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INTRODUCTION

L ’ importance e t  le  rô l e  de l a  p ro té o ly se  au cours  de l ' é v o l u t i o n  
poct nortem du muscle sont s u j e t s  a c o n t ro v e rse s  (GOLL et al., 1970).

Eh f a i t  aucune preuve expér imenta le  ne semble a v o i r  é t é  apportée  
qui prouve une a c t i o n  des p ro té a se s  m uscu la i res  sur  l e s  p r o t é in e s  r a y o f i h r i l l a i -  

r e s  e t  l e  co l lag èn e  au cours  de la  m a tu ra t io n  de l a  v iande .  Ainsi  PENNY (1968) 

a mis en évidence qu 'en  absence d'enzymes h y d ro ly t iq u es  ( m y o f i b r i l l e s  b ien  

lavées )  l e s  dég rad a t io n s  c a r a c t é r i s t i q u e s  qui. a f f e c t e n t  l a  s t r i e  Z au cours  de 

l a  m a tu ra t io n  ne se p r o d u i s a i e n t  pas ,  a l o r s  que FUKAZAVA YASUI (1967) n 'o n t  pas 
observé  par microscopie é l e c t r o n i q u e  aucune, a l t é r a t i o n  des s t r i e s  Z après  incu­

b a t i o n  de m y o f i b r i l l e s  avec des p r é p a r a t io n s  p a r t i e l l e m e n t  p u r i f i é e s  de 
c a th e p s in e  D.

Nous rappor tons  i c i  le s  premiers  r é s u l t a t s  obtenus dans l ' é t u d e  

de l ' a c t i o n  de la  c a th e p s in e  D sur la s t r u c t u r e  m y o f i b r i l l a i r e  e t  le  co l lagène  
du muscle de bovin .
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La c a t h e p s i n e  D e s t  p r é p a r é e  a p a r t i r  de l a  r a t e  e t  du muscle  ^

b o v in  (Méthode de p r é p a r a t i o n  a p u b l i e r ) .

appe l  aux t e c h n iq u e s  de p r é c i p i t a t i o n  a c i d e - p r é c i p i t a t i o n  a c é t o n i q u e ,  ch t0" 
t o g r a p h i e  sur  c a r b o x y m e t h y l c e l l u l o s e , DEAE Sephadex A 50 e t  f i l t r a t i o n  moi' 
c u l a i r e .

La c a t h e p s i n e  D du muscle  e s t  p r é p a r é e  à p a r t i r  d ’un mélange 
a i t o c h n n d r i e s - " l y s o s o m e s " . L ’enzyme e s t  l i b é r é e  par  i n c u b a t i o n  du mélange

M y o f i b r i l l e s

+ 4 volumes de s o l u t i o n  
de H a s s e lb a c h - S c h n e i d e r

4 h e u re s  à + 4°C 

V
C e n t r i f u g a t i o n  

20 000 G 30 m inu tes

C e n t r i f u g a t i o n  20 000 G 30 m inu tes

l"
L ’e x t r a c t i o n  de l a  c a t h e p s i n e  D de r a t e  e s t  e f f e c t u é e  à p a r t i t  

homogénat de r a t e  p r é a l a b l e m e n t  conge l .ée -uéconge lée  e t  l a  p u r i f i c a t i o n  f & l [

p r é c é d e n t  à 37°C en p r é s e n c e  de t r i t o n  X 100. La p u r i f i c a t i o n  f a i t  
mêmes t e c h n iq u e s  c h rc m a to g ra p h iq u e s  que dans l ’e x t r a c t i o n  à p a r t i r

on X 100. La p u r i f i c a t i o n  f a i t  appel  ^  
que dans l ’e x t r a c t i o n  à p a r t i r  ne la

P r é p a r a t i o n  des m y o f i b r i l l e s
,/jjj

Les m y o f i b r i l l e s  so n t  p r é p a r é e s  à p a r t i r  du muscle r e e t ' t i s  a b ^ 0 ' ' '

de boeuf  s e l o n  l a  méthode de PERRY e t  GREY (1956) .

E ï t r a ç t 2 0 _n_des_prc t é i  ne s_nyof i h r  p i l a i r e s

P r é c i p i t a t i o n  à KC1 0 ,05  ^

Surnagean t

s o l u t i o n  H a s s e lb a c h - S c h n e i d e r

1 heu re  à + 4°C 
V

C e n t r i f u g a t i o n  
20 000 G 30 m inu tes

e t  r e d i s s o l u t i o n  dans 
KC1 0 , 6  M MgCl mM 
t r i s  HCl 0 ,02  M ; pH = 7

F r a c t i o n  US

S urnagean t  
r e j  é t é

C u lo t  l a v é  dans 
t r i s  IlCl 5 mM, pH 8 ,2

V
E x t r a c t i o n  48 h dans

C ulo t  r e j e t c s u rn a g e a n t

P r o t é i n e s  s o l u b l e s  à 
f a i b l e  f o r c e  i o n iq u e
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Les p r o té in e s  so lu b le s  à f a i b l e  fo rce  ionique, e t  pH 8 ,2  sont f r a c t i  
onncés se lon  la  méthode de S. EBASIII, F. EBAS1TI (1965) par  p r é c i p i t a t i o n  au 
s u l f a t e  d ’ammonium en deux f r a c t i o n s ,  l e s  p ro té in e s  p r é c i p i t a b l e s  e n t r e  0 e t
22,5 g / 100 ml e t  22,5 à 32,5 g/100 ml de SO. (NH,).

4  4

analvticiue

L"é lec t rophorè se  sur g e l  de polyacrylarni.de des p r o t é in e s  so lu b le s  a 
f a i b l e  fo rce  ionique  e t  pH a l c a l i n  e s t  r é a l i s é e  s e lon  la  méthode de RAMPTON 
et al. (1971).

-I£EâI££Î22_^2_Çûllagène

1) Col lagène m u scu la i re  t o t a l

Du co l lagène  i n t r a m u s c u la i r e  de Longiasinus dorai e t  Vectoralis 
prof tendu s de veaux de 3 mois a i n s i  que. du col lagène  é p i n y s i a l  du même muscle 
Longissinus dorai ont é t é  p répa rés  se lon  une méthode précédemment d é c r i t e  
(KOPP, 1970).

2) Col lagène s o lub le

Deux types de f r a c t i o n s  so lu b le s  ont é té  p rép a rée s  :
-  du co l lagène  acido so lu b le  e x t r a i t  â + 4°C pendant 48 heures  à 

pH 3,5 en présence  de tampon a c é t a t e  (F/2 = 0 ,5 )  à r a i s o n  de 200 ml 
pour 1 g de t i s s u  sec .

-  du co l lagène  s o lu b le  déna tu ré  e x t r a i t  a 65°C pendant 2h30 a pH 5, 
dans l e  même ra p p o r t  d ’e x t r a c t i o n  : 20 n i  de tampon a c é t a t e  
(F/2 ~ 0 ,5 )  pour 100 ing de t i s s u  sec .

52i y k i i i s a t i o n _ h y d r o t h e m i2ue_du_çollagène

L 'a c t i o n  enzymatique sur le  co l lagène  i n t a c t  e s t  é tu d i é e  par la 
dé te rm in a t io n  du co l lagène  s o l u b i l i s é  pendant la  phase d ’ in cu b a t io n  (échan­
t i l l o n s  de 100 mg de s u b s t r a t )  pu is  par l a  s o l u b i l i t é  hydrothermique du r é s id u  
d ’ in c u b a t io n  à l a  tempéra ture  de 80°C pendant 2 h 30 en présence  de 40 ml de 
s o l u t i o n  i so ton iqne  (0 ,9  % NaCl) .

Les f r a c t i o n s  so lu b le s  sont  évaporées â sec e t ,  de même que la  
f r a c t i o n  in so lu b le  r é s i d u e l l e ,  sont mises a h yd ro lyse r  en présence  de 60 ml 
d ’HCl, 6N en vue de la  d é te rm in a t io n  de l e u r  teneur  en hydroxypro1ine  par une 
méthode d é r iv é e  de. c e l l e  de BERGMAN -  L OXLF.Y (1963).

-D â lY se_é îac t ro 2horé t ique_du_co l lagène_so lub le

L’étude q u a l i t a t i v e  des modif 
ce d'enzymes e s t  e f f e c t u é e  par é l e c t r o p h  
la  méthode de NAGAI (1964) modif iée  par 
d ' a c r y l a n i d e .  L 'a n a ly se  q u a n t i t a t i v e  des 
m ê m e  des densitogrammes obtenus par  la  
c o l o r a t i o n  a 1 ' Anido-Schwarz) .

i c a t i o r s  du s u b s t r a t  vo lub le  en p r i s e r  
o rèse  sur g e l s  de polyacry lamide  selon 

l ' u t i l i s a t i o n  d 'u n  gel unique a 7 : 5 Z 
r é s u l t a t s  a é t é  r é a l i s é e cpar  p l a n i -  
l e c t u r e  des g e l s  a 5500 A après
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VV'S

ACTION DE T.A CATHEPSINE D SUR LA STRUCTURE NY OF 1ER ILL A IRE

Pour m e t t re  on évidence une a c t io n  é v e n tu e l l e  de l a  ca theps ine   ̂ i 
sur la  s t r u c t u r e  n y o f i b r i l l a i r e ,  nous avons incubé des m y o f i b r i l l e s  avec 
l ’enzyme à d i f f é r e n t s  pi! e t  nous avons observé par  r a p p o r t  à des myofibri l-  
témoins l e s  s o l u b i l i t é s  des d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  m y o f i b r i l l a i r e s .

* Le tab leau  I  r a p p o r te  l ’ i n f lu en c e  d ’une in cuba t ion  des rayofiofi
avec la  ca th ep s in e  D sur l a  s o l u b i l i t é  des p r o té in e s  e x t r a c t i b l e s  par la 
s o lu t io n  de Kasselbach-Schneider  ( f r a c t i o n  H S).

,-iUr

ANIMAL N° pH d ’ in c u b a t io n  des m y o f i b r i l l e s
5, 0 5 ,2 5,5 _ _

Témoin . avec enzyme Témoi n avec e n s p e Témoin avec enzyme

! 241 331
2 312 342
3 450 510
4 - 348 340 372
5 420 555 510 550
6 450 332
7 460 425

* • TABLEAU I  -  S o l u b i l i t é s  exprimées en mg de p r o t é in e  pour 1C g de mus^-^ 
in c u b a t io n  des m y o f i b r i l l e s  40 heures  a 18°C.

Les mesures ont p o r t é  su r  des m y o f i b r i l l e s  p répa rée s  post rigO? 
m ortis  (animaux 1 à 4) e t  ante rig o r m ortis (animaux 5 à 7 ) .

Q uan t i t a t iv em en t ,  l ’ in cu b a t io n  des m y o f i b r i l l e s  en p résence  d ’1'1̂ 
zyme e n t r a î n e  une augmentation de s o l u b i l i t é  par ra p p o r t  aux témoins dans ? 
cas de m y o f i b r i l l e s  p répa rées  post rigor m ortis. Dans le  cas de m y o f i b r i l ^  
p répa rée s  immédiatement ao rês  l ’a b a t t ag e  (1 heure vo st mertem) e t  incubée5
pli 5,5 i l  n ’en e s t  pas de même â l ’excep t ion  de l ’animal n° 5 pour lequel 
e n r e g i s t r e  des r é s u l t a t s  analogues à ceux obtenus avec l e s  4 premiers  anU

pi1
‘n i /

Pa ra l lè lem en t  a ces d i f f é r e n c e s  q u a n t i t a t i v e s  on e n r e g i s t r e  de5
d i f f é r e n c e s  d ’o rd re  q u a l i t a t i f  en ce nui concerne la  n a tu re  des f rac tion*’

d"5e x t r a i t e s .  D’uns façon g én é ra le  l a  f r a c t i o n  US obtenue après  incubat ion  
m y o f i b r i l l e s  avec l ’enzyme c o n t i e n t  un pourcentage t r è s  i n f é r i e u r  de p r o ^ 1 
qui ne p r é c i p i t e n t  pas a KC1 0,15 M, pH 7.

Le tab leau  T.T r a p p o r te  l e s  r é s u l t a t s  des s o l u b i l i t é s  obtenue' 
pli 8 ,2  en milieu- de f a i b l e  fo rce  ion ique  ( t r i s  KOI 5 mil) après  ex trac t i f*0
avec la  s o l u t i o n  de Hasselbach Schneider  de l a  majeure p a r t i e  de la  nyo ,i^

ANIMAL N° pH d ’ incu b a t io n  des m y o f i b r i l l e s
5 O 5 . 2 5 5

Témoin avec enzyme Tenoin a v e n z Témoin avec enzyûjU'*
1 93 128
2 ! 04 127
3 136 180
4 273 31 3 275 305
5 242 247 278 247
6 206 175
7 i . 233 200 __ ,----------- . t: c
TABLEAU TT - Solubilités exprimées en mg de protéines pour 10 g drie .-■j
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En ce qui  conce rne  ce groupe  de p r o t e i n e s  on e n r e g i s t r e  des r é s u l ­
t a t s  de s o l u b i l i t é  d i f f é r e n t s  s e lo n  que l 'enzyme a é t é  incubée  avec des m yof i -  
b r i l i e s  p r é p a r é e s  ante nigon s o r t is  ou post nigon m.ontis .  Dans ce d e r n i e r  cas 
on p e u t  n o t e r  cans  t o u t e s  l e s  c o n d i t i o n s  de pH d ’ i n c u b a t i o n  u t i l i s é e s  une a u c -  
m en ta t  ion  de s o l u b i l i t é .  Le f r a c t i o n n o n e n t  par  l e  s u l f a t e  d'ammonium de ces  
p r o t é i n e s  nous a permis de c o n s t a t e r  que t o u t e s  l e s  v a r i a t i o n s  de s o l u b i l i t é  
e n r e g i s t r é e s  p a r  r a p p o r t  aux témoins semblent  a f f e c t e r  e s s e n t i e l l e m e n t  l a
f r a c t i o n  p r é c i p i t é e  à 22 ,5  g /100 ml de PO, fNïï , )„ .4 a i

Q u a l i t a t i v e m e n t  meme dans l e  cas  de m y o f i b r i l l e s  a n t e  m ' a o n  m e n t i s  

1 i n c u b a t i o n  en p r é s e n c e  d 'enzymes a f f e c t e  l a  com pos i t ion  des d i f f é r e n t e s  f r a c ­
t i o n s  comme l ’ i n d iq u e  la  f i g u r e  T q u i  r a p p o r t e  l e s  é l ec t rophorégram m es  dé l ’an i  
mal n 6.

Témoin T ®moin

C

F i g .  I  -  E lec t ro p h o re g ra n m e s  :
a) P r o t é i n e s  e x t r a c t i b l e s  a pli 8 , 2 ,  t r i s  HCl 5 mM
b) F r a c t i o n  p r é c i p i t é e  à 22,5  g /100  ml de SO, (NH/ ) 9
c) F r a c t i o n  p r é c i p i t é e  e n t r e  22,5 e t  32 ,5 g /* î00m t  PO^ ('F ’ , ) ^

De p l u s  i l  f a u t  n o t e r  que l e s  é lec t rophorégram m es  r é a l i s é s  a p re s  i n ­
c u b a t i o n  à pR 5 e t  5 ,5  de m y o f i b r i l l e s  m t e  e t  p o s t  v i a  o n  m o n t i e  p r é s e n t e n t  une 
g rande  a n a l o g i e  dans l a  r é p a r t i t i o n  des bandes  ce qu i  t r a d u i t  une s i m i l i t u d e  
dans l ’a c t i o n  de 1 ’ enzyme même si  q u a n t i t a t i v e m e n t  nous avons e n r e g i s t r é  des 
d i f f é r e n c e s  de s o l u b i l i t é .

TI -  ACTION DE LA CATHEPSINE D SUR LE COLLAGENE

21 " A c t ion  des enzymes l v s osoranles muscu l a i r e s  s u r  l e  c o l l a g e n s  

t o t a l

L ’a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  c a t h e p s i n e  D du c u l o t  lysosomal aux pi! d ’ inc.  
b a t i o n  é t a i t  r e s p e c t iv e m e n t  de 0 ,098  e t  0,051 a pH 5 ,5  e t  3 , 5 .  10 ml de ce~ s; 
l u t i o n s  on t  é t é  mis à i n c u b e r  avec 50 mg de c o l l a g è n e  m u s c u l a i r e  de. veau ce 
3 mois pendan t  40 h .  à 37°C, àx plî 5,5 e t  3 , 5 .

Les r é s u l t a t s  p o r t e s  s u r  l e  t a b l e a u  I I I  t r a d u i s e n t  l ’e f f e t  des en ­
zymes ly sosom nles  s u r  l e  c o l l a g è n e  f i b r i l l a i r e  i n t a c t  de d i f f é r e n t e s  l o c a l i ­
s a t i o n s  ana tom iques .

12 3



✓ 7
Lb

PH 5 ,5 Ph 3,5
I

37°C/40h 80°C/2h30 3 7 ° /40b 80°C/2h3

F i l t r a t S o lub le I n s o l u b l e F i l t r a t s o l u b l e T h s
I j O T i f f 7 - H i t n d o r c i T émoi n 0 22.80 77.20 3.79 27 .48 63
endemysium * 0 26.65+ Enzymes 73.35 14.83 22.53 62

P e . c t o r a l i s  w o f . T émo i n 0 19.64 80.36 2.16 78endomysium * 19.57
+ bnzymes 0 22.51 77.49 13.11 10.37 76

L 0no i .ss i x r v i n  d o v r . î T émoi n 0 .23 63.35 36.42 57.55 29.61 12
•gpemysium t  Enzyme 5;

s 0 .25 79.1 1 20.64 89.11 6.55 4 s4

TABLEAU I I I  — A ct ion  des enzymes lysosom ales  de muscle de bov in  s u r  l e  c . o ^ \  

gène m u s c u l a i r e  de veau de 3 mois : -  R é s u l t a t s  expr im és  en ® 
d r o x y p r o l i n e  s o l u b l e  % de 1 'h y d r o x y p r o l i n e  t o t a l e .

Enzymes : A c t i v i t é  t o t a l e  ( c a t h e p s i n e  D) p a r  é c h a n t i l l o n  de 100 ng de c d  
l a g è n e  : 1,07 a pli 5 ,5  e t  0 ,6 0  à pH 3 , 5 .

A pH 5 ,5  l e s  f i l t r a t s  d ' i n c u b a t i o n  ne c o n t i e n n e n t  pas d ' h y d m - ’T^ 
l i n e  e t  l a  p ré s e n c e  d ' enzymes e n t r a î n e  une augm enta t ion  de la  s o l u b i l i t é  W“, 
the rm ique  a 80cC de l ' o r d r e  de 3-4 % pour le  c o l l a g è n e  i n t r a m u s c u l a i r e  1 
raysiura) e t  de 15 % pour l e  c o l l a g è n e  é p i m y s i a l .

A plî 3,5  l e s  f i l t r â t s  d ’ i n c u b â t ’on témoins c o n t i e n n e n t  de l 'hydd  
x v p r o l i n e ,  l e  c o l l a g è n e  a sub i  une l é g è r e  d é n a t u r a t i o n  pendant  1 ' i nc.ubati ^  
e t  i l  a p p a r a î t  que l e  c o l l a g è n e  é p im y s ia l  e s t  p a r t i c u l i è r e m e n t  s e n s i b l e  * 
d é n a t u r a t i o n .  Dans ces  c o n d i t i o n s ,  l a  p r é s e n c e  d 'enzymes  a c c r o î t  de 11 % 
b é t a t i o n  d ' l ivdroxypro l  in e  pendan t  l ' i n c u b a t i o n  pour l e s  deux types  de col^' ji  
endomysia l  e t  de 31 % dans l e  cas  de l ' é p im y s iu m .  A l ' i n v e r s e  l a  s o l u b i l ’*r ' 
r é s i d u  d ' i n c u b a t i o n  a 80 C e s t  a b a i s s é e  en p r é s e n c e  d 'enzymes  mais l e  b i^ é " / /  

g l o b a l  mont re  que l ' h y d ro x y p ro l i r . e  t o t a l e  s o l u b i l i s é e  a 37cC e t  à 80°C reh*J 
s e n t e  dans tous  l e s  cas  une f r a c t i o n  p l u s  im p o r t a n t e  du c o l l a g è n e  t o t a l  ' 
scnce  d 'enzymes par  r a p p o r t  aux tém o ins .

Il semble q u 'u n e  f r a c t i o n  im p o r t a n t e  du c o l l a g è n e  solubilisé au , 
cou rs  de l ' i n c u b a t i o n  avec enzymes à 37°C c o r re s p o n d e  a l a  f r a c t i o n  lal>Ue 
80 C dans l e  témoin.

22 -  Ac t ion  de l a  c a t h e p s i n e  D de r a t e  s u r  l e  c o l l a g è n e  t o t a l

Lorsque l e  même s u b s t r a t  f i b r i l l a i r e  e s t  mis à i n c b e r  en 
de c a t h e p s i n e  D p u r i f i é e  ( e x t r a i t  de r a t e )  à pH 5 ,5  e t  3 , 5 ,  i l  s u b i t  
f  i c a  l i o n s  comparab les  à. c e l l e s  e n r e g i s t r é e s  en p r é s e n c e  du c u l o t  de 
a pH 5 , 5 ,  mais comme i l  a p p a r a î t  s u r  l e  t a b l e a u  TV, l e s  e f f e t s  à pH 
s e n s ib l e m e n t  moins i m p o r t a n t s .

pr‘ v
IvsoSf-
3 ’, 5 s 0*
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b  à

Dans uns première  expér ience  nous avons é t u d i e  l ' a c t i o n  de la  
c a th e p s in e  D e x t r a i t e  a p a r t i r  de r a t e  e t  de muscle sur l e  co l lagène  so lub le  
dén a tu ré .

Les r é s u l t a t s  obtenus a pK 3,5  sont r e p r o d u i t s  sur  l a  f i g u r e  2 (abc)

Fag. 2 Action de la  c a th e p s in e  D su r  l e s  formes s o lu b le s  du co l lagène  à 
pïl 3 ,5 .  °

s u b s t r a t  déna tu ré

u b s t r a t  n a t i f

i UC ubat ion 30°/ 15 h .

n - t éno in COl 1 r? o
h - colla n o. + esth. 1)

c - colla rrO ne + CS th, D

d - témoi Ti CO 11.'igène
colla gène 4- crth. D

de co l lagène )
? ( A c t iv i t é  t o t c  

de co l lagène)

O ' c t i v i t é  t o t a l e  
de c o l l a g è n e ) .

125



V'*:>

Ï1 a p p a r a î t  q u ' à  pH 3 ,5  l a  p ré sen ce  de c a t h e p s i n e  D e n t r a î n e  une 
im p o r t a n t e  d é p o l y m é r i s a t i o n  du s u b s t r a t  d é n a t u r é  q u ' i l  s ' a g i s s e  de e n t h e p s ' 1' 
de r a t e  ou de m usc le .  Les r é s u l t a t s  q u a n t i t a t i f s  ob tenus  p a r  p l a n i m c t r i e  nC" 
d e n s i  togramnes c o r r e s p o n d a n t  aux é c h a n t i l l o n s  a e t  b de l a  f i g u r e  2 son t  t-- 
p r o d u i t s  dans l e  t a b l e a u  V.

sf

■~~^TRACTI0N^
Y 0P a P ré  cc

Témoin 45,25 28,1 3 21 ,85 2.00

+ Cath .  D* 10,95 20,00 30,60 33,45

TABLEAU V -  A c t ion  de la  c a t h e p s i n e  D ( r a t e )  su r  l e  c o l l a g è n e  s o l u b l e  dénS'-1' 
à pH 3 ,5  ( f r a c t i o n s  en % du t o t a l  s o l u b l e )

 ̂ . <■ . .  ̂ ... _ ~C ath .  D a c t i v i t é  t o t a l e / m g  c o l l a g è n e  s o l u b l e  = 0 , 5 9 .

Outre  une d é p o l y m e r i s a t i o n  du s u b s t r a t ,  i l  a p p a r a î t  des  eompos>cS
Ifm i g r a n t  p lu s  rap idem en t  que l e s  é léments  c o n s t i t u t i f s  du s u b s t r a t  témoin,  

c a t h e p s i n e  m u s c u l a i r e ,  en d é p i t  d ’une a c t i v i t é  t o t a l e  p lu s  f a i b l e  dans nos ^  . 
é c h a n t i l l o n s  e n t r a î n e  des m o d i f i c a t i o n s  du s u b s t r a t  d é n a t u r é  ( f i g u r e  2, c) 
en p a r t i c u l i e r  une d é p o l y m é r i s a t i o n  au n ive au  des y  e tf ï .  „(i

Lorsque l a  c a t h e p s i n e  D e s t  mise en p r é s e n c e  de s u b s t r a t  n a t i í >  I 
d é n a t u r é ,  5 pH 3 ,5  l a  com pos i t ion  q u a l i t a t i v e  du s u b s t r a t  e s t  éga lement a ‘ j , |
r é e  ( f i g .  2,  d e t  e ) , i l  a p p a r a î t  en p a r t i c u l i e r  une s é r i e  de composés
p l u s  rap idem en t  que l e s  g . L ' a c t i o n  de l a  c a t h e p s i n e  D s ' a v è r e  moins iuipO1-^ 1 
dans  nos c o n d i t i o n s  d ' é t u d e ,  s u r  l e  s u b s t r a t  n a t i f  p a r  r a p p o r t  à un subs t iy^  
d é n a t u r e .  Cependant  l ' a p p a r i t i o n  de composés dont  l a  m i g r a t i o n  é l e c t r o p h o 1 ^  
que e s t  p lu s  im p o r ta n t e  que c e l l e  des a  montre que l e s  c h a î n e s  p o l y p e p t i d e •
du c o l l a g è n e  p r é s e n t e n t  des s i t e s  s e n s i b l e s  a l a  c a t h e p s i n e  D.

DISCUSSION ET CONCLUSION

Le b u t  de ce t r a v a i l  p r é l i m i n a i r e  é t a i t  de v é r i f i e r  s i  po t c n t i ^ V
lemer.t  l a  c a t h e p s i n e  D p o u v a i t  a v o i r  une a c t i o n  aux pH de la  v ia n d e  s u r  c C '  

ornements de la  s t r u c t u r e  du muscle .  J u s q u ' à  p r é s e n t  aucune a c t i o n  de l a  ¡ ¿ ¡ f  

c a t h e p s i n e  D n ' a  pu ê t r e  m ise  en é v i d e n c e ,  au n ive au  des c o n s t i t u a n t s  de 
p a r e i l  n y o f i b r i l l a i r e  (BODKELL, PEARSON, 1964) (MARTINS, WHÏTAKER, 1963)- 
C o n t r a i r e m e n t  à ces  a u t e u r s  e t  com pte - tenu  des o b s e r v a t i o n s  de PENNY 0  
nous avons é t u d i é  l ' a c t i o n  de c e t t e  enzyme, non su r  des p r o t é i n e s  p u r i f i e "„f t  (
mais su r  l a  s t r u c t u r e  n y o f i b r i l l a i r e  i n t é g r a l e  e t  dans ces  c o n d i t i o n s  1e S c e $  

s u l t a t s  ob tenus  p rouven t  l a  p o s s i b i l i t é  d 'u n e  a c t i o n  de c e t t e  enzyme sur • '  

s t r u c t u r e s .  I l  c o n v i e n t  de n o t e r  que dans nos c o n d i t i o n s  d ' i n c u b a t i o n  1 3 ^  I 
v i t e  c a t h e p s i n e  D t o t a l e  u t i l i s é e  é t a i t  s e l o n  l e s  i n c u b a t i o n s  5 à 10 f o 1?_ ^  1 
p c r i e u r c  à l ' a c t i v i t é  t o t a l e  e x i s t a n t  dans le  po ids  de musc le  é q u i v a l e n t  ^  
q u a n t i t é  de m y o f i b r i l l e s  u t i l i s é e s  comme s u b s t r a t .  De p lu s  dans l e  m u s d ^ ^  | 
p o u rc e n t a g e  r e l a t i v e m e n t  f a i b l e  de l ' a c t i v i t é  t o t a l e  e s t  l i b é r é  post m c a ’ ^ c  I e  j 
P a r  c o n t r e  dans l e  cas  des i n c u b a t i o n s  du complexe h y d r o l y t i q u e  t o t a l
c o l l a g è n e  l ' a c t i v i t é  t o t a l e  u t i l i s é e  é t a i t  du même o r d r e  de g r a n d e u r  9ue ' ¿ t  

t i v i t é  t o t a l e  p r é s e n t e  dans l a  q u a n t i t é  de muscle c o r r e s p o n d a n t  à l a  ma« 3
c o l l a g è n e  u t i l i s é e  comme, s u b s t r a t .

C 9 ,
Les é tu d e s  de l a  m a t u r a t i o n  posi r ' . o v b e m  du c o l l a g è n e  de ^  f .

e t  HERRINO e t a l .  (1967 )abou t i  r e n t  à des c o n c lu s io n s  p r é s e n t a n t  une 
l o g i e  avec nos p r e m ie r s  r é s u l t a t s .  En e f f e t  SHARP (1963) r e n t r e  que 1 e ' ' ^  

b i l i t é  de 1 ' hydroxyprol  ine  à 37 °n du muscle de b o v in  ne v a r i e  pas au co'*'-* 
t r è s  longue m a t u r a t i o n  a s e p t i q u e  à c e t t e  t e m p é ra t u r e .  Or à pli 5 ,5  avec 1 
c a t h e p s i n e  D ou l e  comnlaxe h v d r o l v t i q u e  t o t a l , n o s  f i l t r a t s  n ' i n c u b c t ’ 0 -  ■ /  

c o n t i e n n e n t  pas d ' h y d r o x y p r o l i r . e . Comme EERRING e t  a l .  (1937) nous a v o n s  

g i s t r e  une augmenta t ion  de l a  s o l u b i l i t é  hydrother rn inue en p r é s e n c e  d
i/.rr  s fi tî c le P c r

on
e a  3

c n  t  's u b s t r a t  e s t  a b a i s s c e  e t  l ' a c t i  
que t o t a l  e s t  s e n s ib l e m e n t  p l u s  im p o r ta n t e

a remuera t u r e  d« 
u s ine  D e t  du c e

dénatura  v, * -  O J .

pH 5 , 5 .  Les r é s u l “ 'hc a t .. L
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avec le  s u b s t r a t  so lu b le  montrent egalement que sa d é n a tu r a t i o n  f a c i l i t e  sa 
d é g ra d a t io n .

Enf in ,  b ien  que la  c a th ep s in e  D p résen te  une a c t i v i t é  sur  l e s  f r a c ­
t i o n s  fa ib lem en t  polymeri sees  du co l lagène  â pli 3 ,5 ,  lo rsque  nous comparons 
son a c t i o n  a c e l l e  du complexe h y d ro ly t iq u e  t o t a l ,  i l  semble que le  p o t e n t i e l  
h y d ro ly t iq u e  du c u lo t  lysosomal s o i t  p lus  impor tant qua c e l u i  de l a  c a thep .  D 
s eu le  à l ’ égard du c o l la g èn e .
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