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Summary. Calpainll in rabbit skeletal muscle. Enzymatic activity regulation : incidence
of membrane phospholipids on the enzymatic autolysis in the presence or not of substrate.

A calcium activated neutral proteinase (calpain Il) was prepared on a large scale at a
high degree of purity from rabbit skeletal muscle using an original purification procedure.

« In vitro » highly purified Calpain Il was optimally activated by 2 mM Ca®* and had
two subunits with a molecular weight of 80 kDa and 28 kDa. The influence of membrane
acid phospholipids (phosphatidyl inositol Pl, phosphatidyl serine PS) and neutral
phospholipids (phosphatidyl choline) on calcium enzymatic autolysis in the presence or
not of substrate was electrophoretically studied. In the absence of a substrate no
degradation of the catalytic subunit (80 kDa) was observed : phosphatidyl inositol and
phosphatidyl serine stimulated drastically the 28 kDa subunit degradation with a release of
acommon 18 kDa product. In the presence of substrate (-globin) the 28 kDa subunit was
more protected against calcium autolysis. On the other hand, phosphatidyl serine seemed
to induce simultaneously 80 and 28 kDa degradations : the released breakdown products
were different from those obtained with phosphatidyl inositol and phosphatidyl choline.

In presence or absence of substrate, phosphatidyl choline did not affect significantly
the calpain Il calcium autolysis. Further studies on calpain |I-membrane binding as well as
its influence on calpain -activity are in progress.

Introduction.

La protéase neutre calcium dépendante (E.C.3.4.22.17) connue sous le nom
de calpaine Il est une thiol protéase intracellulaire constituée de deux sous-unités
de PM = 80 000 et 30 000 (Dayton et al., 1976a; 1976b). Différents résultats
obtenus in vitro laissent penser que cette enzyme peut participer a de nombreuses
fonctions biologiques réguilées par le calcium (Azanza et a/., 1979 ; Hutson et
Krebs, 1968 ; Puca et a/, 1977). Expérimentalement, elle permet de reproduire sur
les protéines myofibrillaires des « images » électrophorétiques analogues a celles
observées au cours des phénomeénes de maturation des viandes (Azanza et al.,
1979, 1980 ; Merdaci et a/., 1983). Cependant, le probléme du réle cellulaire est
aussi lié a la régulation, car la concentration en calcium nécessaire /n vitro pour
une activité optimale de la calpaine |l est nettement plus élevée que celle
rencontrée classiquement dans la cellule musculaire.
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Des travaux récents (Hathaway et a/., 1982 ; De Martino et a/., 1986) ont pu
montrer que des formes autolysées (en présence de calcium) de la protéase,
deviennent actives pour des concentrations en calcium dix fois moins élevées.
Ces phénomeénes d'autolyse apparaissent directement liés a la présence de
phospholipides membranaires (Coolican et Hathaway, 1984) et se traduisent
essentiellement par une dégradation de la sous-unité 30 000 considérée par
certains auteurs (Coolican et al/, 1986 ; Imajoh et al, 1986) comme une
sous-unité régulatrice.

Nous avons donc voulu vérifier si le mécanisme d’autolyse enzymatique était
une étape nécessaire a l'activation de I'enzyme d'une part et si la présence du
substrat et des phospholipides modulait ou non ce comportement. Deux types de
phospholipides ont été testés (phospholipides acides : phosphatidyl inositol (PI),
phosphatidyl sérine (PS) phospholipide neutre : phosphatidyl choline (PC)).

Matériel et méthodes.

Matériel.

Les produits chimiques utilisés proviennent de Merck (caséine, 2-mercap-
toéthanol) ; Boehringer Mannheim S.A. (Tris) ; Fluka (EDTA, EGTA); Serva
(Brillant Blue R) ; Prolabo (SDS, sodium azoture) ; Sigma (phospholipides et
globine). L'extraction de la calpaine |l a été effectuée a partir de muscles
lombaires (longissimus dorsi) de lapin (fauve de Bourgogne) pesant entre 3 et
4 kg.

Méthodes.

Mesure de [‘activité enzymatique. — Les activités enzymatiques de la
calpaine 1 ont été réalisées a partir d'un substrat protéique (caséine a 5 g/I) selon
le protocole décrit par Azanza et al. (1979) : une unité enzymatique est définie
comme étant la quantité d’enzyme qui provoque une augmentation de la densité
optique a 280 nm de 1072 unité par minute.

Détermination des concentrations protéiques. — Les concentrations protéi-
ques sont déterminées selon la méthode de Bradford (1976) a partir d'une gamme
étalon de sérum albumine bovine.

Analyse électrophorétique en milieu dénaturant (SDS). — La technique
utilisée est proche de celle de Laemmli (1970) : la migration est réalisée en
gradient continu de polyacrylamide (10-20 %).

Préparation des phospholipides membranaires. — A partir de solutions méres
conservées en chloroforme (95 %), éthanol (5 %), des prélévements aux concen-
trations voulues sont effectués. Les solvants sont évaporés sous courant d’azote
et les phospholipides repris en tampon (Tris-HCI 20 mM, pH = 7,50 contenant
EDTA 1 mM, 2-mercaptoéthanol 14 mM et NaN; 1 mM) sont soumis aux
ultrasons (2 x 4 min) juste avant utilisation.

Préparation de I'extrait brut. — Les lapins sont sacrifiés par rupture cervicale,
les muscles lombaires prélevés, coupés finement et homogénéisés par passage au
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Warring Blendor (3 x 30 sec) dans 3 volumes de tampon d’extraction : Tris-HCI
20 mM, pH = 7,50, EDTA 2mM, EGTA 2 mM, 2-mercaptoéthanol 14 mM,
NaN; 1 mM, NaCl 50 mM.

La suspension obtenue est centrifugée (30min a 3000g), le pH du
surnageant est ramené a pH = 7,50 par addition de Tris 1 M. Les culots sont repris
pour une nouvelle extraction dans un volume de tampon, homogénéisés puis
centrifugés comme précédemment. La suspension obtenue est amenée i une
concentration en NaCl 1M par addition de chlorure de sodium solide et ajustée a
pH 7,50. Cette suspension est clarifiée par centrifugation a 12 000 g pendant
30 min.

Résultats.

Purification de la calpaine .

Elle est réalisée selon une modification du protococle décrit par Penny et al.
(198b) par la mise en ceuvre de 4 étapes chromatographiques (une phényl-
Sepharose, une DEAE-Sephacel, une deuxiéme phényl-Sepharose et une mono-Q,
HR5/5) (Garret et al., 1988).

Le protocole expérimental utilisé nous a permis d'obtenir 8 mg de calpaine !l
hautement purifiée a partir de 2 kg de muscle squelettique. La calpaine il obtenue
présente deux sous-unités correspondant respectivement a des PM de 80 000 et
28 000.

Influence des phospholipides membranaires et d’un substrat (B-globine) sur
l'autolyse enzymatique (pour des concentrations en calcium de 2 mM).

— En absence de substrat.

Par rapport au témoin (fig.1A), la dégradation de la sous-unité de
PM = 30 000 est accélérée en présence de Pl et PS. En effet, dans nos conditions
expérimentales, cette dégradation apparait quasi-totale dés 40 sec d’incubation.

Si les vitesses de dégradation en présence de Pl et PS semblent analogues
(fig. 1B, 1C) les produits d’hydrolyse obtenus sont différents: en effet, en
présence de PS (fig. 1C) trois bandes protéiques majeures sont notables ayant
des PM respectifs de 24 000, 18 000 et 8 000. Par contre, en présence de Pl, on
ne détecte qu'un seul produit de dégradation (PM = 18 000).

En présence de PC (fig. 1D) aucune différence significative par rapport au
témoin n’a pu étre mise en évidence, tant au niveau de la vitesse de dégradation
de la sous-unité 28 000 qu’au niveau du produit d’hydrolyse apparu de
PM = 18 000.

Quel que soit le phospholipide interagissant, aucune dégradation de la
sous-unité catalytique de PM = 80000 n'a pu étre mise en évidence. Ces
résultats corroborent ceux obtenus par De Martino et al. (1986).

— En présence de substrat.

Les résultats (fig. 2) montrent que la vitesse de dégradation de la sous-unité
28 000 en présence de PC (fig. 2C) reste sensiblement identique a celle du
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FIG. 1. — Analyse électrophorétique sur gradient de polyacrylamide (10-20 %) en milieu SDS des
fractions calpaine Il incubées & 10 °C en présence de Ca®* (2 mM) pendant différents temps
(1:20s,2:40s,3:805s,4:120s,5:5min, 6:8min, 7:15min).

A : calpaine Il ; B : calpaine Il + phosphatidyl inositol ; C: calpaine || = phosphatidyl sérine ; D :
calpaine Il = phosphatidyl choline.

Les rapports molaires phospholipides/calpaine |l sont dans nos conditions expérimentales de 15.

Des solutions de calpaine Hl (0,2 mg/ml) et de phospholipides (10 mg/ml) en tampon Tris-HCI
20 mM pH = 7,60 contenant EDTA 1 mM, 2-mercaptoéthanol 14 mM et NaN; 1 mM sont
préincubées a 10 °C pendant 5 min. La réaction est démarrée par addition d'une solution de
CaCl, (10 mM). 4 pg de protéine ont été déposés.
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FIG. 2. — Analyse électrophorétique sur gradient de polyacrylamide (10-20 %) en milieu SDS des
cinétiques d’autolyse a 10 °C de la calpaine Il en présence de substrat B-globine (5 mg/ml) et de
phospholipides (10 mg/ml) pour une concentration en Ca®* de 2 mM. Les temps de cinétique
retenus sont: 1:20s,2:40s,3:80s,4:120s, 5:5min, 6:8min, 7:15min.

A calpaine Il + S-globine; B : calpaine | + phosphatidyl inositol + B-globine ; C: calpaine I +
phosphatidyl sérine + S-globine ; D : calpaine Il + phosphatidyl choline + S-globine.

Le rapport calpaine 1I/p-globine dans nos conditions expérimentales est 0,2 (1/5). Les rapports
molaires phospholipides/calpaine Il sont dans nos conditions expérimentales de 15.

Des solutions de calpaine Il (0,2 mg/ml) et de phospholipides (10 mg/ml) en tampon Tris-HCI
20 mM pH = 7,50 contenant EDTA 1 mM, 2-mercaptoéthanol 14 mM et NaN, 1 mM sont
préincubées & 10°C pendant 5 min. La réaction est démarrée par addition d'une solution
contenant la B-globine (5 mg/ml) et CaCl, (10 mM). 9 ug de protéine ont été déposés.
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témoin (fig. 2A) alors que celle enregistrée en présence de PS et de Pl augmente
pour devenir maximale en présence de Pl (fig. 2B, 2C). L'incubation avec PS
entraine parallélement une dégradation trés rapide de la sous-unité de
PM = 80 000 dés 20 sec d’'incubation, laquelle se traduit par 'apparition de
bandes protéiques ayant des PM respectifs de 70, 68, 55, 53 et 40 000 (fig. 2C).
Dans nos conditions expérimentales, il apparait difficile d'attribuer les produits de
dégradation de PM = 24000 et 22000 uniquement a la sous-unité de
PM = 28 000.

Quoi gu’il en soit, I'influence de PS sur l'autolyse enzymatique semble étre
trés particuliére et spécifique, affectant les deux sous-unités de maniére quasi
simultanée.

Par rapport au complexe calpaine Il-phospholipides, la présence de « subs-
trat » d’'une maniére générale semble ralentir la vitesse d'autolyse de la sous-unité
28 000 et par l13-méme l'apparition des formes activées.

Commentaires et conclusion.

Les interactions phospholipides membranaires-calpaine |l ont été consi-
dérées par certains auteurs (Suzuki, 1987 ; Coolican et a/, 1986) comme une
étape importante de l'activation de cette protéase par autolyse en présence de
calcium, cette étape conduisant 4 des formes enzymatiques nouvelles dont le seuil
optimum en calcium s’avére beaucoup plus faible (Mellgren et a/., 1982 ; Suzuki
et al., 1981).

Les résultats obtenus dans nos conditions expérimentales mettent en
évidence qu'en absence de substrat, les formes enzymatiques activées
80 000/18 000 apparaissent beaucoup plus rapidement lorsque l'on est en
présence de phospholipides acides tels que le phosphatidyl inositol ou la
phosphatidyl sérine. Aucune différence significative par rapport au témoin n'a pu
étre notée en présence de phospholipides neutres (phosphatidyl choline).

En présence de substrat (-globine), bien que les formes 80 000/18 000
apparaissent plus rapidement en présence de Pl et PS, I'hydrolyse de la sous-unité
28 000 est cependant ralentie par rapport aux résultats obtenus sans substrat.

L'effet substrat induit sur le complexe PS-calpaine Il une dégradation
simultanée des deux sous-unités, phénoméne non encore observé jusqu’alors.
L'autolyse de la sous-unité 28 000 reste cependant plus rapide en présence de Pi.
Au vu des résultats obtenus, en présence de substrat et de Ca2™, I'incidence du
PS sur la calpaine |l semble étre trés spécifique.

Des études basées sur la caractérisation du type d’interactions calpaine
[I-phospholipides ainsi que les facteurs influant sur la dissociation de ces
complexes aprés apparition des formes activées sont en cours.

13° Réunion du groupe Développement [ N.R.A.
Cap d’Agde, 25-27 mai 1987.
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