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DUBUISSON 1 vient de montrer  que l '6tat de contraction entralne une serie de modifi- 
cations sp6cifiques des conditions d'extractibilit6 et de solubilit6 des protbines muscu- 
laires: si l 'on 6tudie comparativement,  au moyen de la technique 61ectrophordtique, les 
extraits pr6par6s en par tant  de muscles ~ l '6tat de repos (voir DUBUISSON 2, a) ~t propos de la 
signification qu'il faut donner & cette expression) et de muscles contraclds, on constate que, 
dans ce dernier cas, l 'actomyosine est fortement diminu6e et que los myosines/3 (/~1 ~ 32) 
sont compl~tement absentes. On trouve en plus des quantit6s remarquables d'une 
nouvelle composante (la contractine) absente ou, en tous cas, tr('s faiblement reprdsen- 
t6e, dans les extraits de muscles normaux. Ces trois ph6nom6nes--diminut ion d'acto- 
myosine, disparition des myosines fl et apparition de la contractine - -  sont des caractd- 
ristiques sp6cifiques des extraits de muscles de Lapin en 6tat de contraction, au mdme 
titre que la disparition de l 'actomyosine et la diminution des myosines 3 le sont des 
extraits de muscles fatigu6s (voir DUBUISSON4). 

A la lumi~re de cos faits, qui t6moignent d'une fagon suggestive, et ~ plusieurs 
points de vue inattendus, de l ' importance des rapports  entre des 6tats fonctionnels du 
muscle et los forces de liaison qui retiennent les prot6ines plus ou moins solidement unies 
"h des complexes par eux-m6mes insolubles, nous pr6sentons ici los rd.sultats de recherches 
que nous avons conduites sur la composition protidique du muscle divas diffdre,~ts dtals 
de conlracture. Tout d'abord, nous avons r6examin6 la contracture monobromacdtique 
qui avait  d6j5 sommairement 6t6 6tudi6e par l'un de nous (JAco~a). (DtmtTISSON ~ a 
signald les analogies existant entre les diagrammes publi6s /t cette occasion et cellos 
qu'il obtenait avec los muscles contract6s par stimulation 61ectrique et immobilisation 
instantan6e dins Fair liquide). Nous avons ensuite dtudi(5 les muscles en tdtanos strych- 
nique et ceux e n  rigor morlis. 

TECHNIQUE 

Nous avons conduit  nos recherches sur  des extrai ts  musculaires to taux  dont  la composition 
dtait analysde au moyen de la technique dlectrophordtique. D i n s  quelques cas seulement nous I r o n s  
eu reconrs & la prdparat ion d 'extra i ts  fractionnds (myosines A e t  B de BANGA ET SZENT-GV~)RGVI~). 
L 'animal  employd a toujours  dt6 le Lapin et, sauf exception, on examinai t  chez le m~me Lapiv, soit 
los muscles normaux,  soit ceux contracturds.  

Les diffdrentes contractures  dtaient obtenues de la fagon suivante:  
a) l ' injection lento de I ml d 'une solution g I 5 9  o de monobromacdta te  sodique dans une des 

art~res iliaques provoque une forte rigiditd des muscles de la pa t te  correspondante.  L 'au t re  patte,  
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dont  les vaisseaux out 6td obtur6s, reste souple et sert de tdmoin. Nous avons v~rifi6 que ni l'isch6mie 
prolong6e, ni l 'anesth6sie de l 'animal (nous avons utilis6 soit le dial-6ther, soit le pentothal  sodique), 
ne modifient les diagrammes "normaux"  de fa~on appr6ciable. 

b) ] ' injection d'une dose de sulfate de strychnine de l 'ordre de 1.5-2 rug par  kg de Lapin produit, 
en peu de minutes, la mort  de l 'animal en crise t6tanique. Tousles  muscles sont fortement rigides. 

c) les muscles en rigor morris 6taient pr61ev~s sur des animaux qui, apr~s la mort, avaient  s6journ6 
18-24 henres dans la chambre froide. 

Pour l 'extraction de la pulpe musculaire, au pr6alable finement hach6e* au microtome 
cong61ation (DuBI:ISSONT), nous avons employ6 des solutions de diff6rentes compositions, dans le but  
de chercher ~ pr6ciser les causes des changements d'extractibili t6 des prot6ines des muscles eontrac- 
tnrds. C'est pourquoi, ~ c6t6 de la solution phosphatique de force ionique t~ o.35 et de PH 7.4 (Na~HPO~ 
o.o48 m; NaHoPOa: 0.006 m; NaCl: 0.2 m) qui donne les extrai~s les mieux adapt6s - -  en raison des 
proportions relatives des diff~rents const i tuants  - -  X l 'analyse 61ectrophor6tique des muscles nor- 
maux, nous avons employ6, soit des solutions phosphatiques de plus grande force ionique: t , o,4o-o.45 
(par addition de NaCl £ la solution dont la composition est donn6e ci-dessus), soit la solution de 
Weber-Edsall,  c'est-~t-dire la solution habituellement employ6e pour l 'extraction des myosines** 
(o:6 m de KCI et o.03 m de NaHCOs). 

Les extraits  sont pr6par6s ~ i ° C environ, en agi tant  la pulpe pendant  2o X 6o minutes, avec 
1. 5 £ 2 vol de solution d'extraetion. Apr~s centrifugation (15' ~ 6ooo tours), les extraits sont dialys6s, 
en tubes de cellophane, pendant  48 heures ~ une temp6rature d 'environ 2 ° C contre une solution de 
composition suivante: Na~HPOa: o.o32 m, NaH~POa: o.oo 4 m, NaCI: o.25 m. Le PH de cette solution 
est 7.1, la force ionique: /z o.35. Dans quelques exp6riences, la dialyse 6tail effectu6e contre une 
solution de force ionique plus Iaible (/z o.io). La composition de cette solution 6tait:  Na~HPOa: o.o32 
m, NaH~PO~: 0.004 m; son PH ~tait 7.61. 

Sauf darts ce dernier cas, la dialyse ne s'accompagnait, dans aueun cas, de la formation d 'un 
pr6cipit6 appr6ciable. Apr~s dialyse, les extraits sont centrifug6s (5' a I 1 500 tours) et ensuite analys~s 
au moyen d 'un appareillage du type TISELIUS-LoN~SWORTH (DusuISSON ET JACOBS). Le taux d 'N 
des extraits est 6valu6 au micro-kjeldah!. 

RESULTATS 

D i s o n s  t o u t  de  s u i t e  q u ' i l  n e  c o n v i e n t  p a s  de  d i s t i n g u e r  les t r o i s  t y p e s  de c o n t r a c t u r e  

e n v i s a g e s  ( m o n o b r o m a c 6 t i q u e ,  s t r y c h n i q u e ,  rigor mortis), ca r  les m o d i f i c a t i o n s  que  l ' o n  

o b s e r v e  s o n t  q u a l i t a t i v e m e n t  e t  q u a n t i t a t i v e m e n t  les m ~ m e s .  N o u s  r e v i e n d r o n s  p l u s  

lo in  su r  la  s i g n i f i c a t i o n  de  c e t t e  c o n s t a t a t i o n .  

Les  e x t r a i t s  o b t e n u s  ~ p a r t i r  de  m u s c l e s  c o n t r a c t u r 6 s  s o n t  tou j  o u r s  m o i n s  c o n c e n t r 6 s  

e t  m o i n s  t u r b i d e s  q u e  c e u x  des  m u s c l e s  t S m o i n s :  le t a u x  d ' N  (rag d ' N  p o u r  m l  d ' e x t r a i t )  es t  

de  3 .55 (2_ o . I I )  d a n s  le p r e m i e r  cas  e t  de  4 .33 (:~ o.21) d a n s  le s e c o n d  cas***.  L ' a n a l y s e  

6 1 e c t r o p h o r 6 t i q u e  m o n t r e  q u e  les d i f f6 rences  p o r t e n t  e x c l u s i v e m e n t  su r  le g r o u p e  I I  

( s u i v a n t  la  t e r m i n o l o g i e  de  JACOBg), c ' e s t -R-d i re  su r  le g r o u p e  des  m y o s i n e s .  E n  effet ,  

si l ' o n  d i a ly se  ces  e x t r a i t s  c o n t r e  des  s o l u t i o n s  de  force  i o n i q u e  / o.15, ce q u i  e n t r M n e  

la  p r e c i p i t a t i o n  de  la  p lu s  g r a n d e  p a r t i e  des  m y o s i n e s ,  t o u t e  d i f f6rence  e n t r e  les d e u x  

esp~ces  d ' e x t r a i t s  d i s p a r a l t :  la  c o m p o s i t i o n  des  a u t r e s  g r o u p e s  de  c o n s t i t u a n t s ,  b e a u -  

c o u p  m i e u x  a n a l y s a b l e s  d a n s  ces c o n d i t i o n s  e n  r a i s o n  de  la  p l u s  f a i b l e  force  i on ique ,  

n ' a p p a r a i t  n u l l e m e n t  a f fec t6e  p a r  r a p p o r t  h l ' 6 t a t  de c o n t r a c t i o n  (cf. DUBUISSON4). 

* Une dventuelle congdlation ( ~ - - 2 o  ° C) de la pulpe ne modifie pas d'une fa~on apprdciable 
les clich6s 61ectrophor6tiques des muscles contract6s. I1 n 'en est pas de m6me dans le cas des muscles 
normaux. 

** L'emploi de cette solution pour la pr6paration d 'extrai ts  to taux de muscles destines aux 
recherches Olectrophordtiques, n'est, en conditions ordinaires, pas tr~s favorable, £ cause de la trop 
grande quanti t6 de myosines qui passe en solution, De plus, mOme si le temps d 'extract ion est court, 
on obt ient  un pourcentage particuli~rement ~lev~ d'actomyosiue. La viscosit6 et la turbidit~ tr~s 
fortes de cette prot~ine font que les extraits qui la contiennent en quanti t~ trop grande ne s 'adaptent  
pas ~ l 'analyse dlectrophor~tique et toute dilution abaisserait au-dessous du niveau opt imum la teneur 
t o t a l een  prot6ines, 

*** Ces donn6es correspondent ~ des extractions faites avec une solution phosphatique de force 
ionique !, 0.35 ajout6e ~ raison de 2 ml par  gramme de tissu hach6. 
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La morphologie du groupe II apparait, au contraire, comme nous venous de le dire, 
profond6ment modifi6e. Ce groupe comprend, dans les extraits de muscles contractur(~s, 
deux gradients: le plus rapide, assez aigu, relativement peu d6velopp6, accompagn6 de 
turbidit4 et trhs 16g6rement asymdtrique. I1 correspond presque certainement St la 
myosine a ou actomyosine. L'un de nous (JAcoB'), lors de ses premi6res observations 
sur la composition protidique des muscles contract6s par le monobromacdtate de sodium, 
avait pos6 cette affirmation sous forme dubitative et parl6 d'une "prot6ine qui migre 
avec une vitesse voisine de celle de la myosine a". Ces doutes provenaient, soft du fait 
que la vitesse de migration 61ectrocin6tique de ce gradient ne semblait pas 6tre exacte- 
ment celle de l 'actomyosine, soft du fait que ce gradient apparalt dans les protdino- 
grammes de muscles contract6s, tr6s bien individualis6, aussi bien du c6td ascendant 
que du c6t6 descendant, et de faqon ~ peu pr6s sym6trique. Or, dans les extraits totaux 
de muscles normaux, le gradient correspondant ~ l'actomyosine ne peut ~tre que tr6s 
difficilement d~cel~ du c6t6 descendant et, d'autre part, m~me ~ l'6tat 61ectrophor6ti- 
quement pur, c'est-~-dire en dehors de ses rapports possibles avec d'autres constituants, 
l 'actomyosine prfsente des deux c6tbs une asym6trie tr6s forte. 

Le gradient en question correspond-t-il rfellement tt l 'actomyosine ? Si, it un extrait 
de muscle contract6, l'on ajoute de l'actomyosine 5. l '6tat pur, il est impossible d'obtenir, 
m4me en prolongeant beaucoup le temps de l'61ectrophor6se, une s6palation du gradient 
unique, qui correspond 5. cette protdine. Certes, dans les tr6s nombreuses exp6riences 
que nous avons effectu6es, nous avons constamment trouv4 des valeurs de vitesse de 
migration plus 61ev6es que dans le cas de l'actomyosine du muscle normal: 2. 9 cm/V/sec 
au lieu de 2.75 cm/V/sec (~t/~ o.35 et PH 7-O-7.I) ; mais cette diff6rence de vitesse 61ectroci- 
n6tique est de l 'ordre de grandeur des erreurs exp6rimentales (±  5 %) et, d'autre part, 
la vitesse de migration d'un gradient peut 8tre modifi4e par le voisinage d'autres com- 
posantes qui migrent dans le m4me milieu. JACO~ 9 a ~tabli, il est vrai, que l 'importance 
de ce facteur, th6oriquement important, n'est sfirement pas tr6s grand dans le cas de 
la migration 61ectrophor6tique des constituants protidiques des extraits totaux des 
muscles de Lapin; mais i l y  a lieu de tenir compte que ces observations r6sultent de 
l'6tude d'extraits obtenus et dialys6s ~t une force ionique de/~ o.z5, h savoir des extraits 
sfiIement panvres, sinon enti~rement d4pourvus de myosines, dont la forte concentration 
clans nos extraits h [, o.35 et la haute viscosit6 modifient compl6tement la situation. 

Nous pensons donc que le gradient le plus rapide du groupe II  des extraits de mus- 
cles contraetnrfs est bien de l 'actomyosine; sa morphologie, presque sym6trique dans 
les deux compartiments de la cellule 61ectrophor6tique, est tr6s vraisemblablement due 

l'impossibilit6 d'interf6renees avec les myosines fl absentes de ces extraits. 
Le second gradient du groupe II correspond ~t la contractine de DUBUISSON. La 

vitesse de ce gradient est nettement inf6rieure h celle des myosines fi: 2.3 contre 2.8 
cm/V/sec darts les conditions de PH et de force ionique employ6es par DUBUISSON 1 
(PH 7.4; ~ 0.35), 2.Z contre 2. 5 pour la m~me force ionique mais pour le PH de 7.o auquel 
nous avons op6r6. 

Les myosines 19 n'apparaissent pas darts nos extraits de muscles contractur6s. Darts 
le but de mieux caract6riser la nature de ee ph6nom6ne, nous avons essay4 divers moyens 
pour tenter  d'extraire les myosines fl du muscle contractur6. Une augmentation de la 
[orce ionique (KCI + phosphates), pas plus que l'emploi de solutions telles que celles 
de Weber-Edsall, particuli6rement adapt6es k l 'extraction de myosines, ne modifie 
les caraet6ristiques des diagrammes des extraits de muscles contract4s. Le PH auquel 

Bibliographic p. 4z5. 



VOL. 4 (19.50)  ~;LECTROPHORI~SES D'EXTRAITS MUSCULAIRES 413 

on effectue l 'extraction ne modifie pas non plus les r6sultats, si l 'on reste dans une zone 
comprise entre Pr~ 6 et Pr~ 8. Mais si 1'on se porte ~ des valeurs plus alcalines (PH >/ 9), 
il devient possible, au moyen de la solution de Weber-Edsall, d'extraire des myosines 
de muscles contractur6s. La quantit6 de celles-ci reste pourtant assez faible par rapport 
h ceUe que 1'on peut tirer, en conditions d'extrection ordinaire (PH "~ 6.5), d'un muscle 
normal. 

Au point de rue  quantitati], les ph6nom~nes clue nous venons de d6erire se chiffrent 
de la fa~on suivante: 

I1 y a environ 7% d'actomyosine clans les extraits de muscles normaux, 4.5% dans 
ceux des muscles contract6s. La contractine pr6sente dans les extraits de muscles con- 
tract6s atteint I3 ~ I4%;  le pourcentage dans lequel cette prot6ine peut ~tre pr6sente 
darts les extraits de muscles dits normaux ne d6passe jamais le taux de 4%, mais elle 
en est le plus souvent compl~tement absente. 

Si, au lieu d'exprimer les quantit6s d'actomyosine et de contractine pr~sentes darts 
les extraits de muscles normaux et contract6s par rapport ~ la quantit6 totale de pro- 
t6ines, on choisit comme unit6 de r6f6rence le groupe des myog~nes (groupe I de JACOB), 
rigoureusement identique dans les deux cas, on obtie'nt les valeurs suivantes: 

muscle normal: actomyosine/myog~ne: 11%; contractine/myog~ne: o ~ 7% et, 
pour les muscles contract6s, respectivement: 6.3 et 20.7%. 

L'~tude quantitative des diagrammes obtenus clans les deux types de muscle 
confirme l 'observation que DUBUISSON a faite sur les prot~inogrammes des muscles 
contract6s par stimulation, ~ savoir que le gradient sp DE JACOB, situ6 entre les compo- 

Actomyosine 

B 

Fig. I. Diagrammes 61ectrophor6tiques (selon LONOSWORTH) d'extraits totaux de muscles de Lapin 
e n  rigoy morris. Explication d~taili~e des conditions des exl~riences dans le texte. Force ionique: 
t~ o.35; trac6s anodiques; 6tats comparables de s6paratiou. A. Rigor z ~ i s  accentu6 (exp. no. 73 

5780o secondes d'61ectrophor&se ~ 1.6i V/cm - -  PH: 7.o7 - -  taux d 'N de l 'extrait:  4.3 o mg]ml. 
B. Et:at de ~/gor incompl&tement d6velopp~ (exp. no. 74 - -  5320o secondes d'61ectrophor~se ~ 1.86 

V~cm - -  PH 7 .o6 - -  taux d'N de l 'extrait ;  4.92 mg]ml) 
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santes a et h apparalt toujours plus d6velopp6 dans les extraits de muscles contractur~s: 
6.5 % contre 4.3 %- 

Un commentaire particulier est n6cessaire pour ce qui concerne la disparition des 
myosines/3. L'absence de ces prot~ines dans les extraits de muscles contractur6s est, 
comme nous l 'avons dit, d 'habitude complete. I1 est pourtant  possible d'en d6celer de 
faibles quantit6s (au plus 6% au lieu de I8% dans les extraits de muscles normaux) 
lorsque le muscle a 6t~ contractur~, par la strychnine ou, si au lieu d 'at tendre 18 ~ 24 
heures avant que la rigor morris ne suit compl~tement d~velopp~e, on proc~de aux 
extractions 6 k IO heures seulement apr~s la mort de l'animal. Dans ce dernier cas, il 
est possible de trouver suit une plus grande quantit6 d'actomyosine, suit une certaine 
quantit~ de myosines fl et il est certain qu'il existe une proportionnalit6 entre le degr6 
de contracture d6velopp6 et les modifications de la composition protidique des extraits. 
Dans la Fig. I, nous avons reproduit les diagtammes d'une exp6rience typique: les 
extraits ont 6t6 pr6par6s avec des muscles du m6me Lapin, les uns (muscles ant~rieurs 
des cuisses) foltement contractur6s (A), les autres, au contraire, encore souples (B). 
Nous tenons pourtant  ~t souligner que ce parall61isme entre les caract~res macroscopiques 
des muscles et l 'extractibilit6 de leurs prot6ines a ~t~ trouv6 seulement dans ces cas 
particuliers d'un d~veloppement incomplet de la rigidit6 cadav6rique, car mSme les 
muscles qui, 24 heures apr~s la mort, gardent d'habitude un degr6 de souplesse presque 
normal (il~opsoas, les muscles de la ceinture abdominale) pr6sentent des alterations 
protidiqoes ~ tous points de vue identiques ~t celles relev&s sur les muscles fortement 
durcis par la contracture. 

DISCUSSION 

De ces observations se d6gage ce fait important que les modifications des prot6ino- 
grammes 61ectrophor6tiques observ6es sont identiques, qualitativement et quantitative- 
ment, quel que suit le typo de contracture envisagL C'est 1~ un argument en faveur de la 
conception de DUBUISSOl% selon laquelle c'est l'~tat de raccourcissement du syst~me 
contractile, quelle qu'en suit la cause, qui se caract&ise sp6cifiquement par les modifi- 
cations d~crites du prot6inogramme: inextractibilit~ totale de la myosine fl par KC1, 
apparition d'une prot6ine nouvelle: la contractine, et augmentation de la composante 
h~t6rog~ne sp. E t  ce sont 1~ des caract6ristiques bien diff6rentes de celles des prot6ino- 
grammes de muscles ~puis~s par stimulation, mais reldch~s, oh l'on constate seulement la 
disparition de la myosine a e t  une certaine diminution des myosines ~ (DuBuISSON). Ceci 
entralne imm6diatement cette couclusion que les modifications qui surviennent dans 
l'extractibilit6 des prot6ines du muscle contract6 ou contractur6 sont pour la plupart 
parfaitement r6versibles, lots du relStchement musculaire, puisque si l 'on 6puise des 
muscles par des stimulations r6p6t6es, on ne peut en extraire ni la contractine, ni le 
mat6riel sp qui apparait k chaque contraction; le seul vestige 61ectrophor6tique apparent 
est une certaine diminution de l'extractibilit6 des myosines a et ft. 

ERD6S a 6mis l'hypoth~se que la diminution de l'extractibilit6 des myosines dans 
les muscles contractur6s est due ~ un appauvrissement du muscle en ATP; cet auteur 
trouve, en effet, avec une r6gularit6 plus ou moins grande selon le type de contracture 
envisag6, une diminution de la teneur en ATP parall~le ~ l'inextractibilit6 des myosines 
observ6es. Mais celle-ci ixe doit pas &re la cons6quence de celle-l~, ear les muscles con- 
tract~s par une courte stimulation, comme ceux qu'a utilis6s DUBUISSON, devraient 
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fournir beaucoup plus de myosines ~ qu 'un muscle stimul6 jusqu'& 6puisement et qui 
a pratiquement 6puis6 ses r6serves ell ATP. Or, c'est le contraire que ron  observe. Qu'il 
y air une relation entre la pr6sence d 'ATP et la solubilit~ des myosines/3 des muscles 
normaux ne fait cependant aucun doute: cette substance poss~de une action acc~l~rante 

sur la dissolution de la myosine, vraisemblablement par son pouvoir de dissocier la 
myosiue de l 'actine; mais le cas des muscles contract6s et des muscles fatigut~s ne peut 
s'int~grer dans une interpr6tation aussi simple. 

Tout ceci indique que l 'on est en presence de prot~ines qui peuvent, selon l'~tat 
fonctionnel du muscle, ~tre plus ou moins fortement associ6es k des complexes insolubles; 
que les forces qui caract6risent ces liaisons sont plus oll moins solides et plus ou moins 
difficilement bris6es par les solutions d'extraction utilis6es. Comme ces ptocessus, tels 
l'inextractibilit6 des myosines/~ et l'extractibilit6 de la contractine, pour ne citer que 
les deux faits principaux, sont essentiellement parall~les au degr~ de raccourcissement 
de la fibre musculaire, on comprend tout 1,int~r~t qui s 'attache k l'6tude de ces processus 
aussi r~versibles que le sont le raccourcissement et le relAchement du muscle. 

R]~SUM]~ 

Les modifications d'extractibilit~ des prot~ines musculaires des muscles contract,s par stimula- 
tion et d6crites par DUBUZSSON se retrouvent identiques, qua]itativement et quantitativement, quel 
que soit le type de contracture envisag6 (contracture de LUNDSGAARD, Rigof morris). C'est l'~tat de 
raccourcissement de la machine contraaile.qui conditionne ces modifications par r6tablissement (cas 
des myosines) ou l'affaiblissement (cas de la contractine) de certaines forces de liaison. 

SUMMARY 

The changes in extractability of muscle proteins derived from muscles contracted by stimulation, 
and as described by DUBUISSON, appear to be identical, both in qualitative and in quantitative respect, 
whatever the kind of contraction may be (LuNDSGAARV'S contraction, Rigor morris). 

The state o/shortening o/the contractile apparatus determines these modifications by establishing 
(in case of myosins )or weakening (in case of contractine) certain binding forces. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Die .t.nderungen in der Dehnbarkeit der Muskelproteine in durch Erregung kontrahierten Mus- 
keln, die yon DUBUXSSON beschrieben werden, bleiben qualitativ und quantitativ dieselben, welches 
auch die Art der Kontraktion sein mag (LuNsGAARV'sche Kontraktion, Rigor morris). Es ist der 
verh~rzte Zustamt des Kontrahtionsmechanismus, der diese Ver~nderung bedingt und zwar bei den 
Myosinen durch HersteUung, beim Kontraktin durch Abschw~chung yon gewissen bindenden Kr~ften. 
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