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die AMP-Desaminierung ohne ATP-Zusatz ersichtlich. Abb. 2 zeigt den analogen 
Effekt mit  der gleichen Zytoplasmafraktion in Gegenwart ~tquimolarer Mengen ATP. 

In Abwesenheit yon ATP bewirken 5" IO 3 M Askorbins~iure eine durchschnitt- 
lithe Hemmung der AMP-Aminohydrolase von 3o 50?/0, IO 3 M Askorbins~ture hat 
nur noch einen geringen Einflul3 und niedrigere Konzentrationen sind g/inzlich un- 
wirksam (20 Versuche). 

In Gegenwart von ~tquimolaren Mengen AMP und ATP hingegen wird der 
Hemmeffekt hoher Askorbins~inrekonzentrationen aufgehoben. Bei IO 3 und i o  ~ 
Endkonzentration tri t t  sogar eine Steigerung der Reaktionsgeschwindigkcit um 
durchschnittlich 20-30% auf (20 Versuche). Es konnte festgestellt werden, dab der 
Askorbins/iureeffekt nicht auf einem Eingriff in den direkten Desaminierungsmecha- 
nismus im Sinne einer Einelektronentibertragung beruht. Ein solcher Vorgang w~tre 
tiber das Monooxidationsprodukt Semidehydroaskorbins8ure denkbar. Dutch stfin- 
dige ErhGhung der Konzentration dieses Radikals w~ihrend der Reaktion tr i t t  jedoch 
heine Steigerung der AMP-Desaminierungsgeschwindigkeit auf. Nach vorl8ufigen 
Befunden ist vielmehr anzunehmen, da/3 Askorbins~tnre sowohl analog ATP und (;TP 
als allosterischer Faktor  auftreten, als auch auf den Redoxzustand des Enzyms wm 
Einflug sein kann. Untersuchungen zur Autkl/irung der Askorbins~urewirkung sind 

im Gange. 
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Influence du [3-mercapto~thanoI sur 1'4tat d'agr4gation et I'activit4 
ATPasique de la H-m4romyosine de carotide de bovid4 

L'isolement et les propriGtGs de la H-mGromyosine de carotide de bovid6 ont 
6t6 6tudiGs de fa~on dGtaillGe 1. Le comportement du gradient d'ultracentrifugation 
correspondant, apparaissant au cours de la digestion par la trypsine, montre qu'elle 
se dGgrade trGs rapidement et qu'elle donne lieu ~t la formation d'agr4gats de vitesse 
de sGdimentation s 'extrapolant  ~i concentration nulle ~t lO-12 S. Les pr@arat ions 
obtenues par fractionnement au sulfate ammonique sGdimentent ~t des vitesses 16g~re- 
ment  supGrieures s 'extrapolant  ~ 14 Set  possGdent une viscosit6 intrinsGque de 2.45 dl/g 
& concentration nulle, 5 fois plus 61evGe que celles des H-mGromyosines de muscle 
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squelettique de lapin ~ et de muscle cardiaque de chien 3. Cette H-mdromyosine donne 
donc lieu, contrairement ~ la L-mdromyosine de carotide, ~ un phdnom6ne d'agrdgation 
tr~s accentual d@s le ddbut de la digestion. 

Nous avons observ6 que lorsque la digestion tryptique est rdalisde tt partir du 
complexe de myosine et d'actine extractible de la paroi artdrielle t~ faible force ionique 
(tonoactomyosine4), l 'ultracentrifugation de la solution en prdsence d 'ATP rdv@le la 
prdsence, en plus du gradient lent de L-mdromyosine, d'un gradient de H-mdromyosine 
sddimentant ~ la vitesse normale de 4.9 S environ ~ la concentration totale de 0.59% 
(Fig. Ia). Le r61e protecteur de l'actine nous a conduit tt examiner l'influence du/~- 
mercaptodthanol sur l '6tat d'agrdgation et l'activit6 ATPasique de la myosine de 
carotide ainsi que de la H-mdromyosine correspondante. La myosine et la tonoacto- 
myosine ont dtd isoldes d'extraits obtenus ~ faible force ionique ~ et purifides par reprd- 
cipitation afin d'dliminer la tropomyosine prdsente ~. Elles ont 6t6 digdrdes par la 
trypsine suivant la mdthode ddcrite par HURIAUX 1. L'activitd ATPasique des pr6pa- 
rations a 6td ddterminde tt 25 °, dans le tampon imidazole IO mM de pH 7.0, en prdsence 

ii~ii!iiiiiiiii~i~iii!iiiii!!~iiiiii!i!ii!iiiiii!iiiiii iii!iiiii!i s iiii~iiiii~i ~/ 

Fig. I. Diagrammes d 'u l t racent r i fugat ion  (a) d 'une  prdpara t ion  de tonoac tomyosine  digdrde 
80 min, apr~s 48 mill d 'u l t racent r i fugat ion  g la concentra t ion  de 0.59 ~ en l 'absence d ' A T P  (dia- 
g ramme supdrieur) e t  en prdsence d ' A T P  o .2% et de Mg 2+ o.oi  M (diagramme inf6rieur), (b) 
d 'une  prdparat ion de myosine purifide en prdsence de ]5-mercaptodthanol 2 mM, digdrde 4 ° min 
(diagramme supdrieur) e t  8o min (diagramme infdrieur) apr~s 5 ° rain d 'u l t racent r i fugat ion  tt la 
concent ra t ion  de o.67%, (c) d 'une  prdpara t ion  de myosine purifide en l 'absence de/~-mercaptod-  
thanol  digdrde 4 o rain (diagTamme supdrieur) et  80 min (diagramme inf@rieur) apr~s 26 min 
d 'u l t racent r i fuga t ion  A la concent ra t ion  de 0.65%. Condit ions:  59 78o tours /min;  Tris-HC1, I 
o . i ,  NaC1 0.25 M, p H  7.4; 0 = 55 ° . 

Fig. 2. Diagrammes  d 'u l t racent r i fugat ion  d 'une  prdpara t ion  de myosine purifide en prdsence de 
/5-mercaptodthanol 2 mM (diagramme supdrieur) et  en l 'absence de /~-mercaptodthanol (dia- 
g ramme infdrieur) aprbs 73 rain d 'u l t racent r i fuga t ion  ~. 59 78o tours/min,  concn. 0. 5 ~o; Tris-HC], 
I o.35, p H  7.4; 0 = 55 ° . 

de IO mM de Ca, IOO mM de KC1, 2 mM d'ATP et o.2 mM de/5-mercaptodthano] (Cal- 
biochem). Le phosphore libdr6 a 6t6 mesurd colorimdtriquement A 750 m/~ (ref. 6). 

La purification de la myosine de carotide par pr6cipitation t~ faible force ionique 
et sa conservation en chambre froide apr@s dialyse, ont eu lieu en prdsence ou non de 
$-mercaptodthanol 2 mM. La formation d'agrdgats de vitesse de sddimentation de 7 S 
environ A o.I 0/0 est considdrablement rdduite en prdsence de rdducteur (Fig. 2) tandis 
que l'activit6 Ca~+-ATPasique devient environ 7 lois plus 61evde (Fig. 3a). Lorsque ces 
deux myosines sont digdrdes par la trypsine, on observe A l'ultracentrifugation l'ap- 
parition de gradients de L-mdromyosine identiques et de gradients de H-mdromyosine 
diffdrant considdrablement: en prdsence de /~-mercaptodthanol, la H-mdromyosine 
sddimente de faqon beaucoup plus homog@ne et avec une vitesse de 4.8 S, tt la concen- 
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t rat ion de 0.6 7 %, semblable & celle observde dans le cas de la tonoactomyosine  (Fig.i b) ; 
tandis qu 'en  l 'absenee de r~ducteur le gradient  de H-mdromyosine s'dtale d~s le d~but 
de l 'u l t racentr i fugat ion avant  m~me que la digestion de la myosine ne soit complete 
(Fig. ~c, d iagramme sup~rieur). 
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Fig. 3. influence de la digestion par  la t rypsinc sur  l 'activit4 ATPasique (a) de la myosine puri- 
fide en l 'absence de /J-mercapto6thanol (()  q ) et en prdsence de fl-mercapto6thanol z mM 
(0- - -0 )  dans KC1 o.1 M, (b) de la tonoactomyosine  purifi6e en l 'absence de / / -mercapto6thanol  
dans KCI o.~ M ( @ -  "~), dans KCI o.0 M ( >~ ,: ) et de la tonoactomyosine  purifide en prdsence 
de fl-mercapto~thanol, dans KC1 o.~)M ( 0 - - 0 ) -  Conditions exp4rimentales:  imidazole ~o mM, 
pH 7.o; ac6tate de calcium ~o mM; ATP o raM; fl-mercaptodthanol o.z mM; 25 °. 

L'~volution de l'activitfi Ca2+-ATPasique au tours  de la digestion re'~v~le ~gale- 
ment un compor tement  tr~s diffdrent : en l 'absenee de %ducteur,  on observe un inaxi- 
mum d'aet ivi% semblable ~t celui ddcrit par  BARANY et a[.7, s dans le cas des myosines 
de muscles lisses; en prdsence de fl-mercaptofithanol, l 'act ivi% dficroit rapidement  et 
tend vers une valeur constante  sup~rieure tl celle observde dans l 'autre cas (Fig. 3a). 
Dans le cas de la tonoactomyosine purififie en l 'absence de rdducteur,  on observe une 
activitd Ca2+-ATPasique peu 61evde ~t faible force ionique qui devient  3.5 lois plus 
grande ~ force ionique dlevde. Cet accroissement d 'activit~ at teint  environ 7 lois 
lorsque le complexe est purifid en p%senee de rdducteur. Lorsqu 'on  hydrolyse le 
complexe par  la trypsine, la prfiservation de la H-m~romyosine "a l '~tat non ag%g~ 
par l 'actine va de pair avec une stabilisation de l 'activitd Ca2+-ATPasique qui se 
maint ient  ~ une valeur ~gale ~ celle de la inyosine purifi~e en p%sence de/~-mercapto- 
6thanol m~me apr~s 3 h d 'hydrolyse  (Fig. 3b). Une act ivat ion similaire quoique moins 
dlevde a d~j~t dt~ signalde par NEEDHAM ET WILLIAMS 9 dans le cas de la digestion de 
l 'ac tomyosine d 'utdrus  par  la trypsine.  

k 'ac t iv i td  Ca2+-ATPasique de la myosine de carotide d@end  donc fortement,  
comme dans le cas de la myosine de la port ion strife du nmscle adducteur  de Pecte~t  

irradia'r~s 8, de la p%sence d 'un  rdactif SH au cours de son isolement. L 'act ivi t~ maxima 
trouv~e lorsque la purification a lieu en l 'absence de rfiducteur, est du m~me ordre 
que celle obtenue dans le cas du gdsier de poulet ; elle correspond g des myosines par- 
tiellement agr~gdes. Par  centre, en p%sence de r~ducteur, elle est de l 'ordre de celle 
des myosines de muscles squelettiques rouges de lapin 10 et du muscle cardiaque de 
lapin 11. Une augmenta t ion  similaire a fitd observ~e sous l 'influence de concentrat ions 
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6o lois plus dlevdes environ de rdducteur, dans le cas de la myosine de muscle strid 
~t pH 9 (rdf. 12). n n'est pas possible ~ la lumi~re de ces rdsultats prdliminaires de 
ddterminer si l 'activation que nous ddcrivons est attribuable ~t la rdgdndration de 
groupements SH aisdment oxydables ou ~ un changement de conformation. 

L'dtude des phdnom~nes d'agrdgation auxquels la myosine donne lieu n'a pas 
permis d'observer jusqu'~t prdsent une modification de ce processus dans le cas de la 
myosine squelettique de morue sous l'influence de composds sulfhydrilds 13,1a. Bien que 
le nombre de groupements SH de la myosine de carotide de bovidd soit le m~me que 
celui de la myosine squelettique de lapin 15, l'dtat de groupements SH aisdment oxyda- 
bles influence de toute dvidence les phdnom6nes d'agrdgation de cette myosine de 
muscle lisse. 

Lorsque la myosine est isolde ~ l'dtat de tonoactomyosine en l'absence de rdduc- 
teur, on observe un effet protecteur de l'actine sur les groupements SH de la myosine, 
semblable ~ celui ddcrit pour la myosine de la partie stride du muscle adducteur de 
Pecten s, dtant donnd l'activitd obtenue ~ force ionique dlevde. L'accroissement suppld- 
mentaire observd lorsque la tonoactomyosine est purifide en prdsence de fl-mercapto- 
dthanol sugg6re toutefois que cet effet protecteur n'est pas complet. La digestion du 
complexe par la trypsine entraine une augmentation d'activitd remarquable/~ faible 
force ionique, se stabilisant ~ une valeur constante alors qu'en l'absence d'actine, 
l'activitd ddcroit rapidement. L'actine inhibe le groupement actif de la myosine-SH 
de muscle lisse de vertdbrd; cette inhibition disparalt dans le cas de l'acto-H-mdro- 
myosine-SH bien que le groupement actif de celle-ci reste prdservd du point de vue 
de sa ddgradation, par la prdsence d'actine. 

L'dtude des myosines de carotide de bovidd et de gdsier de poulet montre que 
ces protdines font partie, avec les myosines d'invertdbrds, du groupe des myosines 
instablesS, TM du fait de leur rapide agrdgation mais qu'elles se caractdrisent par contre 
par une rdsistance ~t la trypsine tr6s dlevdel, 7 contrastant avec la rdsistance nettement 
moindre des myosines squelettiques et la ddgradation rapide des myosines d'invertd- 
brds. 

Nous remercions Monsieur le Professeur G. HAMOIR pour ses conseils et ses 
encouragements et Madame JAMSIN pour son aide technique. 
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