
que la prise de Ca (++) n'est pas augmentee par la phosphorylation 

cAMP dependante du phospholambane en l'absence de phosphorylation 

dependante de la calmoduline. Le Peuch et coll de plus soutiennent 

que la phosphorylation dependante de la calmoduline ne peut pas 

affecter l'activite ATPasique. Ces divergences proviennent selon 

Tada et Inui ; 1983 des differences de concentrations employees 

dans ces experiences. Le groupe de Le Peuch utilise de fortes 

concentrations en Ca (++) (0,1 mil) qui doivent masquer 1'augmen-

tation due a 1' AI-lPc de la prise de Ca (++) dans les vesicules du 

reticulum sarcoplasmique et la stimulation de 1'ATPase par la 

calmoduline observees a des concentrations en Ca (++) en dessous 

de 10 y 1"'!. 

Quant a Louis et I.Iaffitt en 1982, ils 
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cardiaque dependante de la calmoduline avait lieu durant la 

systole, elle se deroulerait alors X^es~concentrations en Ca (++) 

similaires a celles qui activent la prise de Ca (++) et la for-

mation de la phosphoproteine ATPasique. II est manifeste que la 

phosphoproteine ATPasique a une activite maximale a des concen-

trations en Ca (++) pour lesquelles la Kinase dependante de la 

calmoduline est inactive. Donc, la pompe calcique du reticulum 

sarcoplasmique est entierement activee avant que la phosphory-

lation par la calmoduline n'ait lieu. La phosphorylation depen-

dante de la calmoduline est donc peu probable, selon eux, durant 

le fonctionnement normal du muscle cardiaque. Cette phosphoryla-

tion interviendrait pour la regulation du transport du Ca (++) 

dans certains etats pathologiques. Cette deduction a ete contro-

versee par Tada et Inui en 1983 qui montrent que la phosphoryia-

tion du phospholambane dependante de la calmoduline apparait 

avoir lieu dans le coeur intact puisque 1'inhibiteur de la cal-

moduline (la fluphenazine) reduit significativement la phosphozy-

lation du phospholambane dans le coeur de rat perfuse. 

Plank et coll montrent que 1'activation 

de la phosphory1ation Ca (++) - calmoduline dependante par des 

concentrations en calmoduline de 300 nT<T, 100 nl'l et 30 nl-l donne 

des Kca de 0,83yM ; 1,44,^ hl et 2,3^-^ et des coefficients de 

Hill de 4,13 ; 3»76 et 3»99 indiquant que les 4 sites de liaison 

du Ca (++) sur la calmoduline doivent etre satures pour obtenir 

1'activation de la Proteine Kinase regulee par le rapport Ca (++)/ 

calmoduline. La modulation du transport du Ca (++) par la cal-

moduline, in vivo, est donc determinee, principalement, par la 

concentration en calmoduline presente dans le sarcoplasme. 

(Plank, Pifl et coll ; 1983). 

La phosphorylation du phospholambane est 

catalysee par deux Kinases ce qui suggere 1'existence possible de 

populations differentes de monomeres du phospholambane. Une mole-
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cule de phospholambane pourrait §tre formee de monomeres hete-

rogenes contenant differents sites de phosphorylation. (Tada, 

Inui } 1983). 

Donc, en dehors du declenchement direct 

de la contraction des muscles sarcomeriques par liaison a la 

troponine C, les ions calcium declenchent ou modulent la contrac-

tilit^ grace aux ProtSines Kinases des chaines legeres de myosine 

lesquelles sont stimulies par le complexe Ca (++) calmoduline et 

ils augmentent la vitesse de relachement grace a la phosphoryla-

tion du phospholambane qui est stimulee par la calmoduline. 

Dans les deux cas, on observe une regu-

lation coordonnee par 1*intermediaire du Ca (++) et des nucle-

otides cycliques. La phosphorylation du phospholambane sur un 

autre site par la Proteine Kinase cAIvIP dependante entraine une 

hyperactivation de la pompe calcique. De m§me, la Proteine Kinase 

stimulee par le cAIIP phosphoryle les Kinases des chaines legeres 

de myosine a localisation myofibrillaire. Les Proteines Kinas.es 

stimulees par la calmoduline sont probablement organiseesen com-

plexes regulateurs supramoleculaires. (Cavadore et coll ; 1981). 

C subunit 

cytosol 

PL /PLKC 

intrareticular 
space 

FioxmK £ Hypothetical schemc of the calcium pump functional unit in cardiac sarcoplasmic reticulum. PL, 
phospholamban monomer; PLK.C and PLK.R, the catalytic and regulatory subunits or domains of phos-
pholamban kinase, respectively; CaM, calmodulin; C subunit, the catalytic subunit of cydic-AMP-dependent 
kinase. This scheme does not imply that all polypeptide chains are present in stoichiometric amounts. 
(From Cavadoreetal. (1981), withpermission.) 
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1.2.4) Regulation de la pompe a Ca (++) 

nar le biais d'une Proteine Kinase d^pendante du Ca (++) sti-

mulee -par les lipides 

Limas et coll constatent une sti-

mulation d'une Proteine Kinase cytosolique dependante du Ca (++) 

par les diacylglycerols insaturis. Cette stimulation est due a 

une augmentation de la sensibilite en Ca (++) de la Proteine Ki-

nase. De plus, 1'activation de cette Proteine Kinase entraine a 

son tour une augmentation de 1'activite de 1'ATPase calcique. 

Dans les cas d'hypertrophie cardia-

que pour lesquels le niveau intracellulaire en Ca (++) est fai-

ble a cause de la diminution de la capacite du reticulum sarco-

plasmique a accumuler le Ca (++). Les diacylglycerols en stimu-

lant la Proteine Kinaae, permettraient de maintenir la fonction 

sarcoplasmique. (Limas ; 1980). 

7/renn et coll, de m§me, constatent 

que les phosphorylations dependantes du Ca (++) des Proteines 

du cytosol du cortex cerebral de rat et de cobaye sont profonde-

ment stimulees par la phosphatidylserine. La calmoduline par 

contre n'a qu'un effet minime (Wrean et coll ; 1930). Ces 

resultats sont en accord avec ceux de Takai et coll qui montrent 

sur le cerveau de rat une activation de la Proteine Kinase multi-

fonctionnelle dependante du Ca (++) par les phopholipides mem-

branairss (Takal et coll ; ly?9)• 

Ces decouvertes suggerent le role 

des phospholipides dans la phosphorylation ,dependante du Ca (++) , 

des proteines subtrats endogsnes. 

1.3 Flux de sortie du Ca (++) au niveau du reticulum 

sarcoplasmiaue cardiaque 

Kirchberger et coll cnt mis en evidence que le 
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flux de Ca (++) du reticulum sarcoplasmique cardiaque de chien 

est augmente par des concentrations micromolaires de Ca (++) ex-

travesiculaires. 

Quand les microsomes sont charges avec du Ca (++) 

en presence de 50 ml.1 de Pi, un flux maximal de Ca (++) de 150 

a 200 m mole de Ca (++)/mg de proteine microsimale/mm est 

observe. La moitie de la stimulation maximale du flux de sortie 

du Ca (++) est obtenue pour 2 a 4 Jj U de Ca (++) externe. 

La sortie du Ca (++) des microsomes est semblable 

en plusieurs points a la prise de Ca (++) grace a la pompe a 

Ca (++) : 

- Les deux processus sont stimules par des concen-

trations micromolaires en Ca (++) externe et par la Proteine Ki-

nase catalysant la phosphorylation. 

- Tous deux sont inhibes par de fortes concent-ra-

tions en Ca (++) intravesiculaire. 

Ces analogies suggerent qu'un composant de la pom-

ps calcique participe a la liberation du Ca (++) du reticulum 

sarcoplasmique cardiaque (Kirshberger, V/rong ; 1978) • 

La proteine phosphorylee intervenant dans le flux 

de sortie du Ca (++) serait le phospholambane. (Tada, Inui ; 1983). 

2) Au niveau du sarcolemme 

Trois systemes de transport du Ca (++) existent a 

travers le sarcolemme : un canal lent a Ca (++) ; une ATPase 

specifique ; un echangeur Na (+) - Ca (++). 

Le canal a calcium lent opere exclusivement dans la 
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direction du gradient electrochimique, donc dans le sens de l'en-

tree de cation, tandis que 1'ATPase genere exclusivement par flux 

ile sortie du Ca (++•). te Ca (++) entrant par le canal lent en-

traine la liberation du Ca (++) des espaces intracellulaires pour 

initialiser la contraction. 

L®ATPase ayant une haute affinite pour le Ca (++) 

mais une faible vitesse de pompage est adequate pour ejecter le 

Ca (++) durant la diastole. La direction du 3eme systeme, 1'echan-

geur Na (+) - Ca (++) est un probleme. II etait generalement ac-

cepte que 1* echangeur contribuait a 1'expulsion du Ca. II sem-

ble plus vraisemblable que cette direction varie durant le cycle 

contraction-relaxation. (Caroni, Carafoli ; 1983). 

Successivement seront consideres ces 3 types de trans-

port et comment la phosphorylation proteique intervient dans ces 

transports. 

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

Cachelin et coll constatent que le 8 bromocyclic 

AMP augmente la probabilite d'ouverture des canaux calciques. Or, 

le 8 bromocyclic A;IP augmente 1'AIlPc dans la cellule ce aui entrai' 

ne la phosphorylation du canal calcique ou d'une proteine qui lui 

est associee. 

L'injection d'BGTA dans les fibres de Furkinje 

n'empeche pas 1'augmentation du courant calcique induit par l'a-

drenaline. Donc, on suggere que les canaux calciaues seraient mo-

dules par un processus de phosphorylation dependant de 1* AI'*lFc et 

que 1'augmentation du flux d'entree du Ca (++) resulte d'une plus 

grande probabilite d'ouverture des canaux Ca (++) lorsqu'ils sont 

phosphoryles (Cachelin ; 1983)• 

Le raccourcissement de la systole induit par 

1* epinephrine est bien explique par la phosphorylation dependante 
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de 1'AMPc, du phcspholambane, 1'activateur de la pompe calcique 

du reticulum sarcoplasmique. Au contraire, le mecanisme mole-

^cutaire d^s~effe~ts~inotropiques de ce jB agoniste n*etait pas 

explique jusqu'a la decouverte recente que 1'entree de Ca (++) 

induite par la depolarisation du sarcolemme, 1'equivalent in 

vitro du canal lent a calcium, est active par la phosphorylation 

dependante de 1'AMPc, d'urfe proteine du sarcolemme : la calci-

ductine. La calciductine a ete identifiee comme ayant un PM = 

22 000 a 2? 000 D (Rinaldi et coll ; 1982) et (Rinaldi et coll ; 

1981). 

Cette proteine d'environ 24 000 D est interconver-

tible en une proteine de 9 000 D son monomere.. (Lamers 

et coll ; 1980). 

La calciductine a ete mentionnee par St Louis et 

coll qui ont mis en evidence la presence dans le sarcolemme de 

tous les elements necessaires a sa phosphorylation, en particulier 

d'une Proteine Kinase cAIC dependante (3t Louis, Sulakhe ; 1979). 
La calciductine &e -presente comme un excellent substrat de cette 

Proteine Kinase activee par 1*AI/lPc puisque de faibles quantites 

de la sous unite catalytique environ 6 fo sont suffisants pour 

atteindre le taux maximum a la fois de phosphorylation de la cal-

ciductine et d'activation de la prise de Ca (++). 

Les proteolipides du sarcolemme ont ete entierement 

extraites par des melanges de solvant-acide organique et purifiees 

par des chromatographies en phase liquide. Ces proteolipides re-

presentent 2 fo des proteines du sarcolemme et ces 2 % contiennent 

essentiellement 97 f> de calciductine et un composant de 14 000 

a 16 000 D (soit 3 f°) • Ces proteolipides du sarcolemme sont phos-

phorylees sur les residus seryl. 

Leurs compositions en acides amines indiquent la 

presence d'un grand nombre de residus acides et hydrophobes ex-
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pliquant le comportement de la calciductine comme une proteo-

lipide acide similaire au phospholambane. Le phospholambane et 

la calciductine exhibent de~ frappantes differences dans leurs 

phosphorylations. Le phospholambane est phosphoryle par la-cAMP 

dependante Proteine Kinase, la phospholambane Kina.se, dependante 

du Ca (++) et de la calmoduline, la Proteine Kinase C, la Kinase 

stimulee par les lipides dependantes du Ca (++). Au contraire, 

la calciductine est seulement phosphorylee par la Proteine Kinase 

dependante de 1'AMPc. Ces differences ne sont pas indicatrices de 

differents accepteurs de phosphate mais peut §tre seulement 

d1environnements differents des membranes considerees. 

La preuve de 1'identite ou de la non identite du 

phospholambane et de la calciductine peuvent seulement §tre mis 

en evidence par l*etude de la structure primaire ou l*utilisation 

de sondes specifiques tels que les ainticorps monoclonaux. (Ri-

naldi et. coll ; 1983). 

Recemment, Capony et coll on isole par chroraato-

graphie en phase liquide ces deux proteolipides, puis ils les 

ont soumis a une electrophorese bidimentionnelle sur gel de 

sodium Dodecyl sulfate. Ils ont alors constate que le phospholam-

bane et la calciductine ont un m§me Pii de 11 000 D et un P I = 

3,7« Leurs compositions en acides aminessont similaires sinon 
identiques bien qu'ils appartiennent a des mernbranes differentes 

(Caporiy et coll ; 1983). 

L'epinephrine agit par 1'intermediaire de la 

phosphorylation de la calciductine qui serait soit le canal lui-mfi-

me soit un activateur du canal lent sous sa forme phosphorylee. 

(Rinaldi et coll ; 1982), (Rinaldi et coll ; 1981). 

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

Pour obtenir le raccourcissement de la systole 

observee a la suite de la stimulation hormonale, le processus de 
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transport actif du Ca (++) doit §tre stimule. II a ete demontre 

que le processus de phosphorylation catalyse par 1'ASlPc et par 

la Proteine Kinase Ca (++) - calmodTirine dependante stimule la 

pompe a Ca (++) du reticulum sarcoplasmique. Pour prevenir la 

surcharge du reticulum sarcoplasmique avec le Ca (++), il ap-

parait necessaire que 1'expulsion du Ca (++) au niveau du sar-

colemme soit aussi stimulee. Deux systemes au niveau du sarco-

lemme sont responsahles de 1'expulsion du Ca (++), l'echangeur 

Na (+)/Ca (++) et l*ATPase calcique. Caroni et coll, lors de 

leur etude sur 1'ATPase calcique, montrent qu*a la fois 1'hydro-

lyse de 1*ATP dependante du Ca (++) et la pompe a Ca (++) sont 

affectees par la phosphorylation cle 1* ATPase. La phosphorylation 

dependante du Ca (++) et du cAjMP stimule 1'activite de la porape 

tandis que la dephosphorylation par une phosphatase 1* inhibe. La 

phosphorylation affecterait le turn over de l*enzyme plutot que 

son affinite pour le Ca (++) (Caroni, Carafoli ; 1981). 

Lamers et coll rapportent qu'une proteine du 

sarcolemme de FM = 9 000 D serait un substrat a la fois pour la 

Proteine Kinase Ca (++) calmoduline dependante et pour la Proteine 

Kinase cAI-lP dependante. La phosphorylation cAivlP dependante de cette 

proteine cause une augmentation de 1,6 fois de 1*affinite de la 

pompe a calcium pour le Ca (++) sans modifier sa vitesse maximum. 

Aucun effet n'est observe si les membranes sont phosphorylees 

par la Kinase Ca (++) calmoduline dependante. La moitie de l*ac-

tivation maximale de cette derniere enzyme est obtenue pour des 

concentrations en Ca (++) de 1jM suggerant qu*elle doit etre 

operative in vivo seulement aux concentrations en Ca (++) pre-

sentes durant la systole (Lamers et coll ; I98I). 

Wetter et coll utilisaient des vesicules haute-

ment purifiees de sarcolemme mettant ainsi en evidence une sti-

mulation de 1,8 fois du transport actif du Ca (++) apres phospho-

rylation des proteines du sarcolemme en presence de calmoduline et 

de la sous unite C de la Proteine Kinase cAI-iP dependante. La 



42 

stimulation du transport actif est beaucoup moins importante 

quand la phosphorylation est faite, soit par la sous unite C 

de la Proteine Kinase cAMP dependante, soit par la calmoduline. 

Les effets de la calmoduline et de la sous unite catalytique 

sont donc potentiels plutdt qu'additifs. La prephosphorylation 

des membranes plasmatiques cardiaques entraine une augmentation 

du taux de Ca (++) accumule, 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 reticulum sarcoplasmique ou la phosphorylation 

des membrsmes du reticulum sarcoplasmique affecte la prise de 

Ca (++) significativement seulement a des concentrations en 

Ca (++) ^ 1 jy I.'I• (V/etter et coll ; 1982). 

Velema et coll sont plus nuances en ce qui concer-

ne 1'effet de la phosphoiylation des proteines du sarcolemme sur 

le transport actif du Ca (++) au niveau du sarcolemme. Utilisant 

des vesicules de membrane plasmatique cardiaque parfaitement iso-

les, ils ont mis en evidence une inhibition ou une stimulation 

de la pompe a Ca (++) en fonction du taux de proteine du sarco-

lemiae et du rapport Froteine Kinase sur Proteine du sarcolemme. 

L'accurnulation de Ca (++) dependante de l'ATP dans les vesicules 

de sarcolemme represente une sortie active de Ca (++) in vivo. 

Cette sortie de Ca (++) participe a la diminution ae la concentra-

tion en Ca (++) cytosolique. Si le rapport Proteine Kinase/Pro-

teine sarcolemmique est faible, la Froteine Kinase cAIIP dependan-

te est activee et le transport de Ca (++) par le sarcolemme est 

stimule. Quand ce rapport est eleve, le transport actif du Ca (++) 

est inhibe ce qui suggere qu'un niveau eleve de phosphorylation 

des proteines du sarcolemme du a une augmentation de la quantite 

de Proteine Kinase, induit une inhibition de la pompe a Ca (++). 

L'ouverture du canal a calcium lent du sarcoit*iunie 

est aussi module par une phosphorylation dependante de 1'AIiPc, une 

telle phosphorylation inhibe la prise de Ca (++) en ouvrant les 

canaux calciques de la membrane. A la fois 1'inhibition de la 
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pompe a calcium et 1'ouverture des canaux Ca (++) peuvent etre 

interpretes comme participant a 1'effet inotropique positif des 

catecholamines (Velema et coll ; 1983). 

lv ; II resulte de tout ceci que 1* on ne sait tou-

jours pas si la pompe a Ca (++) elle mSme est le substrat de la 

Protdine Kinase cABlP dependante ou s'il s'agit d'une proteine 

qui lui est associee. (Haiech, Demaiile ; 1983). 

2.3 La regulation de 1'echangeur Na (+)/Ca (++) 

Les etudes sur 1* echangeur Na ( + )/Ca (++) ont 

progressees depuis 1'utilisation de vesicules de sarcolemme. II 

a alors ete etabli que 1'echangeur est reversible, il a une rela-

tivement faible affinite pour le Ca (++), il a une vitesse maxi-

male de transport qui est 30 fois plus forte que celle de l'AT 

Pase. La stoechiometrie probable est 3 Na (+)echange contre 1 

Ca (++). Philipon et coll montrent qu*a-la fois le Ca (++) exteme 

et le Na (+) externe induisent 1'efflux calcique a partir de 

vesicules de sarcolemme isolees de ventricules de chien. 

(Philipon, Nishirnoto ; • 1981). 

L'electrogenicite de 1'echangeur suggere qu'il pour-

rait opirer -en tiirection • de 1'entree de Ca (++) durant la phase er 

•olateau du ptstenti.el daction. .1'usqu'ici, la r^gulation-possible 

de 1'echange Na (+)/Ca (++) par les cycles phosphorylation - de-

phosphorylation n'apparait pas, mais les effets stimulants de 

1'ATP sur 1'echangeur dans les membranes axonales ont ete decrits. 

Dans les axones, il a ete montre que 11ATP stimulait le flux de 

sortie du Ca (++) de cellules exposees au Na (+) aussi bien que 

le flux de sortie du Na (+) des cellules en suspension dans un 

milieu riche en Ca (++). 

L*observation que seul les analogues hydrolysa-

bles de l'ATP sont capables d'activer 1'echangeur montre qu'une 

etape de phosphorylation est impliquee. L'echangeur Na (+)/Ca (++) 

du sarcolemme du coeur de veau est active par un traiternent avec 
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. -ATP, Ifjg (++) et Ca (++) et desactive par un traitement avec 

une phosphorylase phosphatase. L* effet de cette derniere peut 

-&tre substitue par un traitement avec Mg (++)~y~~Ca (++) et la 

calmoduline. Le processus d'activation ne necessite pas 1'addi-

tion de la calmoduline mais est inhibe par les antagonistes de 

la calmoduline. De toute evidence, la calmoduline endogene est 

necessaire et suffisante. La moitie- de 1'activation maximale est 

obtenue pour 2>yi.I de Ca (++). La calmoduline ajoutee diminue le 

km du processus activateur a 0,8jf M. Des experiences avec de 

1*ATP marque ont montre que le traitement activateur s'exerce 

a travers une Kinase et le traitement desactivateur a travers 

une phosphatase. L'operation concertee des 2 enzymes est rendue 

possible grace a leur affinite differente pour le Ca (++). A 

des concentrations saturantes en Ca (++), la quantite d'ATP 

peut influencer la "balance des 2 enzymes. (Caroni, Carafoli ; 

1983). 

3) Pertinence physiologique de tels systemes 

Les deux principaux effets mecaniques des catechola-

mines sur le myocarde sont 1'augmentation de la contractilite, 

c'est-a-dire 1'effet inotropique positif et le raccourcissement 

de la systole. 
iS-adrenergic 

agerrt 

adenylate cyclase 

Z"\ 
ATP cAMP R-cAMP 

>-<• 
fnorvactivated \ RC C (ectivated protain kinase) 
V protein kinase/ / \ 

phosphelamban phosphorylated 
phospholamban 

basal Ca-ATPase enhenced Ca-ATPase 
and transport and transoort 

increased Ca in SR 

I 
increased Ca release 
in subsequent contractions 

r-1 , | enhanced contractility | 

F'S- 5' A possible mechanism for /3-adrenergic effects on con-
tractihty, mediated by enhanced Ca uptake by the sarcoplasmic 
reticulum (SR). RC represents protein kinase in soluble form or 
in association with SR membranes. R represents the regulatory 
subunit, C the catalytic subunit ofthe protein kinase. 
Tada, Yamada 5(1982) 

abbreviation 
of systole 
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De tels effets des catecholamines sont supposes 

§tre produits durant le couplage excitation-ccntraction en 

alterant les flux de Ca (++) a travers les deux principales 

memhranes le reticulum sarcoplasmique et le sarcolemme dans 

les cellules myocardiques. 

cAMP -dependent 
Phosphorylation 

Co movements Mechanical effects 

Sorcolemmo 

Sarcoplasmic 
reticulum 

Phosphorylotion of o 
chonnel protein Ca influx t 

i 
Phosphorylotion of 
phospholomban Ca releose f 

and | 
Phosphoiombon-induced 
augmentation of ATPase^^ Ca uptake f 

Acceierated rate 
' of controction 

Enhanced 
contractility 

; Accelerated rate 
of relaxotion 

takine nlace in SR th» 0 PnnaPal membranes, sarcolemma and SR. The chain of events 

Tada, Inui ; (I983) 

Le cAi5P et le systeme phospholambane - ATPase du reti-

culum sarcoplasmique peuvent alterer. 1'accumulation de Ca (++) 

et, plus tard, le taux de liberation du Ca (++). Le flux d'entree 

dv. Oa (++) a travers la membrane du sarcolemme est augmente du-

rant la stimulation p adrenergique des cellules myocardiques. 

L'effet est dti a une stimulation cAMP dependante du canalprote-

ique. La proteine phosphorylee exhibe des caracteristiques simi-
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laires a celles du phospholambane. 

En presence de cAJ/EP, 1'acceleration de la prise de 

Ca (++) par le systeme ATPase - phospholambane peut expliquer 

1'accdleration de la relaxation car 1'augmentation de la prise 

de Ca (++) par le reticulum sarcoplasmique diminue la quantite 

de Ca (++) fixee a la troponine. Un tel effet peut eventuellement 

augmenter la quantite de Ca (++) stockee dans le reticulum sarco-

plasmique en retenant dans le reticulum sarc oplasmique une partie 

du Ca (++) qui aurait ete autrement perdu durant le diastole. 

Les catecholamines induis.ent une augmentation du 

flux d'entree du Ca (++) au travers du sarcolemme, ce qui entrai-

ne les deux effets suivants sur le reticulum sarcoplasmique. 

- augmentation de la liberation du Ca (++), induite 

par le Ca (++) intracellulaire, a partir du reti-

culum sarcoplasmique. 

- augmentation des quantites de Ca (++) accumulees 

par le reticulum sarcoplasmique. 

L*augmentation de 1'influx de Ca (++) a travers le 

sarcolemme augmente la liberation de Ca (++) du reticulum sar-

coplasmique grace a un mecanisme induit par le Ca (++) lui-meme. 

La liberation accrue de Ca (++) a partir du reticulurn sarcoplas-

mique augmente a son tour a la fois le niveau et la duree des 

contractions myofibrillaires. 

Grace a 1'aequorine, proteine bioluminescente sen-

sible au Ca (++), on niesure la concentration en Ca (++) cytoplas-

mique et on montre que les catecholemines augmentent a la fois 

la liberation de Ca (++) du reticulum si.rcoplasmique dans le 

cytoplasme durant la phase precose de la ccntraction et le re-

pompage du Ca (++) dans le reticulum sarcoplasmique durant la 

relaxation. 



47 

Le fait que la quantite d'AMPc intracellulaire aug-

mente avant le develcppement de la contraction, apres 1'expo-

sition du coeur aux catecholamines est encore 1'objet de contro-

verse. M£me si les catecholamines ne causent pas une augmentation 

significative de 1'MPc, une subtile augmentation de 1'AMPc 

dans une region precise intracellulaire peut donner lieu a des 

changements mecaniques significatifs. 

B) Phos"Dhoi7vlation des proteines intervenant dans le trans-

port du Ca (++) au niveau du muscle squelettique 

1) Phos]Dho]^lation_de_la_£roteine_de_PM_=_l00_000_D 

cu.lurn_ sa.r*c opla.smig^u.e 

Les proteines du reticulum sarccplasmique du muscle 

squelettique de lapin fixent specifiquement le 8 azido - AMP cy-

clique marque au P^2. Ces proteines representent les Proteines 

Kinases cAMP dependante. Ceci suggere une modulation du transport 

du Ca (++) par phosphorylation proteique. (Lord, Richards ; 1931). 

Kranias et coll presentent 1'evidence que le reticu-

lum sarcoplasmique du muscle squelettique de lapin contient une 

Proteine Kinase intrinseque independante de 11 A?-lPc qui peut phos-

phoryler un composant membraiiaire endogene. La stabilite chimique 

de cette proteine phosphorylee indique que le phcsphate est lie 

a la proteine du reticulum sarcoplasmique par une liaison phos-

pho.ester. L*addition de Proteine Kinase exogene dependante de 

1'AT.Tc augmente la phosphorylation du reticulum sarcoplasmique 

de 25 „a 100 <f*. 

Kirshberger, Tada ; (1976) et Caswell et coll n*a-

vaient pas pu mettre en evidence une phosphorylation des micro-

somes squelettiaues car leurs experiences n'avaient pas lieu aux 

conditions optimales (Haute activite specifique de l'ATP cp324 

preincubation des mernbranes a 30 0 C avant le debut de la reaction 
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proteine du reticulum sarcoplasmique a une concentration de 

1 1%/ml, forte AS de la Proteine Kinase exogene). La Proteine 

Kinase du reticulm sarcoplasmique de muscle squelettique de 
— Q 

lapin est inhibee k des concentrations en Ca (++) > a 10 M, 

indiquant qu'il ne s'agit pas d'une phosphorylase Kinase. Le 

marquage indique que la phosphorylation du reticulum sarcoplas-

mique est regulee par le Ca (++). La phosphorylation est donc 

susceptible de jouer un role important durant le cycle contrac-

tion-rela2ation. La Proteine Kinase du reticulum sarcoplasmique, 

contrairement aux enzymes solubles, n'est pas inhibee par l'inhi-

biteur proteique thermostable. La Proteine Kinase du reticulum 

sarcoplasmique serait, soit une Proteine Kinase independante de 

1'AHFc, soit la sous unite catalytique d'une.holoenzyme dependante 

de 1' AIvTPc qui est liee a la membrane de telle fagon que le site 

d'action de 1'inhibiteur proteique soit bloque. 

La phosphorylation des membranes du reticulum sarco-

plasmique squelettique par les Proteines Kinases endogsnes et 

exogenes a lieu sur un polypeptide de P.u = 100 000 D different de 

la proteine de 20 000 D qui est phosphorylee dans les microsomes 

cardiaques. La phosphorylation de la proteine de 100 000 D par la 

Froteine Kinase -endDgene stimule a la fois le taux de transport 

calcique et 1'activite Ca (++) - ATPase. La phosphoirylation par 

la Proteine Kinase exogene dependante de 1'AI-IPc a un effet stimu-

lateur plus prononce sur la pompe calcique (Kranias, Bick ; 1980). 

Varsanyi et coll montrent que 1'incorporation d*al-

lcylphosphate dans un polypeptide de PLI = 100 000 D du reticulun 

sarcoplasmique intact du muscle squelettiaue represente la phos-

phorylation de 1'ATPase du transport du Ca (++). Ceci car : 

(i) le maximum d'alkylphosphate incorpore qui atteint. 

0,7 mole/molecule de 100 000 g correspond a une phosphorylation 

stoeckiometrique de 1'ATPase du transport du Ca (++), puisque 

cette proteine represente environ 70 ̂  des proteines totalss du 

reticulum sarcoplasmique. 
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(ii) la phosphorylase Kinase catalyse 1'incorporation 

de phosphate sous forme d'alkylphosphate dans 1'ATPase purifiee 

du transport du Ca (++) a peu pres en quantite identique. 

L'incorporation de phosphate dans 1'ATPase peut etre 

observee sous 2 conditions : 

(i) a des concentrations nanomolaires en Ca (++), 

(ii) a des concentrations micromolaires de Ca (++) en 

1'absence ou en presence de phosphorylase Kinase. 

L'incorporation a une concentration nanomolaire de 

Ca (++) est catalysee par une Proteine Kinase, independante du 

Ca (++)/ liee a la membrane. Cette Proteine Kinase est differente 

de la phosphorylase Kinase et de la Proteine Kinase cAMP dependante 

puisque la phosphorylation n'est ni inhibee par les anticorps anti-

phosphorylase kinase ni par 1'inhibiteur theraqstable de la proteine 

kinase dependante de 1'AZ-IPc. 

A des concentrations micromolaires en Ca (++) et 

sans addition de phosphorylase Kinase, 1'ATPase incorpore sous 

forme d'alkylphosphate 50 % de la quantite de phosphate quiest 

incorporee lorsque la concentration en Ca (++) est de 1'ordre de 

la manomole. 

La phosphorylation est alors catalysee par la Proteine 

Kinase endogene independante du Ca (++). L'addition de phospho-

rylase Kinase augmente la quantite d'alkylphosphate. Donc, les 

phosphorylations observees auraient lieu sur 2 sites, l'un impli-

quant la Proteine Kinase endogene, 1'autre la phosphorylase Kina-

se ajoutee. (Varsanyi, Heilmeyer ; 1981). 

II resulte de oeci que ni la nature de 1'alkylphos-

phate ni celle de la Kinase qui catalyse cette formation d'al-

kylphosphate n'a ete clairement identifiee. 
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Varsanyi et coll en 1983 rapportent qu'un phospha-

tidylinositol phosphate est forme sur 1'ATPase calcique et ceci 

en correlation avec une activation de 1'ATPase. 

Une mole de phdsphatidylinositol phosphate est formee 

par mole d'ATPase calcique quand 1'enzyme est incube avec ATF 

et ISg (++). La phosphorylation de ce phosphatidylinositol associee 

a 1'enzyme represente 1'alkylphosphate decrit par les m§nes auteurs 

en 1981. La phosphorylation d'une mole de phosphatidylinositol 

par proteine de 100 000 D est correlee avec une augmentation de 

7 fois de 1'affinite pour le Ca (++) et du turn over maximal de 

1'enzyme. 

On est dans 1*impossibilite de ronpre la liaison entre 

le phosphatidylinositol phosphate et la proteine puisque une par-

tie du phospholipide acide co-migre durant 1'electrophorese sur 

SDS avec 1'ATPase calcique et l'autre partie avec un composant 

de 9 000 - 10 000 D. Le phosphatidylinositol semble etre associe 

avec la partie hydrophobe de 1'enzyme. Cette derniere partie doit 

contenir un proteolipide avec lequel le phosphatidylinositol 

phosphate est associe, a en juger par 1'extraction du complexe 

avec un solvant acide organique et par son comportement durant 

la chromatographie sur Sephadex LH 50. (Varsanyi et coll ; 1983). 

2) FhosT0horylation_d2une_groteine_de_FL1_=_o0_000_D_du 

reticulum_sarcoplasmi^ue 

:.Iichalak et coll ont montre quime glycoproteine de 

Pvi = 53 000 D est presente avec 1'ATPase a un taux constant dans 

les preparations de reticulum sarcoplasmique de muscle squeletti-

que. Ils ont donc propose que cette glycoproteine, analogue a la 

sous unite glycoproteique de 1'ATPase nembranaire (Na (+), K (+)), 

soit impliquee dans la regulation de 1'ATPase calciaue (Llichalak 

et coll ; 1980). Ceci est on accord avec les travaux de Chiesi 

et coll qui ont constate que 1'accumulation de Ca (++) et l'hy-

drolyse de l'ATF dependante du Ca (++) par le reticulum sarcoplas-

miaue du muscle squelettique sont inhibes par le trifluoperazine. 

L'inhibition, dependante de la presence de Ca (++), est de 90 & 

avec 1 de trifluoperazine et 0,2-yM de Ca (++). La trifluo-

perazine interagit fortement avec 2 proteines du reticulua sarco-
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plasmique s la calmoduline et la glycoproteine de 53 000 D. Ces 

2 proteines ont ete purifiees par chromatographie d'affinite. 

L'inhibition de 1'activite du reticulum sarcoplasmique par la 

trifluoperazine est correlee avec 1'interaction de la drogue, 

avec la glycoproteine plutdt qu'avec la calmoduline. Le principal 

effet de cette inhibition est un changement dans 1'ATFase (Ca (++) 

- Mg (++)) qui passe d'une forme a forte affinite a une forme a 

faible affinite. De plus, Chiesi et coll ont mis en evidence la 

phosphorylation dependante de la calmoduline de 3- proteines de 

PM = 57 000, 35 000 et 20 000 D de la membrane du reticulum sar-

coplasmique du muscle squelettique. La phosphorylation de' ces 3 

proteines, selon eux, ne joue aucun rdle dans la regulation de la 

prise de Ca (++) par transport actif (Chiesi, Carafoli ; 1982). 

Campbell et coll montrent eux aussi que la phosphory-

lation, dependante du Ca (++) et de la calmoduline, d'une proteine 

de PM = 60 000 est observee dans les membranes purifiees de reti-

culum sarcoplasmique de muscle squelettique. La phosphorylation de 

cette proteine est stimulee par NaF qui est un inhibiteur de la 

proteine phosphatase. Cette phosphorylation atteint son taux maxi-

mum d'environ 55 pmole/Mg de proteine en 90 s et n'est pas affectee 

par 1' AT'!Pc. La moiti€ du taux de phosphorylation maximale est ob-

tenue a 0,1/y.M de calmoduline. Le taux maximum de phosphorylation 

demande 0,6^yjlde calmoduline et 0,3Aj~& de Ca (++). La phosphory-

lation de^endante de la calmoduline de la proteine de 60 000 D est 

inhibee par la trifluoperazine avec tm Ki de Le PH" optimum 

est env dessous de 6,0. La phosphorylation est inhibee a 90 % a 

PH = 8. La proteine de 50 000 D contient de la phosphoserine, de 

la phosphothreonine mais pas de phosphotyrosine. L'electrophorese 

en gel de polyacrylamide en 2 dimensions, et 1'immimoprecipitation 

montrent que la phosphoproteine de 60 000 D n'est pas le calseques-

trin. La digestion par les endo p - N acetylglucosaminidases H et 

D ne modifie pas son ?I1 indiquant qu'il ne s'agit pas d'une glyco-

proteine contrairement a ce que pensaient l.;ichalak et coll ; 1930 

et Chiesi, Carafoli ; 1982. Campbell et coll montrent aussi aue 

la phosphorylation de la proteine inter\rient dans 1'accumulation 

du Ca (++) dans les vesicules du reticulurn sarcoplasmique. 
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En effet, la preparation des vesicules du reticulum sarcoplasmique 

avec 1'EGTA, qui supprime 1'action de la calmoduline, diminue les 

phosphorylations endogenes. On observe alors une diminution de 

l"accumulation du Ca (++) dans les vesicules du reticulum sarco-

plasmique. 

Un fort PH- inhibant la phosphorylation diminue l'ac-

cumulation de Ca (++) dans les vesicules du Reticulum sarcoplas-

mique. La phosphorylation, dependante du Ca (++) et de la calmo-

duline, de la prot^ine de PII = 60 000 D du reticulum sarcoplasmi-

que du muscle squelettique est impliquee dans la fermeture d'une 

porte du canal par lequel se fait la liberation du Ca (++), aupa-

ravant ouverte en 1'absence du gradient de protons. 

On ne sait pas si la proteine de 60 000 D peut elle 

mdme §tre le canal de sortie du Ca (++) ou s'il s'agit d'une Ki-

nase qui fonctionne dans une cascade de reactions impliquees dans 

la liberation du Ca (++)". On pense que sa concentration dans la 

membrane serait suffisante pour permettre la liberation de Ca (++) 

puisque seulement quelques canaux sont necessaires a la libera-

tion du Ca (++) observee in situ. (Campbell, Mac Lennan ; 1982). 

3) ̂ ecanisme_de_la_stimulation_de_VATPase_Ca_(++)_denen-

dante^du^reticulum^sarcoglasmi^ue 

Plusieurs phosphoproteines ont ete identifiees, elles 

sont associees avec les vesicules du reticulum sarcoplasmique du 

muscle squelettique mais leurs roles n* ont pas ete clairement de-

finis. 

Des substrats proteiques de la Proteine Kinase dependan-

te de la calmoduline de PM entre 20 000 et 90 000 ont ete identi-

fiees par Campbell, r-Iac Lennan ; 1982 ; Chiesi, Carafoli ; 1982. 
Campbell et coll, comme nous 1'avons vu, suggerent un rdle de la 

phosphorylation, dependante de la calmoduline, des proteines uu 

reticulum sarcoplasmique squelettique dans la regulation du trans-

port calcique. Par contre, Chiesi et Carafoli en 1982 estiment aue 

la phosphorylation dependante de la calmoduline ne joue pas de role 
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dans la regulation de la prise de Ca (++). Donc, les effets de 

la phosphorylation dependante de la calmoduline sur les vesicules 

etablis. 

Kranias, Mandel et coll, erl 1980, ont montre que le 

reticulum sarcoplasmique squelettique contient une phosphoproteine 

de PH = 100 K Dalton et que cette phosphorylation est a relier a 

1'augmentation de la vitesse d'hydrolyse de l'ATP et a la prise 

de Ca (++). Dans une nouvelle publication, Kranias elucide le me-

canisme par lequel la phosphorylation du reticulum sarcoplasmique 

squelettique regule 1'activite de 1'ATPase calcique. 

Dans le reticulum sarcoplasmique, la phosphorylation 

par la Proteine Kinase cATvlP dependante resulte en ane stimulation 

du transport calcique et de 1'ATPase calcique. La phosphorylation 

a lieu alors sur une proteine de 22 K Dalton, le phospholambane. 

Cette phosphorylation entraine une augmentation des niveaux de 

SruP et une augmentation de la vitesse de decomposition de Bxi P. 

II est possible que la proteine de 100 K Dalton du reticulum 

sarcoplasmique squelettique joue un role regulateur sur la pornpe 

calcique ceci d'une maniere analogue a la proteine de 22 K Dalton; 

le phospholambane. Pour determiner le mecanisme moleculaire par 

lequ&lla phosphorylation du reticulum sarcoplasmique du nuscle 

squeJLettique regule 1'ATPase calcique, on a etudie 1'effet de la 

Proteine Kinase sur les etapes de la reaction Ca '(++) ATPase. 

On rapporte que la phosphorylation provoque une stimulation mar-

quee des taux initiaux de formation et de decomposition de E/u P. 

Ces decouvertes suggerent que la Proteine Kinase doit reguler les 

etapes elementaires de l'activite Ca (++) ATPase du reticulum 

sarcoplasmique squelettique et que le mecanisme de la regulation 

est analogue a celui du -reticulum sarcoplasmique cardiaque. Donc, 

il n'est probablement pas essentiel d'avoir une phosphcproteine 

specifique dans le reticulum sarcoplasmique mais la localisation 

de cette proteine dans le microenvironnement de 1'ATPase calcique 

est important pour les effets de cette phosphorylation sur 1'acti-

vite Ca (++) - ATPase. (Kranias et coll ; 1983). 
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C) Phosphorylation des proteines intervenant dans le trans-

port du Ca (++) au niveau des cellules sanguines 

rT"Dans^Ies^£laguettes^du^san§^Mmain 

Les plaquettes sont des fragments anucles de mega-

karyocytes constituant des modeles tres utilises pour etudier le 

couplage excitation-contraction. 

Le Peuch et coll isolent des vesicules dont la face 

cytoplasraique est orientee vers 1'exterieur. Ils montrent que ces 

vesicules accumulant le Ca (++) contiennent une ( Ca (++) - I-Ig (++) 

ATPase de PM = 120 000 D. L'intermediaire Acylphosphate (E-v p) 
32 obtenue apr&s incubation de la pompe en presence de Mg ( £f P) 

ATP est sensible a 1•hydroxylamine. De plus, ils montrent qu'a-

pres incubation de ces vesicules avec la sous unite catalytique de 

la Proteine Kinase cAMP depandante une proteine membranaire de 

PI-i = 23 000 est phosphorylee. Une telle phosphorylation a aussi 

ete decrite par Kaser-Glanzmann et coll en 1979. Cette phosphory-

lation de la proteine de P:.i = 23 000 n'a aucun effet sur la prise 

de Ca (++) ou sur 1'activite de 1'ATPase (Ca (++)-i.Ig (++)). Au 

contraire, le flux du Ca (++) a partir de ces vesicules est dou-

ble apres la phosphorylation cAIIP dependante de la proteine 

de PM = 23 K Dalton. 

Ce polypeptide de PM = 23 K Dalton est compare au 

phospholambane 1'activateur phosphorylable de 1'ATPase (Ca (++)-

Mg (++)) dans le reticulum sarcoplasmique cardiaque. Excepte un 

PI'T similaire, la phosphoproteine des plaquettes differe strictement 

du phospholambane. Apres traitement par des detergents non ioniques 

(Triton X 100) et apres electrophorese sur gel de dodecyl sulfate 

on n'observe aucune dissociation de aette phosphoprotaine alors 

que le phospholambane est dissocie en raonomeres de 11 KD. En plus, 

le polypeptide des plaquettes est un bon substrat pour la 8ous 

unite catalytique ae la Proteine Kinase cA-i? dependante mais n' ap-

parait pas etre phosphoryle par la Proteine Kinase calciuni calno-

duline dependante. Au contraire, come nous 1' avcns vu,ie phospho-

laicbane est phosphoryle par la ?roteins Kinase cAIJF dependante, par 

une Frotaine Kinase Ca (++) - calmoduline dependante et aussi par 

une Proteine Kinase cytosolique activee par le calciurn et depen-

dante des phospholipides. Cette derniere Kinase est en tres forte 
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concentration dans les plaquettes mais ne semble pas phosphoryler 

la prdteine de FM = 23 000 D des plaquettes. Cet accepteur de phos-

phate de PM = 23 000 n'est pas phosphoryle quand les vesicules 

sont incubees en presenue de Ca (++) ou en presenue de Ca (++) et— 

de calmoduline. Cette calmoduline est liee aux vesicules et re-

presente 0,5 % de la fraction membranaire. Dans le cytosol des pla-

quettes, on trouve 4 proteines majeures fixant la calmoduline 

(PM = 94 000, 8? OOt), 60 000 et 43 000) et quelques proteines mi-

neures fixant la calmoduline dans la fraction membranaires (PM = 

69 000, 57 000, 39 000 et 37 000). 

La calmoduline n'a pas d'effet sur le flux de sortie 

du Ca (++) quand elle est ajoutee en presence ou en 1'absence de 

la sous unite catalytique de la Proteine Kinase. Le flux de sortie 

calcique stimule par la phosphorylation cAIlP dependante est dans 

tous les cas dirigee vers le compartiment riche en Mg ATP, c'est-a-

dire le cytosol. (Le Peuch et coll ; 1933). 

2) Dans_les_l^ghoc^tes_du_s^g_humain_gerigheriaue 

Dans les lymphocytes, un stimulus mitogenique pro-

duit un influx de Ca (++) et cette entree de Ca (++) est necessaire 

a la transformation blastique. La pompe calcique de la membrane 

plasmatique doit etre presente pour compenser ces chargements de 

Ca (++) cellulaire. Slle assure une distribution physiologique 

des ions Ca (++) entre les cellules et leur environnement. 

Sarkadi et coll cherchent a caracteriser le transport 

membranaire du Ca (++) dans les lymphocytes humains qui peuvent 

consti tuer un modele de regulation de la pompe calcique. Les ca-

racteristiques de la pompe a calcium sont etudiees dans les lym-

phocytes intacts du sang peripherique et dans des vesicules re-

tournees preparees a partir de membranes plasmatiques. Les vesi-

cules retournees servant aussi a etudier la phosphorylation membra-

naire induite par le Ca (++) a partir de 11ATP. 

Les lymphocytes intacts sont charges avec du Ca (++) 

par une courte exposition avec 1'ionophore A 23187. Apres 11eli-

mination de ce ionophore, une sortie de Ca (++) dependante de 

1•ATP se produit. La pompe a calcium dans les lymphocytes intacts 
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est insensible a 1'ouabaine et, jusqu'a ce que l'ATP cellulaire 

soit en quantite suffisante, a 1'oligomycine et au dinitriphenol. 

Les vesicules retournees, preparees par lyse hypoto-

ntque des lymphocytes intacts, montrent une prise de Ca (++) depen-

dante de l'ATP et de i'lg (++). Ce transport calcique est insensi-

ble a 1'ouabaine, a 1'oligomycine ou au dinitrophenol tandis 

qu'il est bloque par le lanthanum et la quercetin. La calmoduline 

stimule significativement la pompe calcique dans les vesicules 

lavees a 1'EDTA. La prise de Ca (++),respeetivement dependante 

de l'ATP et independante, montre differents taux de dependance vis 

a vis du Ca (++). 

Quand les vesicules retournees sont incubees en 

32 presence d'ATP marque, une incorporation de P induite par le 

Ca (++) se fait sur une proteine de FII = 120 - 150 000 D. Le poids 

de cette proteine varie suivant la methode de lavage utilisee-

avec EDTA ou sans EDTA. La phosphorylation de la proteine de 

Pli = 150 000 est en- correlation etroite avec une activation par 

la calmoduline. La sti.nulation par la calmoduline de la pompe a 

Ca (++) a lieu par la liaison d'une sous unite de la ponipe de 

P!.1 = 20 - 30 000 a la surface de la membrane interne. Cette sous 

unite est sus<;eptible d'attaque proteolytique. La proteolyse 

active la pompe a Ca (++) et supprime la possibilite de stirnu-

lation par la calmoduline et la liaison du Ca (++) a 1'enzyme. 

La sensibilite a la stimulation par la calmoduline et la proteo-

lyse partielle de la pompe a calcium sont en relation inverse. 

(Sarkadi et coll ; 1932). 

3) Dans._les_e.rythrocytes 
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Dans les plaquettes aucun effet de la calmoduline 

sur la prise de Ca (++) n'a ete mis en evidence. Par contre, 

pour les erythrocytes, grace a 1'emploi de 1'azido 1^5 calmo-

duline, derive radioactif photoactivable de la calmoduline, Hinds 

et coll mettent en evidence une fixation de ce derive a 1'ATPase 

(Ca (++) - Mg (++)). 

Le produit obtenu a un PM de 168 000 D, il repre-

sente 1'ATPase de PM = 150 000 D ayant fixee la calmoduline. La 

quantite de produit forme est en correlation avec 1'augmentation 

de 1'activite basale de 1'ATPase (Ca (++^ - Mg (++)) et 1'augmen-

tation du transport basal du Ca (++). (Hinds, Andreasen ; 1981K 

V/eller dans son livre cite une action de 1' AMP cycli-

que sur la permeabilite au Ca (++) des preparations membranaires 

d'erythrocytes de poulet par un processus qui n'implique pas la 

phosphorylation proteiaue. Le cAIIP seul augmente la permsabilite 

au Ca (++), par contre la phosphorylation des proteines cAMP de-

pendante dans la membrane erythrocytaire diminue la permeabilite 

au calcium sans affecter celle aux autres ions. (Weller ; 

1979). 

cAMP 

Fiaure 7 A hypothetical scheme for the relation between cyclic AMP and protem 
pSphorylation in the control of Ca2+ permeability. A plus sign indicates sumulauon 

and a negative sien inhibition v 
Weller ;{197r) 



58 

Conclusion 

La phosphorylation protiique intei-venant dans la rdgulation 

du transport du Ca (++) est un phenomene relativement bien connu 

au niveau du coeur. Ainsi la preuve a ete faite que la stimulation 

J3 adrenergique resulte de la phosphorylation du phospholambane 

(Lindemann et coll ; I983). Seulement quelques points obscurs 

subsistent au niveau de ce tissu , aussi pour le moment le me-

canisme moleculaire par lequel le phospholambane sous sa forme 

phosphorylee accroit 1'activite de 1'ATPase calcique du reticulum 

sarcoplasmique est inconnu. Au niveau du sarcolemme, on ignore si 

la pompe elle-m§me ou une proteine qui lui est associee est le sub-

strat de la Proteine Kinase cAMP dependante. 

Pour le muscle squelettique, la nature de la proteine de 

PM = 60 000 D reste a determiner ainsi que son role eventuel quand 

elle est phosphorylee dans 1'augmentation de la prise de Ca (++). 

En ce qui concerne les erythrocytes, on a observe contrai-

rement aux tissus precedents une diminution de la permeabilite 

au Ca (++) par la phosphorylation proteique. 

7/uthrich et Steck en 1981 ont etudie le role de la phos-

phorylation sur la permeabilite des vesicules membranaires mye-

liniques de cerveau bovin et n'ont note aucune difference de dif-

fusion du Ca (++), que la proteine basique myelinique soit phos-

phorylee ou non. 

II resulte donc aue ces etudes sur les membranes de mammi-

feres revelait des differences marquees en ce qui conceme le 

role de la phosphorylation des proteines dans la permeabilite 

au Ca (++). 
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