THESES ACCESSOIRES

I.a fatigue du muscle squelettique présente des composantes
mécaniques, électriques et métaboliques.

La disparition de la contracture iodoacétique du muscle
strié s’explique par des glissements plastiques et visqueux ;
clle n’est donc pas comparable au relaichement qui suit une
secousse ou un tétanos.

Le blocage de la transmission neuro-musculaire observé
dans la myasthénie grave résulte d’une lésion neuro-chimique
entravant la synthése d’acétylcholine.
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ATP
ADP
AMP
PC
CL
Cr
P,

O
hs
ha

Unités

gcm
mcal

LISTE DES ABREVIATIONS ET DES

SYMBOLES UTILISES

adénosine triphosphate

adénosine diphosphate

adénosine monophosphate

phosphorylcréatine

créatine libre

créatine totale

tension maximum d’un muscle, en kg/cm?

longueur de référence du muscle, selon Hirr (1952)
travail fourni ou recu par le muscle

chaleur dégagée par le muscle en contraction isométrique
taux de chaleur de maintien stable selon AUuBERT (1956a)
taux de chaleur de maintien labile initial selon AUBERT
(1956 a)

raccourcissement du muscle

constante mécanothermique de HiLL

enthalpie d’une réaction /

quantité de substrat transformé dans la réaction ;
coefficient d’une régression linéaire

coefficient de corrélation linéaire de BRAVAIS-PEARSON
test « t » de STUDENT-FISCHER

probabilité qu’un événement soit did au hasard
nombre d’expériences

gramme de muscle

centimétre

seconde

minute

gramme (masse) centimétre

milliéme partie de la calorie-gramme

Sauf indications contraires, la quantité de tous les substrats est exprimée
en micromole par gramme de muscle (micromole/g), et toutes les
énergies en millicalorie (gramme) par gramme de muscle (mcal/g)






PREMIERE PARTIE

LES RELATIONS GENERALES
ENTRE LE METABOLISME MUSCULAIRE
ET LES PHENOMENES
THERMO - MECANIQUES
DE LA CONTRACTION






CHAPITRE I
LE PROBLEME DE L’ENERGETIQUE MUSCULAIRE

LE muscle est un organe excitable qui transforme de I’énergie chimique
en énergie mécanique. On peut le stimuler et lui faire produire du
travail 4 volonté sous une grande variété de conditions controlées ; on
peut observer son comportement mécanique, et le comparer aux change-
ments chimiques et thermiques qui surviennent pendant ou apres la
contraction. Le muscle présente donc un matériel particulierement
adapté 4 ’étude des transformations de ’énergie dans les tissus vivants,
et ce fait explique sans doute la continuité de I'intérét que lui ont porté
un grand nombre de physiologistes et de biochimistes.

Les transformations d’énergie dans le muscle présentent deux caté-
gories de problémes. La premiére catégorie comprend tous les pro-
blemes d’énergétique : on s’inquiete de la nature des réactions chimiques
qui mobilisent Iénergie, et on recense les formes, mécanique, thermique
ou autres, sous lesquelles cette énergie se dégage du muscle. La seconde
catégorie comprend les problémes qui visent a élucider le mécanisme
méme de la contraction, c’est-a-dire la fagon dont I’énergie mobilisée
pat les réactions chimiques préparatoires modifie la structure de la
matrice protéique contractile.

Ce travail est une contribution a ’étude de I’énergétique musculaire,
et vise 4 établir un bilan entre la mobilisation d’énergie chimique et le
dégagement d’énergie thermique et mécanique dans plusieurs conditions
trés différentes. :

Un premier probléme se pose naturellement : celui de la possibilité,
au moins théorique, d’établir un tel bilan. Observons un muscle au repos :
sans doute forme-t-il un systéme ouvert en état stationnaire. Il est le siege
de diverses réactions chimiques, il consomme de 'oxygéne, synthétise
de nouvelles protéines, et dégage de la chaleur 4 un taux trés faible
(chaleur de repos). Dés que le muscle est stimulé, il se contracte, souvent
violemment, et souléve un poids ; sa production de chaleur augmente
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plusieurs dizaines de fois, et un grand nombre de réactions chimiques
ou physiques surviennent, soit simultanément, soit consécutivement. Les
réactions thermiques et chimiques se poursuivent d’ailleurs bien long-
temps aprés que la réaction mécanique est terminée. Si on attend suffi-
samment longtemps, le muscle semble regagner son état initial. La seule
différence sera une modification chimique relativement peu importante :
un peu de glycogeéne transformé en acide lactique, ou un peu de phos-
phorylcréatine hydrolysée en créatine et acide phosphorique. Comme
aucun échange de matiére n’a lieu pendant les courts moments que durent
les expériences, mais que seuls surviennent des échanges d’énergie, le
systeme est fermé, au sens thermodynamique du mot, et dés lors, il est
possible de relier phénomenes chimiques et phénomeénes physiques par
un bilan d’énergie. Il faut que I’énergie dépensée, tant sous forme de
travail (W) que sous forme de chaleur (Q) égale I’éncrgie chimique
utilisée. Si — AF; est la chaleur produite par la transformation d’une
mole de substrat en une mole de produit dans la réaction ; lorsqu’aucun
travail n’est fourni, la chaleur dégagée par la transformation de »; moles
sera égale 2 — #;AH;. Si £ réactions interviennent, I’énergie totale libérée
est égale 2 la somme des énergies libérées par chaque réaction, et le bilan
énergétique peut s’écrire (WiLkig, 1960) :

W*”Q:Z\:—’GAHJ M

Remarquons immédiatement qu’un tel bilan n’est pas seulement utili-
sable pour comparer I’état initial d’un systéme 4 son état final, mais qu’il
doit étre respecté a n’importe quel moment durant le passage du systéme
d’un état a Pautre.

En considérant ce bilan, nous apercevons clairement les problemes
a investiguer et leurs rapports fondamentaux. 11 faut d’abord évaluer le
travail fourni pendant la contraction, ce qui ne présente en général guere
de difficultés. Il faut ensuite mesurer la chaleur produite par le muscle :
nous devons ici P'essentiel de nos connaissances au travail et a 'ingé-
niosité de A.V. HirL. Il faut id=ntifier les & réactions : la difficulté est ici
trés réelle, car comment saurons-nous que Zzoutes les réactions sont
identifiées ? La méthode des bilans énergétiques peut étre trés précieuse :
Pimpossibilit¢ d’établir un bilan équilibré peut étre une indication quun
poste important est omis, et, partant, qu’une réaction ; est encote
inconnue. Il faut mesurer les enthalpies — A/{j : quoique ces mesures
soient relativement aisées in vitro, il est beaucoup plus difficile d’extra-
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poler ces résultats aux réactions qui surviennent 7z vivo, 4 cause de notre
grande ignorance des conditions physico-chimiques qui régnent a
PTintérieur de la cellule. Il faut enfin mesurer les #j, les quantités de
substrats qui ont réagi. Ces mesures sont trés difficiles, a cause de la
petitesse des effets et des grandes variations biologiques.

L’énergie chimique potentielle est toujours trés concentrée, ce qui
signifie qu’une quantité de substrat infime, de 'ordre du millioni¢me
de gramme, suffit pour dégager des énergies trés appréciables, de plu-
sieurs dizaines de grammes-centimetres. Les progrés en ce domaine sont
liés a Pexistence de méthodes de dosage chimique suffisamment sensi-
bles. Or, il se fait que ces dernieres années ont vu linvention d’une
méthode colorimétrique pour le dosage de la créatine (Ennor et
Stocken, 1948) et d’une méthode photométrique pour le dosage de
Padénosine triphosphate (STREHLER et ToOTTER, 1952), deux substrats
importants utilisés dans la contraction musculaire. La seconde difficulté,
la variation biologique importante, masque les effets légers de la stimu-
lation, parce que ces effets doivent étre estimés par différence a partir
d’un contrédle, qui ne regoit pas le traitement étudié ; or les fluctuations
de ce controle dépassent quelquefois beaucoup I'effet recherché. L’appli-
cation des méthodes statistiques surtout développées par Frsuer (1946)
permet de résoudre ces difficultés.

L’étude de l'utilisation de ces deux métabolites importants au cours
de la contraction musculaire forme 'essentiel de ce travail. Mais avant
d’aborder le vif du sujet, il est sans doute utile de rappeler trés som-
mairement quelques acquis, 4 la fois anciens et récents, qu’il conviendrait
de garder présents a I'esprit. On trouvera des exposés plus détaillés de
ces questions dans les travaux d’Ausert (1963, 1956 a, 1956 b, 1951),
DusuissoN (1954), Ernst (1963), Hamorr (1956), MommaerTs (1950),
NEeepHAM (1960), RErcHEL (1960), WEBER (1958), WEBER et PORTZEHL
(1954), WiLkie (1954).

Nous étudierons successivement les deux aspects complémentaires
symbolisés dans Péquation (1) : la libération d’énergie mécanique et
thermique au cours de la contraction, et les sources chimiques de I’énergie
mobilisable.






CHAPITRE II

LA LIBERATION D’ENERGIE MECANIQUE
ET THERMIQUE PROVOQUEE
PAR LA CONTRACTION MUSCULAIRE

LE dégagement de chaleur ne survient pas seulement durant la con-
traction elle-méme, mais persiste pendant plusieurs dizaines de
minutes aprés que Pactivité contractile est terminée (Hrrr, 1913). De la
une premiére distinction, capitale, entre la chaleur retardée, produite
apres la contraction, et la chaleur initiale, produite pendant la contraction.
Quoique la production de chaleur retardée dure longtemps, le taux de
dégagement est faible, de sorte qu’au total la chaleur retardée est égale
a la chaleur initiale. Si on supprime la fourniture d’oxygéne au muscle,
la chaleur retardée n’apparait plus (WEIszACKER, 1914), mais ni la chaleur
initiale ni les phénomeénes mécaniques ne sont affectés par I’anaérobiose.
Ce fait démontre que les phénomeénes contractiles essentiels ne dépen-
dent pas de 'apport d’oxygeéne, et sont provoqués par des réactions
essentiellement anaérobies. On congoit deés lors que les oxydations ne
servent qu’a reconstituer les réserves d’énergie chimique entamées au
cours de la contraction. A vrai dire, I'anaérobiose ne supprime pas
entierement la chaleur retardée : il en persiste une petite fraction (20 %,
au maximum), la chaleur retardée anaérobie de HArRTREE (1929), que
Pon attribue aux processus glycolytiques. En conditions anaérobies,
on peut encore observer une légere absorption de chaleur qui survient
durant quelques secondes aprés un tétanos court a 0°C, la chaleur néga-
tive retardée (HarTrEE, 1932), qui ne dépasse pas 8 9, de la chaleur
initiale. D.K. Hirr (1940 b), qui I’a aussi observée, l’attribue a la syn-
these d’adénosine triphosphate (ATP) a partir de phosphorylcréatine
(PC), réaction qui est légerement endothermique.

La quantité d’énergie libérée par le muscle en contraction dépend
essentiellement de deux facteurs principaux. Le premier facteur est la
durée de Dactivité contractile, le second est le mode de contraction.
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Le muscle peut en effet étre stimulé de telle sorte qu’une extrémité soit
fixe et que P'autre souléve un poids ; le muscle se raccourcit et produit
un travail mécanique mesuré par le produit du poids et du raccourcisse-
ment. La contraction est dite isotonique. On peut aussi stimuler le muscle
en fixant ses deux extrémités : le muscle ne peut se raccourcir, mais, en
revanche, il développe une tension élastique. La contraction est dite
isométrique.

FExaminons d’abord le cas d’une contraction isométrique, ou le
travail que produit le muscle ne se manifeste que sous forme de tension
élastique et, quoique réel, est petit et négligeable en premiere approxi-
mation. Dans ce cas, le muscle ne libére de Iénergie que sous forme de
chaleur, et, dés 1920, Hiir et HARTREE démontraient que la quantité
totale de chaleur initiale en conditions isométriques ( ;) est une fonction
simple de la durée de stimulation :

La fraction A4 de la chaleur initiale comprend les libérations de chaleur
associées a I'apparition de la tension (chaleur d’activation) et 4 sa dis-
parition (chaleur de relaichement, Hiry, 1961), tandis que la fraction B
comprend la chaleur produite pendant le maintien d’une tension stable
(ou légerement décroissante a cause de la fatigue) et s’appelle pour cette
raison la chaleur de maintien de la contraction. AUBERT (1956 2) a analysé
trés en détail la production de chaleur de maintien, et a montré qu’elle
comportait en réalité deux parties d’évolutions temporelles distinctes.
La premiere partie est une fonction linéaire du temps, comme I’admet-
taient HiLL et HARTREE : le taux de production de cette chaleur est
constant, et symbolisé par bg. Le taux de la chaleur de maintien stable
dépend naturellement de la grosseur du muscle, aussi la raméne-t-on a
la tension P développée par le muscle et 4 sa longueur in situ /. Le
rapport hg/Ply est trés constant pour un muscle de grenouille et 2 0°C
vaut 0,083 sec!, si hp est exprimé en gem, P en g et /, en cm. (AUBERT,
1956 a ; HiLL et WOLEDGE, 1962). La deuxiéme partie de la chaleur de
maintien se caractérise par un taux de production qui diminue exponen-
tiellement au cours du temps : hae2t, ol by est le taux initial extrapolé
au temps zéro, et a une constante de vitesse d’environ 1 sec=! a 0°C.
Le taux de production de la chaleur de maintien 4 est égal a la somme

des taux de la chaleur de maintien stable et de la chaleur de maintien
labile :

b = hae-at L hy (3)
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Il importe de remarquer que cette formule ne vaut que si la tension est
stabilisée, c’est-a-dire qu’en pratique elle ne couvre pas la premiére
demi-seconde de tétanisation d’un couturier de grenouille a 0oC. Les
proportions relatives des taux de chaleurs de maintien sont importantes :
halhs ~ 1, et par conséquent le taux de production de chaleur de
maintien diminue environ de moitié en 4 4 6 secondes. Le taux moyen de
chaleur stable est estimé a 3,6 millicalories par gramme de muscle et
par seconde de tétanisation pour un couturier de grenouille a 0°C,
et la quantité de chaleur labile est au total de /afz, soit encore de 4,5
mcal/g.

11 est intéressant de noter au passage I'influence de la longueur du
muscle sur le taux de production de la chaleur de maintien. On sait que
la tension que développe un muscle diminue rapidement lorsqu’on
stimule le muscle isométriquement a des longueurs de plus en plus
courtes, et s’annule lorsque le muscle est raccourci a2 moins de 60 %,
de sa longueur 7 sitn (AuBERT, ROQUET et VAN DER Eist, 1951). La
production de chaleur de maintien diminue pourtant moins rapidement
que la tension, de sorte qu’a la courte longueur ol le muscle ne déve-
loppe plus de tension mesurable, la production de chaleur de maintien,
tant stable que labile, atteint encore 50 9, de sa valeur maximum obser-
vée lorsque le muscle est stimulé a la longueur /, égale a celle in situ

(AuBerT, 1956 a).

Examinons maintenant le cas ou le muscle se contracte dans des
conditions isotoniques. Le muscle libére alors de I'énergie sous forme
de travail et sous forme de chaleur. FENN, en 1923, a constaté que la
chaleur totale dégagée est égale, ou A peine supérieure, a la chaleur
que le muscle aurait dégagée s’il ne s’était pas raccourci. Clest-a-dire
qu’en premiére approximation, le travail I fourni par un muscle appa-
rait en suppléiment de la chaleur isométrique Q;, et que Pénergie totale
(E) dégagée par le muscle est :

E=0;+W (4)

Cette formulation est a vrai dire approximative, et il semble bien
que la chaleur produite soit en fait plus grande que Q5. HrLr, en 1938,
devait montrer qu’un muscle qui travaille produit un supplément de
chaleur ax, proportionnel au raccourcissement x du muscle, et il pro-
posait que I’énergie totale libérée par le muscle obéit 4 la lot :

E=0i+ax+ W 5)
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Il faut pourtant reconnaitre que si le terme ax apparait certainement
au cours de la contraction, il n’est pas certain qu’il devrait figurer dans le
bilan final. Selon Carrson et coll. (1963) la chaleur totale produite
par un muscle lors de secousses isotoniques ne dépend guere de la
charge : on pourrait en conclure que la chaleur de raccourcissement
serait compensée par une diminution proportionnelle de la chaleur de
relachement. Selon Hirr (1963) toutefois cette compensation ne serait
due qu’a une coincidence résultant de la sommation de plusieurs facteurs
(cfr. p. 000). II faut encote ajouter que la chaleur de maintien isomé-
trique, qui est une fraction du terme Q;, diminue avec la longueur du
muscle. Si 'on n’y prend pas garde cette diminution de la chaleur de
maintien peut surcompenser 'augmentation de Iénergie liée aux autres
termes de I’équation (5), de telle sorte que I’on observe une inversion de
Peffet FENN (AuBERT, 1946 ; TyGyi, 1959), le tétanos isotonique déga-
geant moins d’énergie que le tétanos isométrique.

Le dernier probléme intéressant 4 examiner est celui des étirements
forcés. FENN (1924) avait déja remarqué que la chaleur dégagée par un
muscle étiré de force durant la contraction n’est guére plus grande
que celle qu’il dégage durant la contraction isométrique, et que le travail
effectué sur le muscle ne parait pas étre dégradé en chaleur. En premiére
approximation, la formule (4) est aussi applicable aux cas des allonge-
ments forcés, En 1951, AssorT, AUBERT et HrLL montraient que 40 2
60 9% du travail fourni au muscle pouvait disparaitre lors de coutts
tétanos. En étudiant des allongements effectués a des vitesses extréme-
ment lentes, ABBOTT et AUBERT (1951) voient le travail disparaitre inté-
gralement, et détectent aussi une absorption de chaleur proportionnelle 4
I’allongement, qui serait peut étre ’homologue de la chaleur positive
de raccourcissement. Plus tard, HiLr et HowarTtha (1959) établissent des
bilans d’énergie pour chaque instant de la contraction : ils décrivent
des expériences ou le bilan total d’énergie est diminué, voire méme annulé,
au cours d’allongements forcés. La conclusion parait inévitable : le
travail fourni au muscle n’est pas dégradé en chaleur, mais provoque
le renversement des réactions chimiques qui engendrent la tension et
est des lors emmagasiné sous forme d’énergie chimique potentielle.
Ces liaisons chimiques seraient sans doute du méme type que celles
utilisées pour la production du travail positif, encore que Ernst (1963)
ne partage pas cette opinion. La possibilité que le muscle puisse fonc-
tionner comme un transformateur réversible d’énergie chimique en
énergie mécanique apparait fascinante, et I'intérét d’une démonstration
expérimentale d’un tel phénomeéne ne serait pas a justifier.



CHAPITRE 1II

LES REACTIONS METABOLIQUES
DURANT LA CONTRACTION MUSCULAIRE

LE nombre des réactions chimiques identifi¢es qui sont en rapport
avec lactivité contractile du muscle est tres élevé. I.établissement
d’un bilan de toutes ces réactions, qui représenterait le dosage d’une
centaine de substrats (au minimum), est une tiche formidable qui n’est
pas pres d’étre réalisée. Heureusement, cela n’est pas nécessaire, car il est
possible d’arréter de nombreuses réactions secondaires sans déprimer
la contractilité du muscle, et il est légitime d’en négliger d’autres a cause
de Pinfime mobilisation d’énergie qu’elles requiérent.

On peut répartir les réactions chimiques de la contraction en trois
grandes classes : celles qui surviennent avant 'activité contractile et qui
conditionnent P'excitation du muscle ; celles qui surviennent durant la
contraction et qui engendrent les phénoménes mécaniques ; celles qui se
déroulent aprés lactivité contractile, c’est-a-dire les réactions de res-
tauration qui rechargent les réserves entamées par la contraction. Cette
division commode et logique n’est toutefois pas aussi marquée dans les
faits, car toutes ces réactions de signification différente peuvent se dérou-
ler simultanément, comme, par exemple, durant un long tétanos.

L’excitation du muscle de squelette par un courant électrique provoque
une dépolarisation locale de la membrane, qui se propage spontanément
4 toute la surface de la fibre. La membrane se repolarise ensuite rapide-
ment. La phase principale de ce potentiel d’action ne dure que quelques
millisecondes et ce phénomene électrique est terminé bien avant toute
manifestation mécanique apparente. Les phénomeénes physiques qui
régissent ces variations de potentiel sont bien interprétés sur la base
d’échanges ioniques K+ — Na+* suivant les gradients électro-chimiques
(Hopekin, 1951 ; Hopckin et Horowrcz, 1959). Les réactions chimiques
qui sous-tendent les variations de perméabilité aux ions sont beaucoup
moins bien connues (NacnMaNsoHN 1960), de méme que les mécanismes
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régénérateurs des gradients ioniques. L’énergie nécessaire a ces réactions
provient en fin de compte de la glycolyse ou des oxydations, et semble
étre puisée dans des réserves communes avec celles de I’énergie uti-
lisée pour la contraction (Giriis, 1964). Du fait de la nature purement
physique de Péquilibre ionique et des échanges sodium-potassium
durant le « spike » du potentiel d’action il est possible d’évaluer I’énergie
libre que doit fournir l'activité métabolique du muscle pour permettre
ces processus : elle serait de 'ordre de 5,6 microcalories par gramme de
muscle pour un potentiel d’action. Si ’on admet un rendement de 50 9,
des mécanismes restaurateurs et une cadence d’excitation de 24/sec,
on calcule que I'énergie dépensée par Iexcitation atteint environ 0,27
mcal/g/sec, soit environ 7 9, de la chaleur de maintien stable. Cette
énergie n’est pas couvertc par le métabolisme au moment méme de la
contraction, mais pendant plusieurs dizaines de minutes apreés la stimu-
lation, lors de la restauration des gradients ioniques. Comme nous
congelons les muscles 2 4 3 minutes au plus apres le premier tétanos,
la restauration des gradients ioniques est arrétée bien avant qu’elle ne soit
compléte. L’énergie dépensée dans les processus ioniques n’est donc
qu’une faible fraction de I’énergie libérée pendant la contraction, pro-
bablement inférieure 4 1 9. En conséquence, nous pouvons ignorer
Pexistence de ces réactions dans nos bilans.

Les réactions de restauration sont bien connues dans I’ensemble.
Elles comportent deux phases principales dans les muscles de batta-
ciens : le glycolyse, ou transformation du glycogéne en acide pyruvique,
et les oxydations, qui transforment I’acide pyruvique en CO, et H,O via
le cycle de P’acide citrique et la chaine des cytochromes ; en I’absence
d’oxygene, 'acide pyruvique est réduit en acide lactique. Les muscles
des insectes, des oiseaux et des mammiféres peuvent en outre oxyder des
graisses, et cette source d’énergie est prépondérante chez les animaux
migrateurs. Trés heureusement, toutes ces réactions n’affectent pas
directement la machinerie contractile. Pour des tétanos de courte durée
(12 sec a 00C) tout 'oxygeéne que consomme le muscle est utilisé aprés
la contraction (D.K. HiLr, 1940 a), et son absence totale ne modifie
pas les phénomeénes thermo-mécaniques de la contraction (HiLL et
HARTREE, 1920). Quant a la glycolyse, les célébres travaux de LunNDs-
GAARD (1930) ont démontré qu’elle pouvait étre bloquée par "iodoacé-
tate, un poison thioloprive (Bacq, 1942, Gopeaux, 1950) qui bloque la
triosephosphate déshydrogénase (Rarxing, 1938) sélectivement si la
concentration du poison est judicieusement choisie. Un muscle intoxiqué
par I'iodoacétate parait entiérement normal 4 premiére vue. La puissance
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de contraction reste normale, avec des constantes de force et de vitesse
identiques a celles du muscle sain (expériences personnelles) ; I'intoxica-
tion n’influence pas non plus la production de chaleur initiale (HARTREE
1931 ; FiscHER, 1931 ; AuBgrT, 1956 2). On ne signale guére que deux
effets précoces de I’'intoxication iodoacétique : un raccourcissement de la
période de latence qui s’écoule entre P'application de Dexcitant et le
développement de la tension (Ssanpow et KarRczmar, 1950), et une
augmentation de la fréquence d’excitation nécessaire a provoquer la
fusion tétanique compléte (AUBERT, MARECHAL, DERU et GILLIS, 1957).
Cependant la répétition des excitants provoque I'apparition d’un double
phénomene : la grandeur de la réponse musculaire décroit progressive-
ment, tandis qu’une contracture se développe. Cette contracture a le
caractere particulier de ne survenir quaprés une période d’excitation
préalable. Si le muscle subit une série de secousses la contracture s’accroit
régulierement (LuNpsGAARD, 1930), tandis qu’elle survient brutalement
4 la suite d’un long tétanos (SANDOW et SCHNEYER, 1955 ; MARECHAL,
1958). A basse température (0 a 2°C) la contracture n’apparait pas
(GopeaUx, 1949) ou est tres faible (MARECHAL, 1958), mais le muscle
devient inexcitable. A 2°C un sartorius de Rana ltemporaria peut se
contracter quasi normalement pendant 30 a 50 secondes. Nous pouvons
donc choisir des conditions qui éliminent de nos bilans les réactions de la
glycolyse et des oxydations : il suffit pour cela d’empoisonner le muscle
par 'iodoacétate et de le placer en atmosphere d’azote.

Notre systtme est maintenant réduit aux réactions qui surviennent
durant la contraction et qui en sont a 'origine directe. L’existence et la
nature de ces réactions ont fait objet de nombreuses controverses,
mais nous nous en tiendrons 4 la théorie classique, pour des raisons qui
seront apparentes plus loin.

On admet classiquement D’existence de deux protéines principales,
’actine et la myosine, dont P'interaction avec I’adénosine triphosphate
(ATP) produit la contraction. L’énergie de la contraction provient de
Ihydrolyse de ’adénosine triphosphate (ATP) en adénosine diphosphate
(ADP) et en phosphate inorganique (P;)

actomyosine

ATP ——————— ADP + P; + contraction (6)

Cette théorie est basée sur un faisceau d’arguments indirects. La protéine
principale de la matrice contractile posséde une activité enzymatique
qui la rend capable d’hydrolyser PATP (ENGELHARDT et LjuBIMOVA,
1939), et cette activité est profondément modifiée par la combinaison
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de la myosine avec 'actine. Le muscle extrait au glycérol se raccourcit
sous P'action de PATP (Szent-GYORGYI, 1951 ; WEBER et PORTZEHL,
1954), et il existe de trés nombreuses études sur les interactions des
protéines contractiles et de ’ATP in vitro qui tendent 4 démontrer que
PATP est bien réellement la substance dont I’hydrolyse permet la con-
traction musculaire.

C’est alors que Hrrr (1950) langa son célebre défi aux biochimistes.
Rappelant qu’en 1929 la théorie qui attribuait 4 I’acide lactique le role
principal dans la contraction musculaire était basée sur dss expériences
apparemment aussi fermes que celles qui soutiennent la théorie actuelle
de PATP, il mit les biochimistes au défi de prouver I'applicabilité au
muscle vivant de la théorie qu’ils avaient si bien construite sur des ex-
traits non vivants. Les résultats furent décevants : la plupart des expé-
riences ne purent mettre en évidence une déphosphorylation de ’ATP
durant la contraction, ni durant une secousse (MoMMAERTS, 1954, 1955),
ni durant un tétanos court ou une contracture par du KCl (FLECKEN-
STEIN, JANKE, DavIEs et KrEBS, 1954 ; FLECKENSTEIN, 1956) ni durant
une contracture par l'acétylcholine (FLECKENSTEIN, JANKE et Daviks,
1956). I.’incorporation de P32 dans P’ATP n’est pas augmentée 4 la suite
de tétanos répétés (FLECKENSTEIN et JANKE, 1957 ; SAcks et CLELAND,
1960). L’incorporation d’0'® n’est pas non plus augmentée par la stimu-
lation, quoiqu’elle augmente pendant la période de restauration qui la
suit (FLECKENSTEIN, GERLACH, JANKE et MARMIER, 1960). Les variations
de Pabsorption des UV par la diphosphopyridine nucléotide semblait
montrer, par une voie indirecte, que la quantité I’ ADP produite durant
la contraction était beaucoup plus faible que celle ’ATP théorique-
ment hydrolysée (CHANCE et CoNNELLY, 1957). Bien plus, une série de
travaux tendait 4 prouver que la contraction s’accompagnait d’une autre
réaction que la déphosphorylation de PATP. GooparL (1957) prétendit
que la carnosine phosphate était le donneur d’énergie, ce quifut infirmé
par CaiN et coll. (1958) qui présenterent la candidature d’'un X-P hypo-
thétique (Davies et coll. 1959). Quelques auteurs, pourtant, avaient
signalé une déphosphorylation de ’ATP apres une contraction de courte
durée : a la suite d’une contracture a 'acétylcholine (Lance, 1954, 1955).
d’une secousse unique (Wajzer, WEBER, LERIQUE et NEKHOROCHEFF,
1956) ou d’un tétanos de 0,5 sec (WajzER, NEKHOROCHEFF et DONDON,
1958) ; mais ces résultats ne soutenaient pas pout autant la théorie
classique, parce que ces auteurs observaient que ’ATP était non seule-
ment déphosphorylé, mais encore désaminé, de sorte que le produit
final de la dégradation de ’ATP était I'inosine monophosphate. 1.’inter-
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prétation de ces expériences n’est pas trés claire, parce que, jusqu’alors,
on n’avait jamais rencontré une désamination de PATP, sinon dans des
muscles en état avancé de fatigue ou de rigor.

Il est possible d’expliquer dans le cadre de la théorie classique, que
I’ATP nc semble pas varier au cours d’une contraction, si I’'on admet
que PATP hydrolysé pendant P’activité contractile est trés rapidement
resynthétisé aux dépens de la phosphorylcréatine (PC), qui serait dégra-
dée en créatine libre (Cy) et en phosphate inorganique (Pi) suivant la
réaction de Loumann (1934) :

ADP 4+ PC= Cy + ATP )

Cette hypothése est soutenue par trois ordres d’arguments.

a) L’enzyme qui catalyse la réaction de LonMANN, la créatine phos-
phoryl-transférase, est extrémement active. Son activité molaire dans le
sens de la synthése d’ATP peut atteindre 150.000 moles d’ATP/mole
d’enzyme/mn (Kusy et coll., 1954). Kusy a estimé que tout PATP du
muscle de lapin (4 micromoles/g) peut étre resynthétisé en 30 milli-
secondes, et que toute la PC (20 micromoles/g) pourrait étre utilisée via
I’ATP en 0,15 sec. Lavitesse de resynthése de ’ATP est beaucoup plus
grande que sa vitesse d’utilisation, qui ne dépasse sans doute pas 5
micromoles/g par seconde (muscle de lapin a 37°C). L’activité de cet

enzyme est donc suffisamment élevée pour assurer in wivo I'équilibre
entre PC et ATP.

b) De nombreux auteurs observent effectivement que la stimulation
abaisse le taux de PC (NacuMmANSOHN, 1929 ; LunDpsGaarDp, 1930 ;
FLECKENSTEIN, 1956 ; FLECKENSTEIN et coll., 1953, 1960, 1961 ; CARLSON
et S1GER, 1960 ; CarLsON et coll,, 1963 ; MoMMAERTS et coll., 1962 ;
MarEcHAL et MoMMAERTS, 1963). Cependant, si la durée de stimu-
lation est inférieure 4 1 ou2 sec, la diminution de PC est trés faible et ne
peut aisément étre démontrée (cfr 3¢ partie, chapitre I) : dans ces con-
ditions, FLECKENSTEIN et coll. (1954) et MoMMAERTS (1954, 1955) ne
décelent aucune variation de PC. Récemment encore, MOMMAERTS ne
détecte une variation de PC que dans certains cas lorsque la durée de
stimulation est courte : des tétanos de 0,4 sec entrainent une hydrolyse
de PC si le sartorius utilisé provient d’une grenouille d’hiver, mais
n’affectent pas la PC si le sartorius provient d’une grenouille d’été
(MOMMAERTS, SERAYDARIAN et WALLNER, 1963) ; le sartorius de tortue
consomme de la PC i la suite d’une secousse, mais le rectus femoris
du méme animal n’hydrolyse pas de PC durant une secousse (Mowm-
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MAERTS, OLMSTED, SERAYDARIAN et WALLNER, 1963). S’il se pourrait
que les tout premiers instants de la contraction n’impliquent pas de
consommation de PC, il est certain toutefois qu’une stimulation de plus
de 1 4 2 sec entraine une diminution de la PC.

¢) DAvIEs a observé qu’il est possible de bloquer la créatine phos-
phoryltransférase avec du 1 fluoro 2-4 dinitrobenzéne. La stimulation
du muscle intoxiqué n’influence plus le taux de PC, mais abaisse le taux
d’ATP (CaiN, INFANTE et Davigs, 1962 ; CaiN et Davies, 1962 ;
INFANTE et DaviEs, 1962). Ces expériences trés importantes démontrent
a la fois les deux aspects les plus controversés de la théorie classique, a
savoir, que ’ATP est effectivement hydrolysé pendant la contraction
(réaction 6) et qu’il est resynthétisé rapidement aux dépens de la PC
(réaction 7).

Le résultat net de la combinaison des réactions 6 et 7 est une hydro-

lyse de PC :
PC = Cy + P (8)

La chaleur d’hydrolyse de la PC (réaction 8) serait de — 11 kcal/mole
suivant MEYERHOF, ScHULZ et SCHUSTER (1937), mais les estimations plus
récentes de GELLERT et STURTEVANT (1960) ne donnent que — 9,0
kcal/mole (pH 8 et 25°C). Il est difficile d’estimer les conditions ambian-
tes de I’hydrolyse d= la PC dans le muscle vivant. Selon CARLsON et
S1GER (1960), il faut réduire la valeur donnée par GELLERT et STURTE-
vANT 2 pH 6,9 et 0°C, en tenant compte uniquement de la chaleur
d’ionisation de la réaction :

HPOi + H' = H:PO1 9)
qui a 00C et a force ionique 0,7 serait de + 7,6 kcal/mole, suivant les
équations de BERNHARD (1956). L’absorption de 0,5 mole d’ions H+
qui accompagne ’hydrolyse d’une mole de PC entraine une chaleur de
neutralisation de — 3,8 kcal/mole et Ja chaleur totale d’hydrolyse de la
PC serait de — 12,8 kcal/mole. Cette valeur ne tient pas compte des
chaleurs de neutralisation dues aux mélanges tampons des liquides
musculaires, que ces auteurs évaluent de + 3,2 4 + 1,3 kcal/mole.
Selon une autre estimation, due 4 D1sTECHE (communication personnelle),
il faut ajouter a I’enthalpie d’hydrolyse de la PC mesurée par GELLERT
et STURTEVANT une chaleur d’ionisation de + 3,1 kcal/mole due 2
I'ionisation du groupe phosphate libéré par I’hydrolyse, et — 3,35
kcal/mole due 4 la neutralisation de 0,5 mole d’équivalent H+ formé ;
le total est alors de — 8,7 kcal/mole. Cette derniére estimation serait
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toutefois trop faible car elle est obtenue en estimant comme BERNHARD
(1956) que 109, des ions H* formés se combinent en bicarbonates.
alors que selon DIsTECHE au moins 30 9, des ions H* se recombineraient
en bicarbonates. La correction est cependant faible, et la chaleur d’hydro-
lyse passe 4 — 9,05 kcal/mole. GELLERT (cité par CARLSON et SIGER,
1960) estime la chaleur d’hydrolyse de la PC 7z vivo & — 9,65 kcal/mole.
Quant 4 la variation d’énergie libre de la réaction 8 elle ne semble connue
que par rapport 4 celle de ’hydrolyse de ’ATP en étudiant la réaction
7 de LouMAaNN. Selon LEHMANN (1936) Pénergie libre de la réaction 8
serait de 1,1 kcal/mole supérieure 4 celle de I’hydrolyse de PATP a
pH 7,7. Selon BurTon (1958), I’énergie libre libérée par I’hydrolyse de
I’ATP dans les conditions qui régnent a lintérieur de la cellule serait
de — 11 2 — 12 kcal/mole, peut-étre méme de — 12,5 kcal/mole. On en
conclurait que la variation d’énergie libre de ’hydrolyse de la PC serait
de — 12 2 — 13,5 kcal/mole. Mais ces estimations sont fort incertaines,
car la variation d’énergie libre dépend des concentrations en Mg et en
nucléotides qui influencent fort 'équilibre de la réaction de LonmanN.
Signalons en terminant que les propriétés de la PC ont fait I’objet d’une
excellente étude de ENNOR et Morr1soN (1958).






CHAPITRE IV
POSITION DU PROBLEME

L’hydrolyse de la PC, et éventuellement de I’ATP, paraissent étre les
seules réactions qui couvrent les dépenses énergétiques du muscle,
4 condition de bloquer la glycolyse par 'iodoacétate et d’empécher les
oxydations par ’anaérobiose.

I’équation 1 se réduit a :
QO+ W= —npc AHpc — #1arr AHarp (10)

ou AHpc et AH srp teprésentent respectivement les chaleurs d’hydro-
lyse de la PC et de ’ATP.

Le probleme est de vérifier expérimentalement cette équation. On
voit que, essentiellement, il faut déterminer #pc et #arp, C’est-i-dire
la consommation de PC et d’ATP, dans trois conditions différentes.
Dans la premitre, on s’efforce d’annuler W : on tétanise le muscle
isométriquement. Dans la deuxiéme, on permet au muscle de fournir
un travail positif, en le raccourcissant pendant le tétanos. Dans la troi-
sitme condition, on étire le muscle de force durant le tétanos, de sorte
que le muscle regoit du travail négatif. Dans nos expériences nous
mesurons directement les termes #pc, #arp et W. La grandeur de O
est estimée d’aprés les données de la littérature. Dans les cas ot #a7p == 0,
qui sont les plus nombreux, on peut estimer un AFHpc apparent, qui doit
naturellement correspondre a ’enthalpie d’hydrolyse théorique, estimée
d’apres les mesures in vitro.






DEUXIEME PARTIE

LES TECHNIQUES ET LES METHODES






CHAPITRE I
LE MATERIEL PHYSIOLOGIQUE

LES grenouilles, des R. temporaria de sexe mile, sont réparties en
groupes de six individus dans des boites en plastique dont le fond
est recouvert d’eau. Elles sont placées dans une chambre froide et gardées
4 une température de 5°C, pendant au moins quatre jours. Dans quelques
cas les grenouilles utilisées avaient été conservées dans un grand aqua-
rium ol coulait I'eau de distribution (environ 14°C). Des expériences
ou nous avons employé simultanément les grenouilles gardées suivant
les deux méthodes n’ont révélé aucune différence dans le métabolisme
de la phosphorylcréatine (PC) des deux lots. Aussi croyons-nous que
ce facteur n’a guére d’importance dans le cas de R. zemporaria. 1l n’en
est pas de méme dans le cas de R. pipiens (MoMMAERTs et coll., 1963 a).
On prépare en général six grenouilles simultanément. On injecte pour
commencer 0,2 cc de D-tubo-curarine Squiss* dans le sac lymphatique
ventral, et les animaux sont placés dans la chambre froide. Une heure
plus tard, on détruit la moelle avec un stylet, et on disséque les muscles
sartoriys. On mesure la longueur des muscles in situ suivant la conven-
tion de HrLr (1952) en plagant les cuisses en abduction a 90°. Cette
longueur est la longueur de référence 4. On lie un fil de coton sur les
tendons distaux des sartorius, en faisant une petite boucle qui servira
2 accrocher le muscle. Mais on garde les tendons proximaux attachés
a I’os coxal. On numérote les grenouilles successives en faisant des nceuds
sur le fil du sartorius droit. De cette facon, il est aisé de connaitre I'ordre
dans lequel on a disséqué les animaux, et de reconnaitre le muscle droit.
On place la paire de muscles dans une solution de RINGER ol barbote
un courant d’oxygene. La composition du RINGER est la suivante (Hirn
et Kurarov, 1930) : NaCl: 113, 5 mM ; KCl: 2,0 mM ; CaCl,: 1,8 mM ;
tampon phosphate : 1,9mM pH : 7,3. Le phosphate est fourni sous forme

(+ fourni gracieusement par la fitme Labaz, que nous remercions vivement).
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d’une solution contenant 13,3 g/l de Na,HPO,.2H,O et 3,5 g/l de
NaH,PO, anhydre, a raison de 2 ml pour 100 ml de solution. Dans
beaucoup d’expériences, nous avons ajouté 5 mM de lactate au RINGER.
Le lactate stimule les oxydations, et a probablement un effet favorable
sur la réparation du muscle. Nous n’avons toutefois observé aucun effet
attribuable a la présence de lactate. Les muscles disséqués reposent
pendant une nuit dans le RINGER en chambre froide a4 5°C. Le lendemain
matin de la dissection, une heure avant ’expérience, on place les muscles
successivement dans du RINGER additionné d’iodoacétate de sodium 4
concentration finale de 0,4 mM. Puis la paire de muscles est placée sur les
électrodes aprés que P'on ait légérement essuyé ’excés d’eau qui reste
a leur surface. Suivant un plan randomisé, établi avant ’expérience,
on place le muscle droit soit sur la rangée d’électrodes n°1, soit sur la
rangée d’électrodes n° 2. On accroche les tendons distaux a un fil d’acier
relié au tensiometre, et on fixe I’os coxal avec une pince en aluminium.
Les muscles doivent reposer bien a plat sur les électrodes (cfr. fig. 1)
On introduit les muscles dans la chambre thermostatée et on laisse

Fic. 1. Photographie d’une paire de muscles sarforius montée sur les multiélec-
trodes. On apergoit au bas de la photo ’os coxal fixé dans la pince en alu-
minium. Au-dessus, la paire de muscles posés sur la double rangée d’élec-
trodes. En haut, ’ouverture inférieure de la chambre thermostatée.
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s’équilibrer la température durant 10 minutes dans un courant d’azote
refroidi. On stimule alors les muscles suivant le programme préétabli
et on les congtle en les immergeant dans de 'isopentane refroidi par de
P'azote liquide. Les muscles congelés sont rapidement enlevés des élec-
trodes et jetés dans de ’azote liquide. A partir de ce moment on traite
systématiquement les muscles dans 'ordre 1 et 2 des électrodes, et les
paires dans I'ordre de dissection. Cette organisation simplifie les mani-
pulations en les stéréotypant, et diminue les risques d’erreurs. Il n’est
pas possible que cet ordre introduise un biais, puisque Iattribution des
traitements aux positions 1 et 2 est parfaitement randomisée. Les muscles
sont rapidement pesés et introduits dans une cartouche en acier inoxy-
dable refroidie par I'azote liquide. On procéde alors 4 la préparation des

extraits et aux dosages de la créatine libre, de la créatine totale et de
PATP.






CHAPITRE 1II

LES DISPOSITIFS ELECTRO-MECANIQUES

LA figure 2 présente une vue générale de notre installation. On y
remarque 2 Pavant-plan le systéme de congélation rapide du muscle,
similaire 4 celui de MomMMAERTS et ScHILLING (1955), et 'ergomeétre
pneumatique. De bas en haut, on voit successivement le piston du congé-
lateur rapide qui est fixé en dessous de la table, puis le disque mobile sur
les tiges latérales au-dessus de la table, le petit plateau qui doit recevoir
le vase DEwAR (2 I'avant-plan a droite) qui contient le liquide réfri-
gérant, les électrodes porte-muscles, au-dessus desquelles on apergoit
un gros cylindre, la chambre thermostatée ; au-dessus de la chambre
thermostatée, on apergoit le cylindre de ’ergomeétre pneumatique avec
les tensiométres, et couronnant le tout, le cylindre régulateur de vitesse
de Pergometre, avec a droite la vanne a huile qui permet de régler la
vitesse du mouvement de I'ergométre, et 4 gauche la vanne électro-
magnétique qui commande ’admission du gaz comprimé dans le maitre-
cylindre de ’ergomeétre. Au deuxieme plan, on apergoit en dessous de la
table, 4 gauche, la pompe qui fait circuler 'eau qui refroidit la chambre
thermostatée, 4 droite, le réservoir a gaz avec sa vanne de streté, et a
extréme-droite, les bouteilles d’azote comprimé. Toujours au deuxieme
plan, mais sur la table, on voit a gauche le réservoir qui contient I'eau
glacée et a droite un chéssis qui comporte de bas en haut, le systeéme de
cames mécaniques pour la programmation des expériences, le tableau
de commande principal de la stimulation, de 'ergometre, de la pompe
circulante et du congélateur rapide, puis le stimulateur digital et Penre-
gistreur a4 double piste. Nous allons maintenant décrire ces différents
éléments d’une fagon un peu plus détaillée.
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Fic. 2. Photographic de I’ensemble de nos dispositifs électro-mécaniques, com-
portant lc congélateur rapide, l’ergométre pneumatique et les tensio-
metres, les électrodes ct la chambre thermostatée, le stimulateur digital et
les dispositifs électroniques auxiliaires, enregistreur i double canal.
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§ 1. Le stimulateur digital.

11 est trés important que le nombre de stimulus que regoit le muscle
soit parfaitement contrélé. La plupart des stimulateurs contrélent la
durée pendant laquelle des impulsions a fréquence constante peuvent
passer. 1l est généralement difficile de maintenir le nombre de stimulus
constant avec un tel type d’appareil, parce que le contréle de la durée est
continu, et qu’une légeére modification de la position du potentiométre
de contréle suffit 4 ajouter ou a retrancher un stimulus. Il faut alors
vérifier a oscilloscope le nombre de stimulus avant d’exciter le muscle.
Nous avons préféré construire un stimulateur transistorisé qui compte-
rait le nombre de stimulus délivré. Un multivibrateur 4 transistors engen-
dre une onde carrée qui fournit la fréquence de la stimulation. Un jeu de
capacités fixes permet de choisir la fréquence de 100, 50, 24, 12, 5, 2, 1
ou 0,5 par seconde. Nous avons utilisé la fréquence de 24/sec pour
toutes les expériences de ce travail. A la température de 2°C, une telle
fréquence assure un tétanos bien fusionné. L’onde carrée du multivi-
brateur passe a travers une porte dont 'ouverture est contrélée par la
section de comptage, et attaque une bascule, qui oscille 4 la méme
fréquence que le multivibrateur. Cette bascule actionne via un transistor
de puissance un relais polarisé rapide « Carpenter ». Dans une position,
ce relais connecte 4 une pile de 30 4 60 V une capacité de 0,5 microfarad
en série avec une résistance de 4.700 ohms ; dans l'autre position, le
relais connecte ensemble les extrémités libres de la capacité et de la
résistance. Les charges et décharges alternées de capacité sont appliquées
au muscle a travers une résistance-série de 47.000 ohms. Outre la bascule
d’excitation, P’onde du multivibrateur attaque également lunité de
comptage. Cette unité est composée de deux décades qui comptent les
unités et les dizaines. Chaque décade comprend quatre bascules munies
d’une contre-réaction qui n’autorise que 10 positions différentes des
voltages des collecteurs. Deux combinateurs a 10 positions (un pour les
unités et un pour les dizaines) permettent de relier a travers des diodes
les différents collecteurs, de telle sorte qu’il apparaisse a la sortie une
pointe transitoire lorsque le nombre de stimulus prédéterminé est atteint,
Un deuxie¢me groupe de combinateurs identiques est placé en paralléle
sur le premier.

Deux nombres indépendants peuvent étre choisis entre 0 et 99. Le
plus petit des deux détermine le moment ot se déclenche le phénomene
mécanique : la pointe transitoire qui lui correspond culbute une bascule
qui actionne un relais rapide Siemens. Ce relais modifie le courant dans
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la vanne électro-magnétique qui controle Pentrée du gaz comprimé dans
lergométre pneumatique, ce qui provoque le raccourcissement ou
Pallongement des muscles suivant la position d’un inverseur. Le plus
grand des nombres choisis détermine une seconde pointe transitoire
qui culbute une bascule qui ferme la porte d’admission des ondes pro-
venant du multivibrateur. La fermeture de la porte arréte la stimulation
des muscles et le comptage des stimulus. Un inverseur permet de renver-
ser les bascules d’ergometre et de porte, de remettre le compteur au zéro
et de couper la connexion entre le multivibrateur d’une part, et le stimu-
lateur et le compteur d’autre part. Le rétablissement de cette connexion
provoque un nouveau cycle de tétanisation avec changement de longueur.

§ 2. L’ergométre pneumatique.

Les variations de longueur du muscle sont imposées a P'aide d’un
ergomeétre pneumatique. L’ergometre classique de LEvIN et WymaN
(1927) n’est pas trés commode si 'on veut imposer au muscle des mou-
vements cycliques. Cest pourquoi nous avons construit un appareil basé
sur un principe analogue 2 celui qu’utilisait DisticHE (1960), et comme
beaucoup d’éléments en sont originaux, et que son utilisation est trés
pratique, nous croyons utile de décrire I’ergométre avec quelques
détails. La figure 3 présente une vue générale de I'appareil, et la figure 4
en est une coupe longitudinale. L’ergometre présente deux parties dis-
tinctes. Le cylindre inférieur (1) o on admet le gaz comprimé et qui
constitue ’ergometre proprement dit; et un cylindre supérieur (10)
muni d’une chambre latérale (13), tous deux remplis d’huile, qui servent
a controler la vitesse du mouvement de ’ergomeétre. Le cylindre infé-
rieur (1) contient un piston en aluminium en forme de H (3). Ce piston
est percé d’un trou central dans lequel passe la tige creuse (2). Cette
tige traverse la paroi du cylindre par une fente dont le profil est dessiné
a gauche du cylindre (1). Cest dans cette tige qu’on fixe le support des
tensiométres connectés aux muscles. I.a course utile du piston est de
2,5 cm. Deux paires de bagues (6) qui se vissent sur la paroi externe
filetée du cylindre (1), permettent de régler ’'amplitude du mouvement
en limitant plus ou moins I'excursion de la tige (2). Deux orifices per-
mettent d’aboucher la chambre supérieure (4) et la chambre inférieure (5)
a deux des voies d’une vanne électromagnétique inverseuse Asco 2
quatre voies. Les deux autres voies sont connectées 4 un réservoir qui
contient de I’azote sous pression de 4 4 6 kg/cm? et 4 Iair libre. Lorsque
aucun courant ne traverse la vanne, le réservoir sous pression est con-
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F1G. 3. Photographie de ’ergométre pneumatique

et des tensiométres.
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Fi1G. 4. Coupe demi-schématique de I’ergomeétre pneumatique. Explication dans

le texte.
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necté 4 la chambre inférieure (5), et la chambre supérieure est reliée a
Iair libre. Le piston est poussé vers le haut, et les muscles sont étirés a
leur plus grande longueur. Si on admet du courant dans la vanne, la
chambre inférieure est reliée a Dair libre et la chambre supérieure au
réservoir sous pression. Le piston est alors repoussé vers le bas, et les
muscles sont raccourcis. Le courant dans la vanne peut étre controlé
soit manuellement par un interrupteur, soit par le stimulateur digital
au moyen du relais rapide Siemens que nous avons décrit au paragraphe 1.
1] est ainsi trés facile d’allonger ou de raccourcir les muscles a n’importe
quel rythme.

La vitesse du mouvement et sa constance sont contrdlées par un
frein 4 huile d’un modéle original. Le piston (3) est relié par I'axe (7)
4 un piston (9) qui glisse dans un cylindre (10) rempli d’huile (SAE 10),
qui est fixé au cylindre (1) par deux tringles (8). Le mouvement du
piston (9) force I’huile a s’écouler par les canaux (11) et (15) et la
chambre (12). Le canal (15) aboutit dans la carotte d’un robinet (14),
et se coude horizontalement. Au niveau A..A le bloc (13) est percé de
douze canalicules disposés suivant les rayons d’une roue. Les canalicules
ont 1 cm d= long. Leur diamétre augmente régulierement de 0,1mm
depuis le plus étroit de 0,4 mm jusqu’au plus large de 1,5 mm. Le robinet
(14) est accessible de 'extérieur et en tournant sa téte, on peut amener
un quelconque des canalicules en face de la portion horizontale du
canal (15). La position exacte est assurée par une petite bille enfermée
dans la téte, et qui, repoussée par un ressort, se cale dans une petite
dépression. La vitesse avec laquelle I’huile traverse le canalicule dépend
du diamétre, approximativement suivant la loi de PorseurLLe. Un avan-
tage décisif de ce régulateur de vitesse sur le modele a pointeau classique,
réside en ce que la vitesse est parfaitement définie pour une position
donnée du robinet. De plus la vitesse ne dépend pas du sens dans lequel
coule I'huile, et on peut étirer ou raccourcir les muscles a2 la méme
vitesse. Enfin la vitesse est constante pendant toute la durée du mouve-
ment. Sous une pression de 4 kg/cm? et une surface du piston (3) de
6,2 cm?, I’éventail des vitesses dont on dispose s’étend de 0,23 cm/sec
4 5,4 cm/sec. Il est possible d’obtenir des vitesses plus élevées en aug-
mentant la pression ou en diminuant la viscosité de I’huile. Celle-ci
peut étre facilement vidangée par la bonde (16).

Comme I’huile a tendance 4 s’écouler le long de I’axe (7) lors de chaque
mouvement, un peu d’air pourrait s’introduire dans le cylindre (10),
provoquant un soubressaut au début du mouvement. Pour pallier ce
défaut, le remplissage automatique du cylindre est assuré par la valve
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(17) : c’est une simple lame obturant un trou qui fait communiquer le
cylindre avec un réservoir d’huile auxiliaire (18). Cette vanne s’ouvre 4
chaque mouvement du piston (9) vers le bas, permettant éventuellement
une arrivée d’huile supplémentaire. I’étanchéité des cylindres et des
pistons est assurée par des « O-rings », marqués en coupe par des cercles
noirs sur le dessin 4.

§ 3. Mesure et enregistrement de la tension.

D’extrémité distale de chaque muscle est accrochée 4 un fil d’acier
recourbé, comme on peut lz voir a la figure 1. Chaque fil d’un diametre
de 0,6 mm passe a travers le toit du thermostat et est fixé 4 la lame du
tensiometre par I'intermédiaire d’un axe fileté. Deux écrous vissés sur ce
petit axe sont serrés de part et d’autre de la lame du tensiometre : ils
permettent de régler indépendamment la longueur de chaque muscle,
avec un jeu de 4+ 3 mm. Cette fixation et le double tensiometre s’aper-
coivent 2 la figure 3, cachant en partie le cylindre inférieur de ’ergometre.
La lame du tensiometre porte quatre jauges de contrainte, deux collées
a la face supérieure, et deux a la face inférieure, prés du point d’encas-
trement de la lame. Le support des lames est fixé dans la tige creuse (2)
de Pergometre. Les quatre jauges (Philips PR9211 de 120 ohms de
résistance) sont montées en pont de Wheatstone. Deux points opposés
du pont sont reliés 4 une batterie de 2,4 volts. Une flexion de la lame
provoque une variation de courant dans le pont, et une différence de
potentiel entre les deux autres points du pont apparait. Cette différence
de potentiel est proportionnelle 4 la flexion de la lame, et par conséquent,
a la tension que développe le muscle. La théorie de cette action est expli-
quée en détail dans AuserT (1956 a, p. 51). Le signal est envoyé dans un
préamplificateur différentiel 4 transistors, et est enregistré par un enre-
gistreur Sanborn 4 deux pistes. La sensibilité du tensiometre est mesurée
avant et aprés chaque expérience, en suspendant un poids de 50 g a la
place du muscle, et en enregistrant le signal correspondant.

Il est important d’estimer le travail élastique que doit fournir le muscle
pour déformer le tensiometre. Il convient naturellement de mesurer la.
rigidité de tout le systéme d’attache, y compris de la boucle en fil de
coton liée 4 I'extrémité supérieure du muscle. La déformation atteint
0,3 mm pour 100 g. Le travail élastique correspondantestdoncde 1,5 gem,
ce qui pour un muscle de 125 mg représente un travail de 0,3 mcal/g.
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§ 4. Multiélectrodes et chambre thermostatée.

Une tige creuse en laiton (n° 25 de la figure 5) est solidement fixée
4 sa partie supérieure (voyez la tige qui se détache a lavant-plan au-
dessus du bord inférieur de la figure 3 et représentée sur le diagramme 5
au n° 2), et porte 4 sa partie inférieure une piéce en méthacrylate (26,
figure 5) dans laquelle sont implantées deux rangées de 6 électrodes en
platine (voir figure 1). La rangée de gauche définit la position 1, celle -
de droite, la position 2. Ces électrodes en forme de L (27, figure 5) sont
soudées aux quatre fils d’excitation. Ces fils amenés au-dehors par la tige
creuse, vont 4 un relais qui connecte automatiquement les électrodes
du muscle a exciter au stimulateur et court-circuite a la terre en méme
temps les électrodes de 'autre muscle. La piece en méthacrylate et les
bases des électrodes sont enrobées dans de I’Araldite 123B avec le dut-
cisseur 953B (CIBA). L’os coxal de la paire de muscles est attaché dans
la pince 29 (figure 5 ; voyez aussi la figure 1). Le systéme des électrodes
permet de stimuler séparément chaque muscle et résiste trés bien au
violent choc thermique que constitue la plongée brutale dans de Iiso-
pentane refroidi 4 — 160°C. A la longue pourtant I’araldite se ramollit
et se détache, et il est nécessaire de recouvrir les électrodes avec une
nouvelle couche d’Araldite aprés 200 a 300 expériences.

La chambre thermostatée (3, figure 5) comporte d’abord une chambre
cylindrique en cuivre 4 double paroi (22, figure 5). L’espace cylindrique
interne regoit le systtme muscles-électrodes, et est fermé i sa partie
supérieure par un disque de cuivre percé de trois trous : un trou large
qui laisse passer la tige creuse (2) du porte-électrodes, et deux trous plus
petits qui livrent passage aux deux fils d’acier qui connectent les muscles
aux tensiometres ; cet espace est fermé a sa partie inférieure par un tiroir
amovible (24). I’espace compris entre les deux parois de cuivre est
ouvert vers ’extérieur par deux tuyaux (18 et 19) qui conduisent I’eau
glacée, qui maintient la température du thermostat constante. Un tuyau
plus mince en laiton (17) améne de 'azote, qui est refroidi en passant
dans la spirale (23) avant d’atteindre la chambre interne et de baigner
les muscles. La chambre en cuivre est enfouie dans un cylindre en
chlorure de polyvinyle (« Covidur ») (20), fermé a ses deux extrémités
par des disques également en « Covidur ». L’espace entre le cuivre et
le « Covidur» est rempli de tournures de matiére plastique (21) .Le disque
inférieur de « Covidur » est creusé d’une logette circulaire dans laquelle
s’encastre le bord supérieur du vase Dewar qui contient le liquide réfri-
gérant (5). — L’eau glacée qui refroidit la chambre thermostatée provient
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d’un réservoir de 20 litres rempli d’un tiers d’eau et de deux tiers de glace.
‘Elle est mise en circulation par une pompe centrifuge. La température
a l'intérieur du thermostat est maintenue entre 1,5 et 20C,

La chambre thermostatée (3, figure 5) est attachée par trois mon-
tants (4) au plateau mobile du congélateur (8), qui peut glisser verti-
calement. En position « haut », la chambre se place au-dessus des élec-
trodes qui sont alors accessibles (cfr figure 1) ; en position « bas », la
chambre recouvre les électrodes et les muscles.

§5. Le congélateur rapide.

Les méthodes chimiques que nous utilisons pour détecter les varia-
tions de PC ou d’ATP du muscle 4 la suite de divets traitements exigent
la destruction du muscle et la solubilisation de ses substrats. Il y a la
naturellement un probleme tres difficile. Il est impératif de fixer I'image
chimique du muscle 4 'instant choisi par expérimentateur : pour cela,
il faut arréter aussi rapidement que possible les réactions chimiques
qui sont toujours trés actives dans le muscle, comme le démontrent les
méthodes isotopiques (FLECKENSTEIN, 1960). Il existe trois méthodes
pour détruire le muscle. La premiére, la plus ancienne, est de jeter le
muscle dans un mortier refroidi 2 — 20°C contenant un peu d’acide
perchlorique congelé et de broyer le muscle au pilon. Bien appliquée,
cette méthode donne de bons résultats reproductibles, mais elle nécessite
le démontage du muscle et des manipulations qui risquent toujours
d’entrainer une excitation mécanique incontrolée ; de plus il y faut un
certain tour de main, et elle exige assez bien de temps. La deuxiéme
méthode est I'ingénieux moulin de LANGE et de NEKHOROCHEFF. Le
muscle est placé dans un chambre spéciale, ol on peut le stimuler et
enregistrer la tension ; 4 un signal déterminé, un couteau tournoyant
est poussé 4 grande vitesse dans la chambre, et hache menu le muscle
a la maniere d’un mixer ; en méme temps une seringue injecte de I’acide
perchlorique. NEKHOROCHEFF estime que la destruction et la dénatura-
tion du muscle doivent étre complétes en 0,5 seconde. Cette méthode
donne des résultats différents des deux autres car ces auteurs observent
une déphosphorylation et une désamination de I’ATP dans ces conditions
(cfr 1re partie, chapitre III). Nous avons choisi la troisiéme méthode,
parce que c’est celle qui stoppe le plus rapidement possible les réactions
musculaires.

L’idée centrale de cette méthode est de figer le muscle en le refroi-
dissant trés rapidement. La premiére impulsion est de plonger le muscle
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dans de Pair liquide, de maniére a obtenir un large gradient thermique
entre le muscle et le liquide réfrigérant. Mais, comme EMBDEN et
Lawaczeck (1922) 'ont montré, la rapidité de congélation est toujours
trop faible, et les muscles congelés sont toujours plus ou moins rac-
courcis : le froid agit donc comme un stimulus intense, mais indéterminé.
La raison en est qu’il se forme une couche de gaz isolante entre le muscle
et Pair liquide qui retarde appréciablement la congélation du muscle.
On peut éviter cet effet en utilisant un liquide réfrigérant refroidi bien
au-dessous de son point d’ébullition. MOMMAERTS et' SCHILLING (1955)
préconisent de refroidir par lair liquide le propane qui bout a — 40°C.
Plus tard cependant, MoMMAERTS a préféré utiliser 'isopentane qui a le
grand avantage de bouillir 2 4+ 28°C et donc d’étre liquide a la tempéra-
ture du muscle (20C). Il devient assez visqueux a basse température et
congele 2 — 160°C, c’est-a-dire qu’on risque facilement de le solidifier
lorsqu’on le refroidi avec de 'azote liquide, qui bout a — 1960C. Cet
inconvénient est cependant fort mineur, surtout quand l'isopentane est
d’une pureté suffisante. L’isopentane est assez inerte et n’interfére pas
avec les dosages chimiques.

Nous avons construit un appareil pour congeler rapidement le muscle,
basé sur le méme principe que celui de MOMMAERTS et SCHILLING (1955).
Dans cet appareil, le muscle est fixe et un vase de Dewar contenant
'isopentane refroidi est projeté vers lui par la détente de gaz comprimé
dans un cylindre, de sorte que le muscle est immergé longitudinalement
dans le liquide réfrigérant en 10 msec, et se trouve figé avant d’avoir
pu manifester le moindre phénoméne mécanique. Comme les deux faces
du muscle sont bien dégagées, le refroidissement doit étre trés rapide.
Selon d=s mesures thermo-électriques de MomMAERTS, la température
de Pintérieur du muscle descend en dessous de — 10°C en 0,1 sec.

Notre congélateur rapide est photographié a la figure 2, et dessiné
schématiquement a la figure 5. Une potence (1, figure 5) soutient les
électrodzs et les muscles (2) ainsi que ’ergomeétre pneumatique et les
tensiometres, qui ne sont pas représentés sur la figure 5. Fixé a la
table (9) le cylindre de laiton (12) contient un piston de « Vespa » (16)
d’une course de 17,5 cm. Le piston est relié au plateau mobile (8) par la
bielle (14, 15). Le plateau mobile (8) glisse le long des guides (6) ; son
mouvement est limité par des butoirs (non représentés) qui garnissent
Pextrémité des guides (6). A cause du poids des superstructures, ce
plateau repose normalement sur la table (position « bas »). S’il est repous-
sé vers le haut manuellement ou par le piston, ce plateau accroche la
butée (30) et est maintenu en position « haut ». Ce platcau mobile porte
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Fic. 5. Diagramme schématique du congélateur rapide. Explications dans le texte.

trois tiges (4) qui soutiennent la chambre thermostatée (3) et qui sup-
portent un plateau plus petit (7) sur lequel est posé le Dewar qui contient
le liquide réfrigérant ; l'autre extrémité du Dewar s’encastre dans le
disque inférieur de la chambre thermostatée. Dans la figure 5, le systéme
est représenté en position « bas »: la chambre thermostatée entoure les
muscles, et le Dewar situé en dessous est séparé des muscles par le tiroir
(24). Une vanne électromagnétique Asco a trois voies connecte le
cylindre 4 'air ambiant, si aucun courant ne la traverse. Des qu’elle est
excitée, la vanne connecte le cylindre au réservoir d’azote sous pression
de 4 4 6 kg/em? (10, muni de la valve de sécurité 11) : entrée du gaz
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comprimé dans le cylindre propulse le piston, et le Dewar est violem-
ment projeté vers le haut, et y reste a cause de la butée (30). Les muscles
sont alors immergés dans l'isopentane, et la chambre thermostatée s’est
relevée vers le haut. Il est évident qu’il faut retirer le tiroir (24) avant de
procéder 4 la congélation ; pour éviter toute fausse manceuvre, le circuit
d’excitation de la vanne électromagnétique est ouvert par un micro-inter-
rupteur qui ne peut étre fermé qu’en retirant le tiroir et en le plagant
dans une fente spécialement aménagée.

§ 6. La programmation des expériences.

Tous les appareils, stimulateur, ergometre, congélateur ainsi que le
déroulement du papier de lenregistreur peuvent étre commandés
manuellement. Toutefois, le programme expérimental peut devenir
tellement compliqué a réaliser que son exécution manuelle correcte serait
fort aléatoire. Ce cas se présente surtout lorsqu’on impose au muscle
un certain travail positif (cas des raccourcissements) ou négatif (cas des
allongements). Dans ce type d’expérience, un muscle est raccourci ou
étiré durant le tétanos ; Pautre muscle est stimulé isométriquement et
alternativement aux deux longueurs courte et longue. Comme les deux
muscles sont attachés au méme ergometre, il est nécessaire de les sti-
muler successivement, de sorte qu’un muscle soit activé en méme temps
que sa longueur change, tandis que 'autre reste au repos. Ce dernier
est stimulé entre les variations de longueur, alternativement en position
allongée ou raccourcie. Le cycle expérimental complet comporte donc
les phases suivantes :

1) muscles A et B en position allongée au départ ;

2) le muscle A est excité, le muscle B reste au repos, et les deux muscles
sont raccourcis : dans ces conditions le muscle 1 produit du travail
en contraction ;

3) le muscle B est excité en position raccourcie ;

4) les deux muscles au repos sont ramenés a la grande longueur ;

5) le muscle A est excité, le muscle B reste au repos, et les deux muscles
sont raccourcis (idem 2) ;

6) les deux muscles au repos sont allongés (idem 4) ;

7) le muscle B est excité en position allongée.

Le programme est semblable, wutatis mutandis, lotsqu’on étudie les
effets de I’allongement du muscle actif.

Un interrupteur rotatif multiple a permis une automatisation partielle
du programme expérimental. Un systéme de cinq cames entrainées par
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un moteur synchrone permet d’actionner cinq interrupteurs suivant un
cycle déterminé. La premiére came déclenche le stimulateur digital
quatre fois par cycle, ce qui provoque chaque fois un train de charges
et décharges de capacité dont le nombre et la fréquence sont réglés
d’avance ; le stimulateur actionne ’ergomeétre aprés un nombre déterminé
de stimulus, pour autant que son action ne soit pas bloquée par le jeu
des deux derniéres cames. La deuxiéme came remet le compteur d’im-
pulsion au zéro aprés chaque comptage. La troisiéme aiguille les stimulus
alternativement vers le muscle en position 1 et vers le muscle en posi-
tion 2 : chaque muscle se contracte donc deux fois par cycle. Les deux
dernitres cames permettent de bloquer I'ergométre en position haute
ou en position basse. Leur action est double : elles ajustent la longueur
du muscle avant la stimulation et, éventuellement, inhibent le signal du
stimulateur vers ergomeétre, de fagon 4 obtenir un tétanos isométrique.



CHAPITRE III
LES DOSAGES CHIMIQUES

§ 1. Préparation des extraits musculaires.

APR}‘ES la congélation rapide, les muscles sont enlevés des électrodes
et jetés dans de I'azote liquide ; ils sont rapidement pesés, broyés
dans une cartouche en acier inoxydable et extraits a I’acide perchlorique.
Voici le détail de ces opérations.

1. — PESEE.

Une feuille de « glassine » (LirLy) est pesée sur la balance Mettler
H15. Le muscle est posé sur la feuille, et son poids est obtenu par diffé-
rence. L.e muscle est ensuite remis dans 'azote liquide. Il est trés impor-
tant de mener cette pesée trés rapidement (en 15 secondes au plus) et
de ne manipuler le muscle qu’avec des pincettes préalablement refroidies
dans Pazote liquide, de fagon a éviter 2) une décongélation totale ou
partielle du muscle, qui conduirait 2 une hydrolyse rapide de la PC
et ) une condensation d’eau sur le muscle qui conduirait a surestimer
son poids.

2. — Broyvace.

Le muscle est ensuite introduit dans une cartouche en acier inoxy-
dable, préalablement refroidie a 'azote liquide. Ces cartouches, d’un
modele semblable 4 celui décrit par SERAYDARIAN et coll. (1961), sont
formées d’un corps cylindrique (diametre interne de 10 mm et longueur
de 25 mm) dont le fond est une calotte sphérique et d’un couvercle a
visser, également creusé d’une calotte hémisphérique. Une bille en acier
de 4 mm de diametre est déposée a I'intérieur. Apres séjour dans I'azote
liquide, on place la cartouche, chargée d’un muscle, sur un appareil
broyeur qui la secoue violemment dans les trois directions de I'espace
(Micro-Mixer Mill de Glen Creston, Stanmore, U.K.). Aprés 15 secondes
d’agitation, on replonge la cartouche dans I'azote liquide. Le broyage
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est recommencé trois fois. A ce stade, une fine poudre blanche de muscle
adhére aux parois de la cartouche. On réchauffe la cartouche 2 — 15°C
en la plagant au deep-freezer.

3. — EXTRACTION.

On introduit 1 ml d’acide perchlorique 0,25 N froid (3-5°C) dans la
cartouche. Apres trente secondes d’agitation, on vide la cartouche dans
un tube a centrifuger conique, en prenant soin de ne pas y laisser tomber
la bille d’acier. On répete une fois cette opération. Entre toutes les mani-
pulations, les cartouches et les tubes reposent dans de la glace pilée.
Aprés centrifugation a froid pendant 10 mn, le surnageant est versé
dans un vase de Berlin (placé dans la glace) et neutralisé par addition de
1,0 N KOH. La neutralisation est controlée au papier pH. Le pH du
liquide ne peut pas dépasser 8, sinon I’ATP devient trop instable. On
porte le volume a 10 ml, puis on centrifuge pour se débarrasser du
KCloz qui est peu soluble. L’extrait est conservé a 3°C. On dose la
PC le jour méme, et PATP le lendemain.

§ 2. Détermination de la créatine libre et de la PC.

PRINCIPE.

La créatine libre forme un complexe coloré en rose carmin en pré-
sence de diacétyl et d’alpha-naphtol (réaction de BARRETT). Nous avons
utilisé une modification de cette méthode par EnnNoRr et STocken (1948).
Une hydrolyse acide ménagée libére la créatine de la PC : on détermine la
créatine totale de Pextrait. La PC est la différence : créatine totale —
créatine libre.

REACTIFS.

Diacétyl (Light): solution stock aqueuse 4 1 % ; a diluer 25 fois au
moment de 'emploi ;

Solution alcaline : NaOH 30 g ; Na,CO,4 80 g; H,O ad 500 ml ;

Alpha-naphtol (Merck) : 5 g dissous dans 50 ml de solution alcaline ;
cette solution brunit rapidement a lair et doit étre préparée au
moment de I’emploi ;

Etalon de créatine (Merck) : 1,31 g/l

OPERATIONS.

A 2 ml d’extrait de muscle on ajoute 5 ml d’eau distillée ; puis 2 ml
de la solution d’alpha-naphtol. Aprés une agitation vigoureuse, on ajoute
1 ml de diacétyl 1 9, dilué 25 fois dans I’eau, et on compléte le volume
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a 10 ml. La coloration se développe en 15 mn a l'obscurité et on lit
Pextinction 4 une longueur d’onde de 520 millimicrons au moyen d’un
spectrophotomeétre Beckmann modele B. Un blanc et un étalon de
créatine accompagnent chaque série de dosages.

Pour déterminer la créatine totale, on ajoute 0,4 ml ’HCI 2N a 1 ml
d’extrait de muscle. On chauffe 9 mn a 65°C, on refroidit rapidement
et on neutralise avec 0,4 ml de NaOH 2 N. On dose ensuite la créatine.
Un blanc et un étalon accompagnent également toutes les déterminations
de créatine totale.

Des standards internes ont donné une récupération de 95 a 100 %,
de la créatine, avec ou sans hydrolyse acide. La transformation de créa-
tine en créatinine durant ’hydrolyse acide telle que 'ont signalé ExNoRr
et STockEN (1948) ne survient pas dans nos conditions expérimentales,
et nous n’avons pas appliqué la correction qu’ils préconisent.

COMMENTATIRES.

La réaction au diacétyl est simple d’exécution et précise. Elle permet
donc d’effectuer un grand nombre de déterminations, et de procéder
a une étude statistique rendue nécessaire a cause de la variabilité du
matériel biologique. Par ailleurs, cette réaction n’est pas tres sélective.
L’arginine, la guanidine, la glycocyamine et quelques acides aminés
réagissent avec le diacétyl et ’alpha-naphtol mais la coloration produite
par ces substances est 10 fois moins intense que celle produite par la
créatine. Le taux de ces substances est trés faible dans le muscle, et il ne
faut pas en tenir compte lors des déterminations de créatine (ENNOR et
MorrisoN, 1958). La réaction est inhibée par les composés sulfhydryles,
et cette interférence peut étre supprimée par le p-chloromercuriben-
zoate ; comme nos extraits ne contiennent pas de composés sulfhydryles,
il n’est pas nécessaire de tenir compte de cette interférence.

Il faut aussi noter que la créatine se transforme spontanément en
créatinine. La créatinine ne réagit pas avec le diacétyl et ’alpha-naphtol :
c’est pourquoi nos extraits musculaires sont conservés a 3°C, et la créa-
tine (libre et totale) est mesurée au plus tard un jour aprés la préparation
de lextrait.

§ 3. Détermination de I’ATP.

La détermination de ’ATP est basée sur une réaction décrite par
Mc Erroy (1947) : DI’émission lumineuse de la luciole américaine
Photinus pyralis. La luciférine réduite réagit avec I’ATP et oxygene
sous 'influence de la luciférase, et se transforme en luciférine oxydée
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activée, tandis que ’ATP est hydrolysé en AMP et en pyrophosphate.
Chaque molécule de luciférine activée émet un photon d’environ 562
millimicrons et retourne a I’état basal. L’intensité lumineuse est propor-
tionnelle a la concentration d’ATP. La préparation de ce systéme et le
dosage de PATP sont opérés suivant Mc ELrOY et STREHLER (1949) et
STREHLER et TorTER (1952).

DOSAGE DE L’ATP.

On mélange 0,2 ml de Pextrait de muscle, 1,8 ml d’un mélange
tampon arsénate (50 ml de 0,5 M Na,SO,; 10 ml d= 0,2 M MgSO, et
20 ml de 0,2 M Na,HAsO,). On ajoute 25 microlitres d’extrait de luciole
et on mesure 'intensité de I’émission lumineuse au moyen d’un fluoro-
metre Farrand, modéle « A ». Le fluorométre est en fait utilisé comme
photometre : la lampe d’excitation est éteinte, les filtres sont enlevés.
Le photomultiplicateur incorporé mesure lintensité de I’émission
lumineuse. Aprés addition de D'extrait de luciole, le signal atteint un
maximum en 5410 secondes environ, puis diminue lentement. On mesure
le signal systématiquement une minute aprés I’addition de ’enzyme.
Dans ces conditions, la lumiére émise est proportionnelle 4 la concen-
tration d’ATP de 0 a4 20.10-8M.

L’extrait de luciole posséde une activité myokinasique. L’ADP
présent dans P’extrait musculaire peut donc étre transformé en AMP et
APT. L’activité myokinasique est toutefois tellement réduite par la
dilution qu’il faut des concentrations d’ADP trés élevées pour troubler
gravement la détermination de PATP. Nous nous sommes assurés que
ce facteur peut étre négligé en pratique dans tous les cas ot la quantité
d’ATP du muscle reste supérieure a 1,0 micromole/g.

PREPARATION DE L’EXTRAIT DE LUCIOLE.

Cent mg d’«abdomens » desséchés de luciole ( fireflies dessicated tails,
Sigma chemical Co, St-Louis) sont introduits dans une cartouche
en acier inoxydable refroidie a 0°C, et sont broyées pendant 30 secondes
au Micro-Mixer Mill. On ajoute 1 ml d’eau distillée et 0,1 ml de tampon
phosphate 0,2 M, pH 7,6. On agite vigoureusement la cartouche trois
fois 30 secondes au Mill a intervalles de 5 mn, pendant lesquels la
cartouche repose dans de la glace pilée. On transvase en tube conique,
on rince la cartouche avec 0,5 ml d’eau distillée froide que on ajoute
au tube et on centrifuge a froid 10 mn a 4.000 t/mn. On divise le sur-
nageant en aliquots de 0,5 ml que I'on répartit dans des petits tubes.
Les extraits sont conservés a — 20°C. Le contenu d’un tube suffit pour
effectuer environ 20 dosages d’ATP.



CHAPITRE IV

LES TECHNIQUES STATISTIQUES

§ 1. Plan des expériences.

TRAITEMENTS.

On peut considérer les deux sartorius d’une grenouille comme deux
unités d’un bloc statistique. Un tel bloc permet de comparer aisément
deux traitements, par exemple un muscle stimulé et un muscle au repos.
Pour comparer plus de deux traitements avec une précision équivalente,
nous avons utilisé le plan dit des « blocs balancés incomplets ». Un
exemple en est détaillé a la 3¢ partie, chapitre III paragraphe 2. Les
méthodes de calcul sont décrites par Fi1sHER et YATES (1948).

R ANDOMISATION.

Lors de l'application des techniques statistiques, il est extrémement
important d’éviter tout biais systématique. Nous avons soumis toutes
nos expériences i une triple randomisation effectuée suivant un plan
établi d’avance d’apres les tables de nombres randomisés de FiscHER
et Yates (1948). En un premier temps, on randomise la position des
muscles sur les électrodes : le muscle droit de la grenouille est monté
au hasard en position 1 ou en position 2 sur les électrodes. En un second
temps on attribue au hasard un traitement au muscle en position 1 ou
en position 2. En troisiéme lieu, le choix du premier muscle a exciter
est également laissé au hasard. En général, 4 4 6 paires de muscles sont
traités le méme jour. Ces muscles sont soumis aux manipulations chi-
miques dans /’ordre d’utilisation, et le muscle en position 1 est toujours
traité avant le muscle en position 2. De cette fagon, les manipulations
chimiques sont stéréotypées, ce qui limite les chances d’erreur, surtout
des erreurs d’étiquetage. Les résultats des dosages sont attribués aux
divers traitements particuliers par un décodage effectué d’apres le plan
de randomisation. I.’opérateur ne connait donc pas la nature des traite-
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ments infligés aux muscles qu’il analyse. L’analyse statistique de P'effet
position 1 ou position 2 permet de détecter toute espéce de biais da a
la géométrie des électrodes ou aux manipulations de dosage. Nous en
donnons plusieurs exemples dans la 3¢ partie. Il n’y a aucun biais sys-
tématique da 2 ces éléments.

§ 2. Analyses.

Nous avons analysé les résultats de nos expériences au moyen des
techniques statistiques classiques (cfr. FisuERr, 1946). Nous en donnons
ci-aprés un bref résumé.

Soit X une mesure d’un phénomene. La moyenne de # mesures, 3(—:
est S(X)/n. Nous appelons x = X — X.

L’écart-type d’une mesure est :

J??«T B A/ S(X?) —(SX)2/n

n—1 n—1

L’écart-type de la moyenne (erreur standard) est :

Si X est mesuré dans deux conditions, 1 et 2, Peffet du traitement 2
est la différence des moyennes des mesures prises dans les deux condi-
tions : (moyenne des X;) — (moyenne des X,).

L’erreur standard de la différence est égale 4

Jn_\/Sx?—t—ng 1+1

CEN T F e —2 " 79

mais si X, et X, forment des paires de mesures dont on peut calculer
la différence individuelle D, P’erreur standard de la différence est :

. A/_?(Dz) — (SD)*/n
e n(n—1)
Le rapport « t » du test de Student est défini par :
X1 — X
Sd

Les tables de Frscuer et YaTEs (1948) donnent les valeurs critiques de
«t» et, par 13, le degré de signification des différences.
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Si Y et X forment une paire de mesures de deux grandeurs difté-
rentes on définit :

S = S(XP — (SX)n; Sy* = SOV — (SY)n;
Sxy = SXY — (SXSY)n

. 0o Sxy
le coefficient de corrélation = —— L
JSxt. Sy?
. . . C Sxy
le coefficient de régression linéaire de Y sur X : b = et
X

dont Perreur standard est

1
H = J T (97— bSxy)

Dans un cas, nous avons effectué une analyse de régression multiple
4 3 variables : on en trouvera la méthode de calcul dans FrscHER (1946).

§ 3. Ecart des expériences défectueuses.

I.e probléme de I’écart des expériences défectueuses est difficile.
Il faut, de toute évidence, écarter les résultats erronés que fausseraient
certainement les moyennes générales, et, partant, les conclusions qu’on
en pourrait tirer. Par ailleurs, il faut se garder d’introduire des correc-
tions subjectives et systématiques, qui fausseraient plus sGrement encore
les résultats. On ne peut dés lors écarter des résultats que si ’on posseéde
un critere objectif permettant de juger de leur validité. Deux criteres
différents peuvent servir a écarter des expériences : un critére technique,
un critére physiologique. Le critéere technique est évident : une erreur
grossiére de manipulation peut amener la perte d’un résultat ou son
altération, comme, par exemple, une erreur de stimulation attestée par le
mécanogramme de sorte que le muscle n’est pas excité suivant le pro-
gramme préétabli ; une décongélation accidentelle du muscle, ce qui
entraine une contracture de décongélation et une perte de PC qu’il est
impossible d’évaluer ; une contamination de Pextrait ou sa perte a la
suite d’un bris de verrerie ; une erreur dans ’addition des 1éactifs
servaat aux dosages. Dans tous ces cas, les résultats obtenus sont natu-
rellement suspects, et leur rejet ne souléve aucun probléme. Le critere
physiologique est plus difficile 4 définir : s’il est certain qu’un « mauvais »
muscle ne doit pas étre utilisé, il est plus délicat de déterminer en quoi
un muscle est « mauvais » sans se laisser aveugler par un jugement sub-
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jectif. Les résultats des analyses chimiques peuvent présenter des dévia-
tions parfois considérables. Il est trés dangereux de vouloir fixer des
limites 4 ces variations, et de rejeter les résultats qui tomberaient en
dehors de ces limites. Dans le cas présent, en effet, ces limites de varia-
tions que on considérerait comme « normales » ne pourraient étre
déterminées qu’a posteriori, et dés lors, on court un risque énorme
d’écarter des résultats exceptionnels pour des raisons subjectives.
Nous n’avons donc écarté aucun résultat sur cette base. Le mécano-
gramme est toutefois mieux connu, et 'on sait qu’un muscle sartorius
de grenouille développe 2 4 3 kg/cm? Il existe ici une possibilité de
définir @ priori une zone de variation que I'on qualifierait de « normale ».
On poutrait, par exemple, décider d’avance que les muscles qui déve-
lopperaient une tension de moins de 1 kg/cm? doivent étre écartés. Nous
n’avons rencontré que 4 cas sur 245 muscles stimulés isométriquement.
Nous avons finalement estimé qu’il valait mieux ne pas rejeter ces expé-
riences. Nous avons donc tenu compte de fo#s nos résultats, pour autant
qu’ils n’étaient pas gatés par une erreur technique grossiére.
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CHAPITRE I
LA PC ET L’ATP DU MUSCLE AU REPOS

L’étude des taux de phosphorylcréatine (PC) et d’adénosine triphos-

phate (ATP) du muscle au repos est importante a plusieurs égards.
Tout d’abord, la comparaison de ces quantités dans deux muscles homo-
logues du méme animal fournit une mesure de la variabilité des résultats,
que 'on peut rendre quantitative grace a une analyse statistique. Cette
variabilité résulte des erreurs de dosage, des effets des traitements diffé-
rents que les muscles pourraient avoir subis et des variations propre-
ment biologiques entre les muscles d’'un méme animal. Ces analyses
permettent de détecter des erreurs systématiques éventuelles. Enfin,
la comparaison des taux de PC et ’ATP et de leurs variations avec les
données de la littérature permet d’apprécier la valeur des dispositions
expérimentales et des déterminations chimiques.

D’une maniére générale, chaque série d’expériences comporte un
certain nombre de paires de muscles au repos. Ces muscles sont dissé-
qués, baignés dans la solution de Ringer, empoisonnés par du monoiodo-
acétate 0,4 mM et montés sur les électrodes dans la chambre 4 tempéra-
ture constante exactement comme les muscles tétanisés. Les muscles
sont congelés rapidement en les immergeant dans I'isopentane refroidi.
Le mécanogramme, enregistré durant la congélation, ne montre aucune
variation de tension. Quatre a six paires de muscles sont utilisées ensem-
bles, et constituent un bloc expérimental qui subit toutes les manipu-
lations simultanément ou presque. Tout le bloc peut étre constitué de
muscles au repos : c’est le cas des séries expérimentales n® 9 a 36 et
n° 172 4 207. Dans d’autres cas il n’y a qu’une paire de muscles contrdles
au repos par bloc, les autres étant stimulés suivant des plans divers :
C’est le cas des séries expérimentales n® 58 4 96 et n° 219 a 306. Enfin,
la série expérimentale de 329 a 418 présente un cas particulier : il s’agit
de blocs balancés incomplets ot les muscles d’une paire regoivent des
traitements différents (cfr 3¢ partie, chap. III, § 2).
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Les tableaux 1, 2 et 3 résument ’ensemble des observations respec-
tivement pour la créatine libre, la phosphorylcréatine et I’ATP.

TABLEAU 1

Créatine libre en micromoles/g ; muscles au repos

Position du Diftéren-

Grou- Date muscle ces entre | Moyennes | Ecart- n
pes 1 2 muscles type
1 et 2
9-36 | Du 7 sept. au 7,54 7,511 40,03 7,52 46

27 sept. 1962 | £0,70 +0,69| +0,39 +0,49 | 3,32

58-96 | Du 5 nov. au 479 5,261 —0,48 5,03 16
3 déc. 1962. | 0,35 40,48 +0,18 + 0,29 1,17

>

172-207| Du 21 janv. au| 6,19 6,56 —0,37 6,74 42
20 fév. 1963. | £0,46 +0,46] 0,32 + 0,23 1,49

219-306| Du 18 mars au | 7,22 6,55 + 0,67 6,88 30
15 mai 1963 [ +£0,75 +0,73| <+ 0,80 + 0,52 2,84

329-418| Du 26 juin au 7,34* 39
19 aout 1963. + 0,39 2,83

* Blocs balancés incomplets. Les moyennes sont suivies de leurs erreurs standards
respectives.

§ 1. Effet de la position.

Le premier facteur important est la position des muscles sur les
électrodes. En effet, dans notre dispositif expérimental les deux muscles
d’une paire sont placés ensembles dans la méme enceinte thermostatée,
et reposent chacun sur une rangée de six électrodes : les muscles sont
trés proches I'un de lautre, mais sont néanmoins séparés (voyez la
figure 1). Cette disposition permet de stimuler séparément les deux
muscles, tout en assurant une conformité d’environnement. Cette con-
formité n’est toutefois pas parfaite, car il existe nécessairement deux posi-
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TABLEAU 2

Phosphorylcréatine en micromoles/g ; muscles au repos

Différences
Groupes | Position du muscle | entre muscles] Moyennes Ecart-type n
1 2 1let?2

92436 17,83 17,25 + 0,58 17,54 46
+ 0,68 + 0,81 + 0,61 + 0,53 3,56

58 2 96 16,64 15,81 -+ 0,83 16,23 16
+ 0,78 -+ 0,87 + 0,43 + 0,58 2,27

172 a 207 17,70 17,52 + 0,18 17,61 42
+ 0,44 + 0,53 + 0,35 + 0,34 2,21

219 a 306 19,79 20,69 — 0,91 20,24 30
+ 0,91 + 1,00 + 0,68 + 0,67 3,67

329-418* 18,64 39
+ 0,42 2,38

* Blocs balancés incomplets, — Les moyennes sont suivies de leurs crreurs stan-

dards respectives.

tions différentes des muscles, correspondantes aux deux rangées d’élec-
trodes. Les tableaux montrent que les moyennes de Cy,, de PC et ’ATP
ne dépendent pas de la position 1 ou 2 des muscles sur les électrodes.
Les différences entre ces moyennes sont en général inférieures aux erreurs
standards respectives, sauf dans la série expérimentale n° 58 a 96. Cette
série montre une différence de — 0,48 + 0,18 micromole/g pour Cy,
(n = 106), ce qui est indiscutablement un effet significatif (t = 2,66 ;
P = 29,), et une différence de + 0,83 + 0,43 micromole/g pour PC,
ce qui est un effet léger (t = 1,96 ; P entre 5 et 10 9,). Les muscles en
position 2 ont donc environ 0,5 micromole/g de PC en moins que ceux
qui sont en position 1. C’est une excellente illustration de la fagon dont
un biais peut s’introduire dans une expérience. L’origine de ce biais
reste obscure. Aprés cette série expérimentale, les électrodes d’exci-
tation furent refaites, et le stimulateur légérement modifié de telle sorte
que toutes les électrodes soient connectées a la terre, sauf durant la
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stimulation d’un muscle. Les séries expérimentales suivantes ne montrent
plus un tel biais. Mais ce fait ne démontre certes pas que ce biais trouve
son origine dans une stimulation aléatoire du muscle qui surviendrait
en position 2, puisque la premiere série expérimentale n’en montre aucun,
alors que les muscles reposaient sur Pappareil non modifié. Quoi qu’il
en soit, il faut remarquer que ce biais n’a pas affecté d’une fagon systé-
matique les effets des traitements que regoivent les muscles tétanisés,
parce que ces traitements sont distribués au hasard entre les muscles
en position 1 ou 2, Dans le cas ot la randomisation est parfaite, le seul
effet du biais sera d’augmenter la variabilité des résultats. Cet incident
démontre en tous cas la nécessité absolue de n’introduire aucun ordre
systématique dans les traitements que recoivent les muscles.

Les données pour ’ATP sont malheureusement beaucoup moins
nombreuses. Il n’existe aucun biais décelable provoqué par la position
du muscle, la différence due a cet effet ne s’élevant qu’a 0,11 + 0,18
micromole/g. Les moyennes des deux séries expérimentales sont 4,75 +
0,15 et 4,91 4 0,20, et ne sont pas donc différentes.

TABLEAU 3

ATP en micromoles/g ; muscles au repos

Différences
Groupes | Position du muscle | entre muscles] Moyennes Ecart-type n
1 2 1et2
219 a 306 4,69 4,80 —0,11 4,75 30
+ 0,27 4+ 0,31 + 0,18 + 0,20 1,11
3292418* 4,91 39
+ 0,15 0,811

* Blocs balancés incomplets.

§ 2. Effet saisonnier.

Sil’on examine 4 présent les moyennes de chaque série expérimentale,
on constate immédiatement qu’elles présentent des variations impot-
tantes, allant de 5,03 4 7,52 micromoles/g pour la Cyi, et de 16,23 2
20,24 micromoles/g pour la PC.
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F1G. 6. Les variations saisonniéres de la créatine libre (blocs blancs) et de la phospho-
rylcréatine (blocs hachurés) en micromoles par gramme de muscle ; le trait
vertical représente Perreur standard de la moyenne. En abscisse, la période
de PPannée en mois.

Ces variations sont apparemment saisonniéres : la figure 6 représente
les taux de Cp, et de PC en fonction de I’époque d= P'année pendant
laquelle les expériences furent effectuées. La PC est maximum en avril
et minimum en novembre ; la Cy, est minimum en novembre. Ce qui est
remarquable, c’est la tendance de PC a varier dans le méme sens que Cr,.
Il en résulte que la quantité totale de créatine varie également au cours
de P’année, étant maximum en avril et minimum en novembre. Une telle
variation cyclique a aussi été observée par BrRINERr et coll. (1959). Ce
type de variation est tout a fait différent d= celle que 'on observe a la
suite de la stimulation du muscle : dans ce cas la PC diminue a peu pres
dans la mesure o la Cy, augmente. On ne peut donc attribuer ces varia-
tions saisonniéres a des variations des conditions expérimentales qui
auraien” provoqué des stimulations plus ou moins grandes des muscles.

§ 3. Variabilité des résultats.

Le dernier point d’intérét concerne la variabilité des résultats, qui est
mesurée par Décart-type d’une seule détermination (avant-derniére
colonne des tableaux 1, 2 et 3). Il est en effet plus instructif de comparer
les écarts-types de diverses expériences plutdt que les erreurs standards
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des moyennes. La raison en est que les écarts-type ne dépendent guere
du nombre d’expériences effectuées, alors que les erreurs standards en
dépendent tres directement. L’examen des tables révéle deux aspects
intéressants. On est tout d’abord frappé par la grandeur élevée de ces
écarts-types : les plus petits n’atteignent que 1,17 micromoles/g pour
CyL (en novembre) 2,21 pour PC (en janvier) et 0,81 pour PATP. En
second lieu, les variations de ces écarts-types sont grandes, oscillant
entre 1,17 et 3,32 pour Cy, et 2,21 et 3,67 pour PC. Un test de F montre
que cet écart est significatif pour Cy (F == 2,84 ; P = 59,) et un peu
moins pour PC (F = 1,64 ; P entre 5 et 10 9/). Les expériences menées
entre novembre et janvier ont donc une variabilit¢é moindre que les
autres.

La connaissance de Décart-type permet de prédire quel est Deffet
minimum détectable pour un nombre d’expériences donné. Si on choisit
la meilleure possibilité, soit un écart-type de 1,17 micromoles/g, on cal-
cule qu'avec 4 expériences on pourrait détecter un effet de 1,86 micro-
moles/g au palier de 5 9, ; avec 16 expériences, 0,62 ; avec 40 expériences,
0,38 et avec 120 expériences 0,21. En fait pourtant 'écart-type sera plutot
de 2 a 3 (cfr tableau 4), et les valeurs limites détectables doivent étre
au moins doublées. On voit donc qu’en pratique il est difficile de détec-
ter un effet de 1,0 micromole/g de PC ou de C;, et que la détection de
0,5 micromole/g est quasi impossible. Pour PATP D’écart-type de 0,81
permet de détecter aisément des effets de 0,43 (n = 16) 2 0,26 (n == 40)
micromole/g.

Cette conclusion a une importance pratique considérable, car de
nombreux expérimentateurs se sont efforcés de détecter des effets qui sont
inférieurs a ceux qu’il est possible de déceler par des méthodes chimiques.
Il reste naturellement a vérifier que les techniques utilisées dans
ce travail donnent des résultats qui soutiennent la comparaison avec
ceux obtenus par d’autres auteurs. Ie tableau 4 est une compilation
de résultats tirés de la littérature. Les seuls résultats directement compa-
rables a ceux des tableaux 2 et 3 sont ceux de HErRMANS (1955) qui trouve
16,42 micromoles/g de PC et 4,08 micromoles/g d’ATP, sur des sartorius
de Rana temporaria. Ces valeurs, obtenues par une technique de chro-
matographie sur papier suivie de minéralisation et de dosage du phos-
phate, sont légérement inférieures aux résultats rapportés aux tableaux
précédents. Vu les différences trés considérables des méthodes expéri-
mentales, I’accord entre les deux séries d’expériences doit étre considéré
comme trés bon. Le sartorius de Rana pipiens parait contenir plus de
PC et moins d’ATP que celui de Rana temporaria (CARLSON et SIGER,
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1959, 1960). Les autres matériels, rectus abdominis et gastronémiens de
Rana temporaria et de Rana escnlenta possédent des taux de PC et
d’ATP inférieurs a ceux du sartorius de Rana temporaria. Les quan-
tités de PC et ’ATP que nous avons trouvées dans les muscles au repos
sont donc parmi les plus élevées de la littérature, ce qui semble indiquer
que les manipulations expérimentales n’entrainent pas ou peu de pette
de ces substances trés labiles. Quant a la variabilité de ces résultats
tirés de la littérature, il est souvent difficile de s’en faire une idée précise,
car beaucoup d’auteurs ne mentionnent pas les erreurs standards des
moyennes, ni les écarts-types. Dans quelques cas ot les résultats complets
sont reproduits, j’ai calculé leurs écarts-types ainsi que les erreurs stan-
dards (cfr tableau 4). Les meilleures déterminations sont celles de
FLECKENSTEIN, qui les obtient d’ailleurs a Iaide d’une technique chro-
matographique fort élaborée. L’écart-type de ses dosages oscille de
1,40 a 2,44, pour la PC, et de 0,120 a 0,426 pour PATP : ses résultats
offrent donc une variabilité inférieure aux nodtres. Les autres auteurs
obtiennent des écarts-types pour 'ATP et la PC qui sont du méme ordre
ou plus grands que ccux obtenus dans ce travail (CARLSON et SIGER, 1959,
1960 ; MomMAERTS et coll.,, 1961, 1962, 1963 a). La conclusion est claire.
La variabilité de la PC est voisine chez beaucoup d’auteurs, et est telle
qu’elle exclut la détection d’effets de I'ordre de 0,5 micromole/g ou
moins. T.a variabilité de PATP est également la méme chez beaucoup
d’auteurs ; chez FLECKENSTEIN pourtant I’écart-type tombe en-dessous
de 0,3 micromole/g. Nos techniques sont donc acceptables, et la variabilité
de nos résultats est normale.

1l existe certains artifices pour augmenter la précision des expériences.
On peut, comme P'ont fait MARECHAL et MoMMAERTS (1963) soumettre
une série de muscles 4 des tétanos de durée croissante : la régression
de la PC hydrolysée en fonction de la durée du tétanos procure une esti-
mation de la vitesse d’utilisation de la PC supérieure a celle que I'on
tirerait d’une comparaison unique entre deux traitements. Un autre
moyen plus général, est préconisé par CARLSON et SriGzr (1959, 1960).
Ces auteurs proposent de rapporter la PC et PATP non pas au poids
du muscle mais a la quantité d> créatine totale. Les résultats de la pre-
mere série expérimentale ont été recalculés de cette maniére (tableau 5).
Le cocfficient de variation de la moyenne est de 3,8 et 4,7 %,, expriméen
micromole par gramme de muscle. Si on Pexprim: en micromole par
micromole de créatine totale, ce coefficient diminue 2 3,0 et 2,6 %. Cette
méthode d’exprimer les résultats augmente donc appréciablement leur
précision, dans ce cas particulier ; mais nous n’avons pas retrouvé cet
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Micromoles de
PC par gramme
de muscle

Coefficient de
variation de la

Micromoles de
PC par micro-

Coefficient de
variation de la

moyenne mole de Cr moyenne
Position 1 17,83 + 0,68 3,89, 0,713 + 0,021 3,0 %
du muscle 2 17,25 4 0,81 4,7 %, 0,704 + 0,018 2,6 %
Différences 0,58 + 0,61 3,5 9% 0,009 + 0,014 2,0 %

effet dans une autre série expérimentale (n® 251 a 316). Nous n’avons pas
utilisé cette méthode pour exprimer les résultats de ce travail. La raison
en est que s’il est trés probable que les divers traitements appliqués
aux muscles (tétanisation plus ou moins longue, raccourcissement ou
étirement forcé) ne modifient pas le poids du muscle, il semble bien
qu’une tétanisation plus ou moins prolongée augmente la teneur du
muscle en créatine totale (cfr 3¢ partie, chap. 11, § 1).






CHAPITRE II

LE CATABOLISME DE LA PC ET DE L’ATP
DURANT UN TETANOS ISOMETRIQUE

AU cours d’un tétanos isométrique le muscle manifeste d= la tension,
libere de la chaleur, et transforme des substrats par une chaine de
réactions chimiques, qui se prolongent d’ailleurs un temps appréciable
apres la fin de la contraction proprement dite (cfr premiére partie). Le
déroulement de ces réactions est fortement simplifié et raccourci par
'anaérobiose, qui supprime toutes les réactions oxydatives, et par le
monoiodoacétate, qui bloque la glycolyse. Dans ces conditions effet
le plus clair de la tétanisation est de provoquer une hydrolyse de PC
en Cy, et phosphate inorganique. Le taux d’ATP ne parait guére affecté
de prime abord. Deux facteurs importants déterminent la quantité de
PC qui est consommée au cours d’une expérience : d’une part la durée
totale de la stimulation, et d’autre part le nombre de tétanos. On peut
diviser le métabolisme de la PC en deux fractions correspondantes, que
j’al appelées : le métabolisme stable et Vextramétabolisme (MARECHAL
et MomMmaerTs, 1963). Ces deux postes représentent la contre-partie
au niveau des phénomenes chimiques de la chaleur de maintien (fraction
Bt de ’équation 2, 17 partie) et des chaleurs d’activation et de relache-
ment (fraction 4 de I’équation 2).

§ 1. Le métabolisme stable.

On peut obtenitr une mesure satisfaisante du métabolisme stable en
administrant a des groupes de muscles, des tétanos de durée variable
et en calculant la moyenne de PC correspondant a chaque durée de
tétanisation : le métabolisme stable correspond 4 la pente de la droite de
régression de la PC sur la durée de stimulation. Deux observations
s'imposent. Le métabolisme stable ne peut étre obtenu en comparant
le taux de PC d’un muscle stimulé au taux de PC d’un muscle au repos :
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cette différence inclut en effet Pextramétabolisme. En second lieu, le
métabolisme stable ne dépend pas du nombre de tétanos administrés ;
on peut donc répartir la durée de stimulation en plusieurs tétanos mais,
dans ce cas, il faut naturellement que le nombre de tétanos soit identique
dans chaque groupe de muscles. L’augmentation du nombre de tétanos
déplace la régression PC-durée de stimulation dans le sens d’une aug-
mentation de I’hydrolyse de la PC, sans changer la pente de la régression
(cfr figure 11).

Deux campagnes d’expériences ont été menées. La premiere chez le
Prof. W. MomMaerTs a2 Los Angeles (USA) sur sartorius de Rana
pipiens ; et la seconde chez le Prof. X. Ausert 4 Louvain (Belgique)
sur sartorius de R. femporaria. Des résultats qualitativement semblables,
mais quantitativement différents, indiquent une plus grande intensité
du métabolisme stable de R. femporaria comparée a celui de R. pipiens.
1l nous faudra donc examiner séparément les résultats obtenus chez les
deux espeéces.

A) LE METABOLISMYE STABLE CHEZ R. pipiens.

Dans ces expériences dont on trouvera un exposé complet dans
MARECHAL et MoMMAERTS (1963), on a comparé le taux de créatine
libre, Cy, aprés différentes durées de stimulation (de 0 a 60 sec. a 1-20C),
administrées en un seul tétanos. La quantité de PC hydrolysée est calculée
en soustrayant la C;, du muscle au repos de la Cy, du muscle stimulé,
et les résultats de six séries expérimentales sont représentés a la figure 7.
Les pentes des six régressions s’élévent respectivement a 0,27 ; 0,33 ;
0,29 ; 0,30 ; 0,26 et 0,22 micromole/g/sec. Ces valeurs sont pratiquement
identiques, quoique certaines séries ne comportent que des tétanos rela-
tivement courts, et d’autres des tétanos relativement longs. La valeur
moyenne générale pesée du métabolisme stable est de 0,28 micromole/g/
sec. Toutefois, une certaine baisse de tension s’observe durant ces
expériences, particulierement durant les tétanos les plus longs, et si 'on
applique une correction raisonnable (cfr discussion), ’estimation du
métabolisme stable augmente légeérement et passe a 0,32 micromole/g/sec.
Il n’est pas certain que la quantité de PC hydrolysée soit une fonction
linéaire de la durée de stimulation, et une certaine diminution de l'in-
tensité du métabolisme stable pourrait étre compatible avec les données,
sans qu’il soit possible de préciser une éventuelle relation cutvi-linéaire.
Par ailleurs, il existe certainement une augmentation temporaire de
I’hydrolyse de la PC au début ou a la fin du tétanos (extramétabolisme),
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comme lindique le fait que la régression tracée a la figure 7 coupe

I’ordonnée a 0,38 micromole/g.

A PC micromoles/g

4
®
5 +
;
+0
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Fic. 7. Hydrolyse de la PC durant un tétanos unique (Sartorius de R. pipiens), cal-
culée en soustrayant la Cr du muscle au repos de la Cr du muscle stimulé.
Six séries expérimentales : O tétanos de 3, 6 et 9 secondes ; chaque point est
la moyenne de 6 déterminations, » = 6 ; @ tétanos de 6, 12 et 18 secondes,
n =12 ; 4+ tétanos de 6, 12 et 24 secondes, » = 12 ; A tétanos de 24 et
50 secondes, # = 4 ; V tétanos de 36 et 60 secondes, # = 7 ; D tétanos de
50 secondes, # = 4. La droite représente la régression moyenne, non corrigée
pour la chute de tension, de 0,28 micromole/g/sec. (tiré¢ de MARECHAL et

MomMAERTS, 1963).

1l n’existe aucune autre étude récente et systématique du métabolisme
de la PC durant un tétanos du muscle de R. pipiens. Seules existent
quelques données fragmentaires. En premier lieu citons un travail de
Cain, INFANTE et Davies (1962) sur rectus abdominis. Ces auteurs
stimulent isotoniquement une série de muscles durant des temps varia-
bles, et estiment trouver une corrélation satisfaisante entre la PC hydro-
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lysée et le travail fourni, soit 2,6 kcal/mole. Toutefois 'augmentation du
travail musculaire s’obtient en allongeant la durée de tétanisation : C’est
dire que les deux facteurs sont inextricablement mélangés. D’ailleurs, on
trouve une bonne corrélation entre la PC hydrolysée et la durée de téta-
nisation, comme lillustre la figure 8, qui est construite a partir des
résultats publiés par Can et coll. (1962). La droite tracée de 0,28
micromole/g/sec se conforme aux points expérimentaux d’une fagon
satisfaisante, surtout si on tient compte qu’aucune correction n’est
appliquée pour le travail fourni par le muscle. Ce travail varie de 20 4
120 gem/g ; si on admet une équivalence mécanochimique de — 11
kcal/mole (cfr chapitre III), on calcule une hydrolyse de PC supplémentaire
liée 4 la production de travail de 0,05 4 0,30 micromole/g ; cette quantité

APC micromoles/g

15+

as {

o

Il ! 1 !

0 1 2 3 4. 5§ . 6sec
DUREE de TETANISATION

FrG. 8. Le métabolisme stable du rectus abdominis de R. pipiens. Quantité de PC
hydrolysée en fonction de la durée de stimulation. Les points sont tirés des
résultats publiés par CaIN, INFANTE et Davies (1962). La droite représente
le métabolisme stable théorique de 0,28 micromole PC/g/sec.
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doit s’ajouter au métabolisme stable, et les points expérimentaux doivent
donc se trouver de 0,05 a 0,3 micromole/g au-dessus de la droite de
pente 0,28 micromole/g/sec. Cette considération ne prouve nullement
I'existence d’un métabolisme particulier lié 4 la production de travail,
car le décalage des points expérimentaux pourrait s’expliquer tout aussi
bien par la présence d’un extramétabolisme ; mais comme nous ne con-
naissons pas le nombre de contractions qu’ont regu ces muscles, nous ne
pouvons pas estimer l'extramétabolisme du rectus abdominis. Nous
trouvons donc dans ces expériences une confirmation intéressante de
nos résultats. Signalons pour terminer que WILKIE et CARLSON (commu-
nication personnelle) trouvent également un métabolisme stable chez
R. pipiens qui est du méme ordre que celui décrit ci-dessus.

Nous ne connaissons aucune donnée sur le métabolisme de ’ATP
durant un tétanos isométrique de R. pipiens.

B) LE METABOLISME STABLE CHEZ R. femporaria.

Il existe trois séries d’expériences qui permettent d’estimer I'intensité
du métabolisme stable chez R. temporaria. La structure générale de ces
expériences est la suivante : les deux muscles d’une méme paire restent
au repos ou regoivent un nombre constant (4 ou 6) de tétanos de durée
égale ; un muscle est excité isométriquement ; ’autre regoit un traite-
ment variable (isométrique, raccourci ou allongé). La durée totale de
stimulation peut changer d’une paire i lautre et nous étudierons ici
Peffet de cette variation en comparant les muscles excités isométrique-
ment. Les effets des autres traitements sur les muscles homologues seront
étudiés plus loin (chapitre III). Comme les comparaisons se font entre des
muscles d’animaux différents, la précision de ces expériences est souvent
inférieure a celles effectuées sur R. pipiens ou les comparaisons se fai-
saient entre les muscles du méme animal, mais elle reste suffisante pour
que l'on puisse affirmer que le métabolisme stable de R. femporaria est
appréciablement plus élevé que celui de R. pipiens.

1. La premiére série d’expériences (n® 56 a 109) comporte dix groupes
de quatre paires de muscles chacun, soit quarante paires de muscles en
tout. Les muscles d’un groupe subissent ensemble toutes les manipu-
lations. Chaque groupe comprend quatre des cinq traitements suivants :
repos ou six tétanos de 0,5, 1, 2 ou 4 secondes ; ces traitements sont
combinés de telle sorte que huit paires de muscles au total subissent le
méme traitement. L’intervalle entre les tétanos est de 5 secondes pour un
muscle et de 60 secondes pour le muscle homologue. On commentera
plus loin P’effet de la variation de I'intervalle (ce chapitre §2, C). Comme
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cet effet est faible, on a simplement calculé les moyennes qui figurent
au tableau 6 en négligeant ce facteur. La régression de la créatine libre
sur la durée totale de stimulation est de 0,494 + 0,026 micromole/g/sec.
La régression de la PC sur la durée de stimulation est de — 0,432 4 0,016
micromole/g/sec. Cette derniére régression figure en trait plein sur le

TABLEAU 6
Premiére estimation du métabolisme stable

Durée totale de

tétanisation en sec 0 3 6 12 24 Sm b n
Cr,

micromoles/g 5,03 111,86 | 14,74 | 18,38 | 22,69 | 0,41 | 0,494 40,026 16
PC

micromoles/g 16,22 111,17 | 8,96 | 5,10 | 1,85 | 0,26 | 0,43240,016{ 16 }
Cr

micromoles/g 21,25 123,03 | 23,70 (23,48 | 24,54
Tension-temps

kg sec/cm? 0 7,11 12,39 |23,58 (44,27 | 0,41

Tension moy-

enne kg/cm? 0 2,371 2,07 | 1,97 | 1,84

Poids moyen mg | 78,06 |80,30 | 70,05 | 67,25 |84,44

Expériences n® 56 a 109. Chaque muscle regoit 6 tétanos, chacun d’une durée
¢gale au sixieme de la durée totale de tétanisation ; sm est I’erreur standard de la
moyenne, qui est basée sur » déterminations ; & est le coefficient de régression
linéaire de PC ou de Cp, en fonction de la durée de tétanisation, en omettant les
moyennes des muscles au repos.

graphique 9, ou l'on a représenté la PC hydrolysée en fonction de la
durée de tétanisation (cercles noirs). La différence entre les deux coeffi-
cients de régression est de 0,062 + 0,031 ; le t atteint le palier de 5 9,
(n = 64); nous devons donc admettre que les deux estimations du
métabolisme stable sont différentes.

2. Dans la deuxciéme série d’expériences (n® 216 a 316) présentée au
tableau 7, on tétanise 72 paires de muscles : un muscle de la paire en
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DIMINUTION de PC en micromales/g
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Fic. 9. Le métabolisme stable du sartorius de R. femporaria. La quantit¢ de PC
hydrolysée est obtenue en soustrayant la PC du muscle tétanisé de la PC du
muscle au repos, et est pointée en fonction de la durée totale de stimulation.
Cercles noirs : expériences n® 56 a 109, en trait plein, la régression y affé-
rente de 0,432 micromole/g/sec. Cercles blancs : expériences n° 216 a 316,
avec la droite de régression en trait interrompu de pente 0,39 micromole/
g/sec.

conditions isométriques, tandis que l'autre regoit un autre traitement
que nous étudierons plus loin. Trente paires de muscles servent en
outre de contrdles non-stimulés. La régression de la Cy, sur la durée de
stimulation est de 0,656 + 0,086 micromole/g/sec ; celle de la PC, de
— 0,369 + 0,057 micromole/g/scr: est représentée au graphique 9 par le
trait interrompu (cercles blancs). La différence entre les deux régressions
est de 0,287 + 0,103 ; un test de t nous informe que cette différence ne
peut gueére s’expliquer par le jeu du hasard (t = 2,78 ; P~ 1 %,). L’ATP
ne parait pas étre affecté par la durée de stimulation (cfr tableau 7).

3. La troisieme série d’expériences est décrite en détail au paragraphe
suivant (ce chapitre C). On en tire (cfr tableau 9) une estimation du
métabolisme stable de — 0,58 4 0,07 micromole/g/sec, basée sur la
différence en PC de muscles tétanisés 6 et 18 secondes. L’estimation basée
sur la créatine libre donne 0,55+0,09 micromole/g/sec. Les deux esti-
mations ne sont pas sensiblement différentes, et on peut calculer une
estimation moyenne de 0,565 + 0,08 micromole/g/scc. I.”ATP ne change
pas entre 6 et 18 secondes de stimulation.
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TABLEAU 7

Deuxiéme estimation du métabolisme stable

N des Type de n Cr PC ATP Ten-
expé- stimulation micromoles/g|{ micromoles/g} micromoles/g| sion
riences kg/cm?

251-316 | 6 tétanos de | 17 [ 15,81 -+ 1,611 14,12 4.0,98| 4,64 + 0,22 | 1,94

1 sec.
216-249 | 6 tétanos de | 29 | 15,07 +0,93] 11,82 +0,62| 4,30 +0,23 | 1,92
1 sec.
294-313 | 6 tétanos de | 16 | 25,46 +1,15]| 9,13 40,68 | 4,43 +0,31 | 1,92
3 sec.
275-292 | 6 tétanos de 10 | 25,23 -4 0,41 5,26 4-0,32{ 4,61 +- 0,17 | 1,95
4 sec.
Repos (30)| 6,88 +0,521 20,24 + 0,67 4,75 + 0,20 —
Estimation du métabo-
lisme stable 721 0,66 +£0,09| 0,37 + 0,06
micromole/g/sec.

Estimation de
I’extramétabolisme
micromole/g/tétanos 0,77 +£ 0,18 0,82 + 0,11

Expériences n°® 216 a 316. Muscles stimulés en conditions isométriques. Les
moycnnes, basées sur # estimations, sont suivies de leurs erreurs standards. Les
coefficients des régressions de Cp, ou de PC sur la durée totale de stimulation sont
calculés en omettant les moyennes des muscles au repos.

C) INFLUENCE DE LA LONGUEUR DU MUSCLE SUR LE METABOLISME STABLE.

Dans toutes les expériences décrites précédemment, la longueur du
muscle est a peu prés la longueur dite standard, 4, o tension et chaleur
de maintien sont maximales. Si 'on raccourcit le muscle, le dégagement
de chaleur et la tension diminuent avec la longueur, mais non d’une fagon
proportionnelle : 4 une longueur suffisamment courte la tension dis-
parait et la chaleur de maintien atteint encore la moitié de son taux
maximum (AUBERT, 1956 a). Nous montrerons que le métabolisme stable
est également réduit de moitié lorsque le muscle est stimulé 4 une lon-
gueur trés courte.
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Dans les expériences n° 420 a 448, deux facteurs différents détermi-
nent la quantité de PC hydrolysée : la longueur du muscle et la durée de
tétanisation. Comme on désire obtenir le maximum de précision pour
déterminer Peffet d’'un changement de longueur, on stimule les deux
muscles d’une méme paire par un seul tétanos 'un a 105 9 /, et autre
4 559, f. L’cffet de la durée de tétanisation est obtenu en stimulant
treize paires de muscles durant 6 secondes et treize autres paires durant
18 secondes. La variation due 4 la différence de la durée de stimulation
s’ajoute ainsi a la variation entre les animaux (« confounding ») mais il
n’en résulte aucun inconvénient étant donné que 'effet de la stimulation
est trés important. Les résultats complets figurent sur le graphique 10.

Rappelons qu’on place les muscles au hasard sur les électrodes, en
position 1 ou 2, et que les traitements sont également répartis au hasard,
selon un plan randomisé établi avant Pexpérience. Dans la figure 10, les
cercles noirs symbolisent les muscles en position 1, les cercles blancs
ceux en position 2: il n’y a pas d’effet visible de la position, ce qui exclut
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Fia. 10. Influence de la longueur du muscle sur le métabolisme stable. Expétiences
n° 420 2 448. Les muscles regoivent un tétanos de 6 ou de 18 secondes a
une longueur de 55 9% oude 1059, /. Les cercles sont les résultats indi-
viduels ; noirs : muscles en position 1 ; blancs : muscles en position 2.
Les doubles points sont les moyennes générales pourvues d’un trait qui
délimite Pintervalle de confiance a 95 9.
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Pexistence d’un biais lié aux manipulations expérimentales. La disper-
sion des résultats est considérable, mais ne dépasse pas celle que I'on
observe lorsqu’on compare des muscles au repos entre eux, et elle doit
étre considérée comme normale (cfr chapitre I, 3¢ partie). Un bref
examen de la figure 10 nous convainct que la durée de tétanisation et la
longueur du muscle influencent le taux de PC et de Cy, mais pas celui
d’ATP. Le tableau 8 résume 'analyse statistique de ces données. Com-

TABLEAU 8

Résumé de I’analyse de variance des expériences n® 420 a 448
relatives a I’effet de la longueur sur le métabolisme de maintien

Variance
Degrés | Variance Cy, | Variance PC |Variance ATP| tension-
Variations de (micro- (micro- (micro- temps
liberté | moles/g)? moles/g)? moles/g)? | (103 x gsec/
cm?)?
Longueur 1 71,51 <1%,| 58,81 <19,10,149 NS {6502 <1%,
Durée 1 353,60 <19%,] 335,59 <1%,10,031 NS [2322 <1%,
Animaux 24 10,84 NS| 9,55 NS|1,54 <19 7 NS
Interaction LD 1 29,53 NS| 44,49 <19,{0,27 NS (1267 <1%,
Résidu 24 7,65 4,10 0,30 11
Total 51

Les nombres aprés la variance indiquent la probabilité d’un effet de la variation
provoquée : NS, non significativement différent de Perreur ; < 19, < 1%, proba-
bilit¢ de I'existence d’un effet supérieur a un pour cent, ou a un pour mille. Les
variances sont testées contre la variance du « résidu » par un test de F.

parées a lestimation appropriée de lerreur de mesure (résidu pour
longueur et interaction L.D.; animaux pour durée), les variances de
PC et de C; afférentes a I’effet de la longueur du muscle et a I'effet de la
durée de stimulation sont tres élevées : il faut en conclure que ces deux
facteurs influencent trés nettement les taux de PC et de Cy, mais n’affec-
tent pas le taux d’ATP, dont les variances sont de I’ordre de celle de
Perreur de mesure. La variance de linteraction longueur-durée est
tres élevée pour PC, mais faible pour Cy, : ce fait indique que la variation
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de PC provoquée par une augmentation de la durée de tétanisation dépend
de la longueur du muscle, autrement dit, que le taux de métabolisme
stable est différent aux deux longueurs étudiées. Enfin, il est intéressant
de noter au passage que la variance due au fait que I’on utilise des ani-
maux différents n’est pas significativement différente du résidu pour
PC et pour Cy, mais I’est pour ’ATP. Ceci signifie que les variations
de PC ou de Cy, entre des muscles d’animaux différents ne sont guére
supérieures ici aux variations mesurées entre les muscles homologues
du méme animal.

TABLEAU 9

Influence de la longueur du muscle sur le métabolisme stable

Longueur du 105 %, /o 559% /o
muscle
Taux Taux
d’hy- d’hy-
drolyse drolyse
Durée du | 6 sec | 18 sec | Diffé- | micro-| 6 sec | 18 sec | Diffé- | micro-
tétanos rence | mole/ tence /| le
g/sec g/sec
PC 15,89 8,95}— 6,94|— 0,58 16,16 18,93 {— 3,24{— 0,27

micromoles/g|+ 0,56 |+ 0,56+ 0,79|+ 0,07+ 0,56|+ 0,56{+ 0,79{+ 0,07

Cy, 11,01 17,63 6,62 0,55 10,01] 13,82 3,81 0,32
micromoles/g|+ 0,75[+ 0,75|+ 1,1 |+ 0,091+ 0,75|+ 0,75|+ 1,1 |+ 0,09
ATP 4,41 4,281— 0,13 4,44 4,471+ 0,03
micromoles/g|+ 0,264 0,26 (+ 0,37 + 0,26+ 0,26+ 0,37
Tension
moyenne
kg/cm? 2,42 2,10 0,34 0,31
Tension
temps 14,50 37,74 |+ 23,24 2,01 5,504 3,49
103 gsec/cm? |+ 0,92|4+ 0,92 + 0,924+ 0,92

Expérience n® 420 a 448. Comparaisons de paires de muscles excités un temps
identique a des longueurs différentes. Nombres de muscles recevant un quelconque
des quatre traitements : 13 ; nombre total de muscles utilisés : 52.
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Le tableau 9 reproduit les moyennes calculées affectées de leurs erreurs
standards. On évalue le métabolisme stable en divisant par 12 la différence
entre les moyennes de PC ou de Cy, obtenues aprés 6 ou 18 secondes de
tétanisation. Les estimations basées sur Cy, sont de 0,55 4+ 0,09 micro-
mole/g/sec a la longueur de 105 % 4, et de 0,32 -+ 0,09 micromole/g/sec
a la longueur de 55 9%, /. Les estimations basées sur PC sont respective-
ment de — 0,58 + 0,07 micromole/g/sec a 105 9, /, et de — 0,27 4 0,07
micromole/g/sec a 55 9% /. Le métabolisme stable a 559, / atteint
donc Ja moitié du métabolisme stable a 105 %, /4, tandis que la tension
développée dans les deux cas est respectivement de 2,1 kg/cm? a
105 9% Z et de 0,31 kg/em? a 55 9 /.

D) Discussion.

1) Evaluation du métabolisme stable.

a. — Chez R. temporaria, I'évaluation du métabolisme stable basée
sur I'apparition de C; en fonction de la durée de tétanisation est appré-
ciablement plus élevée que celle basée sur la diminution de PC dans deux
séries expérimentales sur trois (cfr tableau 10, qui résume les résultats).
Dans une expérience que nous décrirons ultérieurement (chapitre II1I, § 2,
B), nous avons observé quun muscle stimulé par 6 tétanos de 3 secon-
des libére 14,29 4 0,55 micromoles de Cp/g, mais qu’il n’hydrolyse que
12,41 4 0,59 micromoles de PC/g: la différence entre les deux estimations
est de 1,87 + 0,82, et est tres nette avec un t de 2,28 (P < 0,05 ; n = 39).
Nous devons donc admettre que, apparemment, un muscle libére plus de
Cy, durant un tétanos qu’il ne consomme de PC. D’ailleurs, on observe
que la créatine totale du muscle augmente avec la durée de tétanisation ;
dans les expériences n® 56 a 109, la Cr augmente d’environ 0,07 micro-
mole/g/sec, et dans les expériences n® 216 a 316, elle augmente de 0,245
micromole/g/sec et compense presque exactement les différences entre
les variations de Cy et de PC, qui sont respectivement de 0,06 micro-
mole/g/sec et de 0,287 micromole/g/sec (cfr tablcau 10).

Comme la Cr est exprimée par gramme de muscle, on pourrait
concevoir que son augmentation au cours de la tétanisation s’explique
parce que le poids du muscle stimulé diminuerait. En fait, dans les
expériences décrites au tableau 6, on ne remarque aucune corrélation
entre le taux de Cr et le poids des muscles, quoique les poids moyens
des muscles des différents groupes varient appréciablement. Dans les
expériences décrites au tableau 24, les poids moyens des muscles groupés
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TABLEAU 10

Estimations du métabolisme stable du sartorius de R. temporaria
en micromole/g/sec

Sources des Estimations Estimations
estimations basées sur les basées sur les Différences 1
expériences variations de Cjy| variations de PC
no°
56 2 109 0,49 + 0,03 — 0,43 + 0,02 0,062 4- 0,031 64
216 2 316 0,66 + 0,09 — 0,37 + 0,06 0,287 + 0,103 72
420 2 448 0,55 + 0,07 — 0,58 + 0,08 0,030 + 0,080 26
Moyenne géné-
rale pesée : 0,51 + 0,07 — 0,43 + 0,06 0,08 - 0,08 162

selon le traitement qu’ils regoivent, sont trés voisins a cause de la struc-
ture particuliere de cette expérience (blocs balancés incomplets) : il
n’y a pas non plus de corrélation entre la Cy des muscles et leur poids,
quoique les muscles stimulés possédent plus de Cr que les muscles
au repos.

Tout se passe donc comme si la Cr du muscle augmentait avec la
durée de stimulation. Il n’est pas possible d’interpréter ce fait a I’heure
actuelle. Une erreur systématique parait peu probable, a cause de la
randomisation poussée des expériences. Il se pourrait que cette augmen-
tation apparente de Cr résulte de certaines particularités mal connues
de la réaction d’identification que nous avons utilisée. La réaction de la
créatine avec l'alpha-naphtol et le diacétyl est inhibée par les composés
sulfhydryles. Sans doute, n’y a-t-il pas de tels composés sulfhydryles,
dans nos extraits de muscle, mais il est fort concevable que d’autres
substances agissent d’une fagon semblable. Il faudrait alors admettre
que la stimulation diminue le taux de ces substances dans les extraits
musculaires. Cette hypothése parait peu plausible, car les extraits de
muscle au repos ne contiennent pas d’inhibiteurs de la réaction du
diacétyl, puisque la créatine ajoutée a I'extrait est entierement récupérée.
Par ailleurs, I’hydrolyse acide que nous utilisons pour scinder la PC
n’est pas trés spécifique et pourrait peut-étre influencer des substances
libérées au cours de Dactivité musculaire. Une derniére possibilité est
qu’une substance X soit libérée par la stimulation ; cette substance
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pourrait étre présente dans I’extrait brut de muscle soit sous une forme
libre, soit sous une forme liée. Si elle se trouve sous forme libre, elle
serait dosée avec la C;, et en gonflerait I’évaluation ; si elle se trouve sous
forme liée, elle serait libérée durant I'hydrolyse acide de la PC (cfr
méthodes de dosage, 2¢ partie, chapitre IT], § 2) et augmenterait I’évalua-
tion de la Cp. Comme la PC est, par définition, la différence Cp-Cy, on
comprend que dans ce cas les variations réelles de PC soient amorties.
La nature de X est indéterminée ; tout ce que nous pouvons affirmer
est que X réagit avec l’alpha-naphtol ct le diacétyl, comme la créatine.
Il se pourrait naturellement que ce soit effectivement de la créatine ou
de la phosphorylcréatine. De toute fagon, il y a 1a un probléme inté-
ressant qui mériterait une investigation particuliere.

Cette incertitude quant a la signification de I'augmentation de la Cy
au cours de la stimulation nous empéche de déterminer quelle est la
meilleure estimation du métabolisme stable de la PC. Nous ne possédons
aucun critére qui permette de déterminer si la meilleure estimation du
métabolisme stable est celle basée sur les variations de Cy, soit 0,51
micromole/g/sec, ou si ce n’est pas plutdt celle basée sur la différence
Cr-Cy, qui est de 0,43 micromole/g/sec.

Il est intéressant de souligner que ce désaccord entre les estimations
selon les variations de Cy, et celles selon les variations de PC ne survient
que lorsqu’on varie la durée de stimulation. L’estimation de P'extramé-
tabolisme selon les variations de Cy, est peut-étre un peu plus élevée que
celle estimée d’apres les variations de PC (cfr chapitre II, § 1) : I’existence
d’un extramétabolisme de la Cr est possible, mais elle n’est certes pas
démontrée. Quant a Peffet des variations de longueur du muscle durant
le tétanos, il semble exister une tendance de la Cr 4 augmenter durant le
raccourcissement ct a diminuer durant I'allongement (qu’il soit rapide
ou lent) : ces variations sont toutefois faibles et pourraient étre purement
accidentelles.

b. — Chez R. pipiens, Pintensité du métabolisme stable estimée
d’apres les variations de Cp en fonction de la durée de stimulation
n’atteint que 0,28 micromole/g/sec, soit 55 % seulement de I’estimation
correspondante pour R. femporaria. Nous ne possédons guere de
données sur les variations de la PC estimées d’apres la différence C,-Cr.

2) Evolution temporelle du métabolisme stable.

Le muscle sartorius hydrolyse de la PC 2 une vitesse sensiblement cons-
tante durant un tétanos isométrique. Par ailleurs, la tension tétanique que
développele muscle ne reste pas constante, surtout sile tétanos est proloagé.
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Apres 30 a 40 secondes, on observe une chute brutale de la tension
chez R. temporaria. Cet effondrement de la tension est plus tardif chez
R. pipiens, ol il ne survient qu’apres 60 secondes. Il est probable que
cette chute est directement liée au niveau de la PC (ou de I’ATP ?) qui
doit baisser en dessous de 2 micromoles/g aprés de tels tétanos. La résis-
tance différente a I'effondrement que présentent les deux espéces s’expli-
que sans doute par le jeu additif de deux facteurs : le taux initial de PC
est légérement supérieur chez R. pzpiens (18 a 21 micromoles/g) que
chez R. temporaria (16 a 20 micromoles/g), et cette réserve est épuisée
moins rapidement chez R. pipiens que chez R. temporaria a cause de
son métabolisme stable moins élevé.

Nous avons admis jusqu’ici dans toutes nos analyses que la quantité
de PC hydrolysée est une fonction linéaire du temps. Il convient d’exa-
miner plus critiquement cette hypothése. D’abord, du co6té des faits :
nos résultats s’expliquent certes entierement par une telle fonction
linéaire, mais leur précision n’est pas suffisante pour exclure la possi-
bilité d’une relation curvi-linéaire. Car du coté théorique, on se heurte
en effet 4 une difficulté. Le rapport hg/P/ (ol by est le taux de production
de chaleur d: maintien, £ la tension du muscle et / sa longueur) reste
constant au cours d’un tétanos méme prolongé (FExG, 1931 ; AUBERT,
1956 a) ; ce fait implique que le taux de production de chaleur de main-
tien doit diminuer proportionnellement 4 la tension. Or, durant les
tétanos prolongés que subissent les muscles la tension diminue pro-
gressivement, avant méme d’atteindre le point d’effondrement que nous
décrivions plus haut. Une alternative s’ouvre. Ou bien nous considérons
que la vitesse d’hydrolyse de PC est réellement constante au cours d’un
tétanos prolongé, bien que tension et débit de chaleur diminuent :
dans ce cas il faut admettre I’apparition d’une réaction endothermique
d’intensité proportionnelle au déficit de tension. Ou bien il faut admettre
que la vitesse d’hydrolyse de PC n’est pas constante, mais diminue
d’une fagon proportionnelle a la tension de la méme maniére que Ag.
Cette derniére interprétation parait la plus simple, sinon la plus probable.
Elle revient a4 admettre qu’au cours du temps un nombre croissant
d’unités contractiles cessent de fonctionner, ce qui entraine une dimi-
nution concomitante de la tension, de la thermogénése et du méta-
bolisme stable de PC. Des lors, il convient de corriger le métabolisme
stable de la PC pour la chute de tension, ce qui revient a évaluer I'in-
tensité du catabolisme de la PC en supposant que la tension du muscle
n’ait pas changé. Une fagon naturelle d’opérer cette correction est de
multiplier la PC hydrolysée aprés un temps ¢ de tétanisation par le
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rapport de la tension au temps 7 4 la tension au début de la tétanisation,
et de réévaluer la régression PC-durée a partir de ces nouvelles valeurs.
Apres une correction de cette sorte, le métabolisme stable de R. pipiens
passe de 0,28 a 0,32 micromole/g/sec (MaRECHAL et MOMMAERTS, 1963),
Quant a R. temporaria la correction pour la tension dans la premiere
série d’expériences augmente le métabolisme stable de 0,49 a 0,70
micromole Cy/g/sec et de 0,43 a 0,65 micromole PC/g/sec. La deuxiéme
série d’expériences ne soit subir aucune correction, puisque la tension
moyenne ne varie guere : le métabolisme stable y est de 0,66 micromole
Cy/g/sec ou de 0,37 micromole PC/g/sec. Dans la troisieme série d’expé-
riences, l’estimation du métabolisme stable passe a 0,67 micromole
Cy/g/sec et 0,63 micromole PC/g/sec. On peut admettre qu’aprés correc-
tion pour la diminution d: tension durant le tétanos, le métabolisme
stable de R. temporaria est de 0,60 micromole/g/sec ou de 0,70 micro-
mole/g/sec, selon qu’on l'estime d’aprés les variations de PC ou d’aprés
les variations de Cy.

3) Comparaison du métabolisme stable et de la chaleur de maintien.

Le taux de production de la chaleur de maintien de la contraction
isométrique a 0°C chez R. temporaria en Ringer phosphate est de 3,6
mcal/g/sec en moyenne (AUBERT 1956 a, tableau XII, p. 48). Ce taux
n’est pas affecté par Pintoxication monoiodoacétique (FEng, 1931 ;
AuserT, 1956 a). Queclques expériences que j’avais entreprises pour
¢tudier ce fait avaient semblé plaider en faveur d’une diminution de la
chaleur de maintien sous l'effet de P’intoxication iodoacétique, mais elles
furent infirmées par des expériences ultérieures plus soignées. On peut
donc calculer ’enthalpie apparente de ’hydrolyse de PC i» vivo. Il faut
toutefois tenir compte de ce que la température durant nos expériences
est d’environ 2°C, et que le Q,, de la chaleur de maintien par gramme de
muscle est tres élevé, de 'ordre de 5 (Ausert, 1956 a). Le taux de
production de la chaleur de maintien augmente donc de 3,6 mcal/g/sec
a 0°C 4 4,9 mcal/g/sec a 20C. L’enthalpie apparente de I’hydrolyse de la
PC s’obtient en divisant ce chiffre par Pestimation moyenne de PC
hydrolysée soit — 0,60 micromole/g/sec ou — 0,70 micromole/g/sec.
On trouve — 8,2 kecal/mole (estimé selon PC) ou — 7,0 kcal/mole
(estimé selon Cr).

Cette estimation est inférieure a celle de CarLsoN et SiGer (1960)
de — 9,6 4 — 11,5 kcal/mole, et 4 celle de MarfcHAL et MOMMAERTS
(1963) de — 10 kcal/mole ; mais ces différences peuvent peut-étre s’ex-
pliquer par le fait que ces auteurs mesurent la PC hydrolysée sur



LE METABOLISME STABLE 89

sartorins de R. pipiens et la comparent a2 des données de thermogéneése
obtenues sur R. femporaria. Or nous avons montré plus haut que le
métabolisme stable de la PC difféere appréciablement dans les deux
espéces : il faut donc éviter de combiner des données recueillies sur des
espéces différentes. CarrsoN, Harpy et WiLkie (1962) ont mesuré
simultanément sur des sarforius de R. pipiens la chaleur dégagée au
cours de contractions isométriques et Ja PC hydrolysée. Ils trouvent une
enthalpie de — 9,65 kcal/mole pour 30 secousses isométriques, ce qui est
une valeur qui peut étre considérée comme en bon accord avec la nétre.
Mais ils trouvent — 14,5 kcal/mole pour un tétanos de 30 secondes.
De cette différence observée entre secousses et tétanos, ils concluent
qu’il existerait une seconde réaction exothermique a cété de I’hydrolyse
de PC durant un tétanos isométrique. Il est possible que la réaction
que postulent ces auteurs soit précisément celle qui provoque une
augmentation de la Cy dans nos expériences. Mais nous croyons que
nos résultats s’accordent difficilement avec une telle interprétation.
En effet, Uenthalpie de — 7 a — 8,2 kcal/mole que nous trouvons est
déja fort basse, comparée aux — 10 4 — 12 kcal/mole que 'on calcule
a partir des données théoriques (cfr 17 partie). Si Pon admettait qu’une
autre réaction exothermique se superpose a I’hydrolyse de la PC, Pen-
thalpie de cette derniere devrait étre inférieure a — 8,2 kcal/mole et
Pécart entre les valeurs expérimentales et théoriques de — A/ devien-
drait inadmissible. Par ailleurs, on pourrait critiquer notre évaluation
du métabolisme stable et la trouver trop grande. Pourtant, méme si
I’on utilise la plus petite valeur que nous ayons observée, soit 0,37
micromole/g/sec, 'évaluation de ’enthalpie ne monterait qu’a — 4,9/0,37
soit — 13,7 kcal/mole, valeur qui laisse peu de place a I’existence d’une
seconde réaction exothermique.

L’influence de la longueur du muscle sur le métabolisme stable
corrobore encore cette opinion. Une diminution suffisante de la longueur
du muscle abaisse le taux de chaleur de maintien et le taux d’hydrolyse
de la PC dans une méme proportion, soit environ de moitié. En effet,
le métabolisme stable, correction faite pour la diminution de tension,
est de 0,63 micromole PC/g/sec a 1059, /4, et de 0,31 micromole
PClg/sec a 55 Y%, /. Le taux de chaleur de maintien, corrigé pour une
température de 2°C, est de 4,9 mcal/g/sec a 105 %, /4, et de 1,7 X 1,38
soit 2,3 mcal/g/sec 4 la courte longueur (d’aprés AUuBERT 1956 a, p. 175,
tableau XVII ; le facteur 1,38 résulte du Q,, = 5 du taux de la chaleur
de maintien). Les enthalpies sont donc quasi égales aux deux longueurs :
— 4,9/0,63 = — 7,8 kcal/mole a la grande longueur, et — 2,3/0,31 =
— 7,4 kcal/mole a la longueur courte.
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Nous concluons que I’hydrolyse de la PC suffit 4 expliquer la chaleur
de maintien, et que I'enthalpie de cette réaction ir vivo est de — 7,0 a
— 8,2 kcal/mole chez R. zemporaria dans nos conditions expérimentales.

§ 2. L’extramétabolisme.

La quantité de PC hydrolysée durant une série de tétanos ne dépend
pas seulement de la durée totale de la stimulation, comme nous I’avons
étudié au paragraphe précédent, mais encore du nombre de tétanos.
I existe deux méthodes générales pour mesurer cet effet. Dans la pre-
miere méthode, on extrapole une régression PC-durée de tétanisation
au temps zéro : la différence entre la PC du muscle au repos et ’extra-
polation est divisée par le nombre de tétanos et égale 'extramétabolisme.
Dans la seconde on tétanise les deux muscles de la méme paire par des
tétanos de durées différentes combinés de telle sorte que la durée totale
de stimulation reste constante. Le muscle qui regoit le plus grand nombre
de tétanos est aussi celui qui hydrolyse le plus de PC. 1.’exces de PC
hydrolysée divisé par la différence du nombre de tétanos est une mesure
moyenne de 'extramétabolisme.

Nous avons étudié I'extramétabolisme chez R. pipiens et R. tempo-
raria. Nous exposerons successivement les résultats obtenus chez les
deux espéces.

A) L’EXTRAMETABOLISME CHEz R. Pipiens.

Dans une premiere série d’expériences, on a simplement stimulé
un muscle par un tétanos de 6 secondes, et le muscle homologue par six
tétanos de une seconde. La créatine libre moyenne de 17 expériences
atteignait 11,5 micromoles/g dans le premier cas, contre 14,1 micro-
moles/g dans le second. La différence de 2,6 micromoles/g divisée par
la différence du nombre de tétanos, soit 5, égale 0,52 micromole
Cy/g/tétanos. Cest I'estimation la plus élevée que nous ayons observée
chez R. pipiens. Dans une autre série expérimentale, on a comparé les
huit traitements suivants : muscle au repos; un seul tétanos de 36
ou de 60 secondes ; six tétanos de 2, 4, 6, 8 ou 10 secondes. Les moyennes
de 7 muscles par traitement figurent au graphique 11. On calcule les
deux régressions afférentes aux moyennes qui ont le méme nombre
de tétanos ; les pentes des deux régressions sont identiques et égales a
0,27 micromole/g/sec. La différence des ordonnées a lorigine est de
1,25 micromoles/g, ce qui indique un extramétabolisme de 0,25 micro-
mole/g/tétanos. MARECHAL et MoMMAERTS (1963), auxquels nous
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Cmicromoles/g —

30

' als , 419 .. ‘slo‘ sec
DUREE TOTALE de TETANISATION

F1G. 11. Effet du nombre de tétanos sur I’hydrolyse de la PC (Sartorius de R. pi-
piens). Chaque point est la moyenne de la créatine libre de 7 muscles, et a
une déviation standard de 1,31. @ : muscles au repos ; O : muscles qui
recoivent un seul tétanos de 36 ou de 60 secondes ; X : muscles qui re-
goivent six tétanos de 2, 4, 6, 8 ou 10 secondes. Les deux droites sont
paralleles, avec une pente de 0,27 micromole/g/sec. (d’aprés MARECHAL
et MommaERTS, 1963).

empruntons la bréve description des expériences qui précedent, rappor-
tent encore d’autres expériences, d’ou il ressort que ’extramétabolisme
moyen chez R. pipiens est de 0,33 micromole/g/tétanos, avec des écarts
assez importants, allant de 0,11 4 0,52 micromole/g/tétanos.

B) L’EXTRAMETABOLISME CHEZ R. femporaria.

Trois séries d’expériences permettent d’évaluer Pextramétabolisme
de R. temporaria. Les deux premiéres ont déja servi a évaluer le méta-
bolisme stable de la PC, et ont été décrites en détail a ce propos (cfr § 1
de ce chapitre). Nous nous bornerons a exposer brievement comment
on peut évaluer I'extramétabolisme dans ces expériences.

1. — La premiere série expérimentale (expériences n® 56 a 109) com-
porte cing traitements administrés chacun a huit paires de muscles.
Les moyennes des muscles stimulés par six tétanos de 15, 1, 2 et 4 secon-
des permettent de calculer les régressions de PC et de Cp en fonction
de la durée de tétanisation (cfr tableau 6). I’extrapolation a l'origine
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de la droite de régression relative 4 PC est de 11,63 micromoles/g, soit
4,59 micromoles/g en moins que la quantité de PC du muscle au repos
(tableau 11). Cet exces résulte de la sommation de I’extramétabolisme
de six tétanos ; I'extramétabolisme par tétanos est donc de 0,77 micto-
mole/g. De maniere analogue, la régression de la C; sur la durée fournit
une extrapolation a 'origine de 6,33 micromoles/g, soit un extraméta-
bolisme de 1,05 micromoles/g/tétanos. La différence entre les deux
estimations est de 0,28 £ 0,23 et est de I’ordre des erreurs de mesure.
L’estimation moyenne de I’extramétabolisme est de 0,91 4+ 0,17 micro-
mole/g/tétanos.

TABLEAU 11

Premiére estimation de I’extramétabolisme ; expériences n° 56 a 109

Extrapolation Extraméta-
Sources Taux du muscle | des régressions bolisme micro-
de au repos a Torigine Différences moles/g pour
P’estimation micromoles/g | micromoles/g 1 tétanos
D’apres Cp, 5,03 + 0,41 11,36 + 1,10 | + 6,33 + 1,18 1,05 + 0,20
D’apres PC 16,22 4+ 0,26 | 11,63 + 0,69 | — 4,59 + 0,74 0,77 + 0,12
Moyenne 0,91 4 0,17
2. — La deuxitme série expérimentale (n° 216 i 316) comporte

comme la premiére un groupe de muscles au repos, et un groupe de
muscles tétanisés suivant des modalités diverses : six tétanos de une
seconde, de 3 sec ou de 4 sec (cfr tableau 7). L’extrapolation des régres-
sions et le calcul de l'extramétabolisme se fait comme pour la série
précédente. L’évaluation basée sur PC est de 0,82 4 0,11 micromole/g/-
tétanos et celle basée sur Cy atteint 0,77 4 0 18 micromole/g/tétanos.
Les deux évaluations sont en bon accord, et on estime [extraméta-
bolisme moyen a 0,79 4- 0,15 micromole/g/tétanos.

3. — La froisitme évalnation de Dextramétabolisme s obtient d’une
mani¢re toute différente, a partir dzs expériences no® 329 a 418 et 420 4
448. On compare P'effet de 6 tétanos de 3 szcondes a celui d’un tétanos
de 18 secondss (tableau 12). Dans le premier cas, la Cp est de 21,63
micromoles/g et la PC de 8,95 micromoles/g. L’augmentation du nombre
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TABLEAU 12

Troisiéme estimation de ’extramétabolisme d’aprés les
expériences n° 329 a 418 et 420 a 448

6 tétanos de | 1 tétanos de Extramétabo-
Comparaison 3 secondes 18 secondes Différences lisme micro-
(329-418) (420-448) mole/g pour
1 tétanos
CL
micromoles/g | 21,63 + 0,39 | 17,63 + 0,77 | —4,00 + 0,86| 0,80 + 0,17
PC
micromoles/g| 6,22 + 0,46 8,95 + 0,56 | + 2,73 + 0,72 0,55 + 0,12
Moyenne 0,68 + 0,15

de tétanos a durée totale de tétanisation constante, provoque donc une
consommation accrue de 2,73 micromoles PC/g ou une production
accrue de 4,0 micromoles Cr/g. Divisant cet exces par la différence
des nombres de tétanos, on évalue extramétabolisme 4 0,55 micromole
PC/g/tétanos ou 0,80 micromole Cpfg/tétanos. La différence des
estimations, 0,25 4 0,21, n’est pas significative. La meilleure estimation
de Pextramétabolisme est donc la moyenne 0,68 4 0,15 micromole/g/-
tétanos.

Le tableau 13 rassemble les diverses estimations de ’extramétabolisme.
On calcule que la moyenne pesée de 'extramétabolisme s’éleve a 0,78 +
0,15 micromole/g/tétanos.

Il importe de remarquer que ce concept d’extramétabolisme ne
s’applique qu’au catabolisme de la PC. Nous ne possédons aucune
information sur Dexistence ou la possibilit¢é d’un extramétabolisme

de PATP.

C) Discussion.

L’existence d’un catabolisme particulier de la PC associé au nombre
de tétanos implique une exacerbation des dépenses énergétiques au
moment de I’apparition de la tension, ou une continuation de I’hydrolyse
de la PC pendant la relaxation, voire méme pendant un certain temps
aprés la contraction.
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TABLEAU 13

Moyennes générales des diverses estimations de I’extramétabolisme
en micromoles/g pour 1 tétanos

Source de D’apres les D’apres les Nombre
I’estimation variations variations Moyennes de
expériences de créatine de phospho- muscles
n° libre rylcréatine
56 a2 109 1,05 + 0,20 0,77 £ 0,12 0,91 £+ 0,17 32
216 a4 316 0,77 + 0,18 0,82 + 0,11 0,79 £ 0,15 72
329 a 448 0,80 + 0,17 0,55 + 0,12 0,68 + 0,15 52
Moyenne
générale pesée 0,78 + 0,15 156

Il est possible d’évaluer théoriquement la grandeur des dépenses
énergétiques qui #e sont pas associées aux dépenses de maintien durant
un tétanos (fraction A de Péquation 2, 1r¢ partie). Tout d’abord le
muscle doit fournir du travail élastique pour développer sa tension.
Ce travail sert a étirer les éléments élastiques-séries du muscle lui-méme
et le systéme d’enregistrement de la tension ; si on suppose que le muscle
développe une tension de 100 g, on peut estimer ces deux postes res-
pectivement a 0,4 mcal/g et a 0,3 mcal/g. Ce travail est intégralement
dissipé en chaleur lors de la relaxation, et doit donc étre couvert par une
hydrolyse de PC (cfr chapitre III). Ies chaleurs thermoélastiques résul-
tent de phénomenes physiques réversibles, et il ne faut donc pas en
tenir compte. La chaleur de raccourcissement durant un tétanos isomé-
trique est faible, de 0,2 mcal/g (HiLL, 1961), mais il est au moins douteux
qu’une hydrolyse de PC lui corresponde (CaArRLsON, HARDY et WILKIE,
1963). 11 vaut mieux négliger ce poste : il est d’ailleurs peu important
et son inclusion ou son exclusion ne modifie guére 'extramétabolisme
théorique. Apres le dernier stimulus il y a une quantité appréciable de
chaleur qui est dégagée en sus de la dégradation du travail élastique
(cfr AuBert 1956 a, p. 118). L’évaluation exacte de cette chaleur
résiduelle de maintien, comme HirrL (1961) appelle, est tres aléatoire.
Cela est d’autant plus regrettable qu’il s’agit d’un poste énergétique
important, de l'orrde de 1,8 mcal/g selon HiLL (1961). Le total des
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différentes dépenses énergétiques a couvrir par 'extramétabolisme de la
PC s’¢leve jusqu’ici a 2,5 mcal/g/tétanos. Cette estimation vaut pour le
sartorius de R. temporaria 4 0°C, et il est sans doute fort dangereux
de lextrapoler au sartorius de R. pipiens comme Pon fait MARECHAL
et MoMMAERTS (1963). Par ailleurs, il ne semble pas nécessaire d’appliquer
A cette évaluation une correction de température car le Q,, de la chaleur
résiduelle de maintien semble trés voisin de 1 (Hrrr, 1961). L’extra-
métabolisme théorique de 2,5 mcal/g/tétanos ne peut suffire a expliquer
I’extramétabolisme de la PC qui est de 0,78 micromole/g/tétanos, car
Penthalpie d’hydrclyse ne serait que de — 3,2 kcal/mole, ce qui est
inacceptable. On pourrait penser que 'extramétabolisme de la PC est
surestimé ; son erreur de mesuie est de 0,15 et un extramétabolisme de
0,48 micromole/g/tétanos serait en dehors de I’évaluation correcte avec
95 9, de chance. Pourtant I’enthalpie calculée a partir de cette valeur
n’atteindrait encore que — 5,2 kcal/mole, ce qui est encore insuffisant.

Un poste théorique supplémentaire pour I’extramétabolisme est
fourni par la chaleur labile de maintien d’AusgrT (1956 a). Cet auteur
a montré que la chaleur de maintien n’est pas constante dés le début
du tétanos, mais diminue exponentiellement d’une valeur 45 + /g initiale
vers un plateau 4. Le taux de la chaleur de maintien est une fonction
du temps de la forme (eq. 3, 1re partie) :

bh = hae-at - b (3)

Le terme hse~2t est Ja chaleur de maintien labile : sa grandeur totale
hala est de 'ordre de 4,5 mcal/g (AUBERT 1956 a, tableau XII, p. 148).
Si cette chaleur labile survenait identique a chaque tétanos consécutif,
Pextramétabolisme serait de 2,5 + 4,5 soit 7,0 mcal/g/tétanos. L’enthal-
pie d’hydrolyse de la PC serait de — 9,0 kcal/mole, ce qui est une esti-

mation trés raisonnable.

Cette interprétation se heurte malheureusement a une trés grande
difficulté. La chaleur labile de maintien présente une fatigabilité remar-
quable. Elle est quasi absente d’un tétanos qui suit 4 moins de 20 secon-
des un premier tétanos conditionnant, puis elle réapparait progressive-
ment lorsque P'intervalle entre les deux tétanos consécutifs est prolongé.
Sa réparation complete, quoique fort avancée en ’espace de deux minutes,
exige dix a4 vingt minutes (AUBERT et MARECHAL, 1963 a; AUBERT,
1964). Ot, dans les expériences qui ont servi de base a I’évaluation de
Pextramétabolisme de la PC, on répéte les tétanos a des intervalles rela-
tivement courts, 30 secondes généralement. S’il est quasi certain que le
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premier tétanos de la séric présente une chaleur labile de maintien, on
peut douter que les tétanos suivants la montrent au méme degré. Deés
lors, la chaleur labile de maintien ne peut guere contribuer 4 I’extraméta-
bolisme que pour une faible fraction qui ne dépasse sans doute pas
1 mcal/g, si 'on admet que l'effet de la chaleur labile de maintien du
premier tétanos est réparti dans la série des 6 tétanos habituels. Nous
restons donc avec un exceés de PC hydrolysée relatif a I’énergie dépensée
par le muscle.

Dans un effort pour éclaircir cette question, nous avons étudié l'effet
d’une variation de lintervalle entre les tétanos sur Pextramétabolisme
de la PC. Trente-deux paires de muscles regoivent un nombre égal de
tétanos identiques. L’intervalle entre les tétanos est de 5 secondes pour
un muscle, et de 60 secondes pour le muscle homologue. Le tableau
14 groupe les résultats obtenus. Les muscles stimulés a de longs inter-
valles ont plus de PC que ceux stimulés a de courts intervalles. L’effet
est donc en sens contraire de celui attendu : car si la chaleur de maintien
labile avait quelque peu réapparu durant lintervalle de 60 secondes,
il aurait fallu que la consommation de PC soit plus forte lorsque P’inter-
valle est plus long. L’effet opposé que ’on observe pourrait tenir peut-
étre 4 la légeére différence des tensions moyennes : la forme des myo-
grammes est en effet assez différente dans les deux séries.

TABLEAU 14

Influence de ’intervalle entre 6 tétanos consécutifs sur
P’utilisation de la phosphorylcréatine

Cy, PC Tension | Poids
moyenne, "
micromoles/g | micromoles/g | kg/cm? mg
Intervalles de 60 sec 16,55 7,03 2,15 75,6 32
Intervalles de 5 sec 17,33 6,51 2,22 75,7 32
Différences — 0,78 + 0,41 | + 0,52 + 0,25

Expériences n® 59 a 109. La différence en Cj, n’est pas significativement diffé-
rente de zéro ; la différence en PC Pest au palier de 5 9.
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L’extra-énergie dégagée durant le tétanos ne parait devoir rendre
compte que d’une fraction de I’extramétabolisme de la PC. Si nous
admettons une enthalpie d’hydrolyse de la PC de — 8,2 kcal/mole
(cfr § 1 du présent chapitre), la chaleur dégagée devrait s’élever a 6,4
mcal/g. Or Dextra-énergie libérée durant le tétanos atteint a peine
2,8 mcal/g, et peut-étre 4 mcal/g si on y inclut la chaleur de maintien
labile. Il subsiste un désaccord d’au moins 2 4 3 mcal/g.

Il n’cxiste guére que deux possibilités d’interpréter ce désaccord.
Ou bien nous sous-estimons I’énergie dépensée durant le tétanos sous
forme de chaleur ou de travail ; ou bien nous surestimons la quantité
de PC consommée durant le tétanos, ce qui implique forcément qu’une
partie de la PC hydrolysée est utilisée apres le tétanos.

Le seul poste de I'extra-énergie qui pourrait sérieusement étre sous-
estimé est la chaleur résiduelle de maintien qui suit le dernier stimulus.
La vitesse de relaxation diminue lorsqu’on répete les tétanos : dans nos
tracés la relaxation du dernier tétanos exige 0,5 a 1 seconde, alors que
la relaxation du premier tétanos est complete en 0,5 seconde. Il est fort
concevable que la prolongation du maintien de la tension s’accompagne
d’une hydrolyse correspondante de PC. Mais dans 'ignorance ol nous
sommes de I’évolution dela chaleur de relichement lors de tétanos répétés,
il n’est pas possible de pousser I'analyse plus loin.

Quant 2 Pexistence d’une hydrolyse post-contractile de la PC, elle
n’est pas démontrée sans ambiguité. Déja LunpsGaArRD (1930) avait
observé une hydrolyse de PC consécutive a l'activité du muscle. Selon
DisticHE (1960) Palcalinisation du muscle augmente brutalement 2 la
fin d’un tétanos et se poursuit pendant quelques secondes ; il est d’avis
que cette alcalinisation réflete une hydrolyse post-contractile de la PC.
Par ailleurs SproNcCk (1962) a trouvé une hydrolyse de 0,9 micromole
de PC endéans les 60 secondes qui suivent cinq secousses. Il explique
une partie de cette hydrolyse de PC par une estérification des hexoses
monophosphates en hexoses diphosphates, dont la concentration aug-
mente parallelement de 0,3 micromole/g. On pourrait expliquer le déficit
signalé plus haut, a condition qu’une telle estérification survienne apres
chaque tétanos. Il faut pourtant ajouter que nos expériences personnelles
plaident contre une telle conception. L’allongement de I'intervalle entre
les tétanos voit plutdt augmenter la concentration en PC (cfr tableau 14),
ce qui implique une réduction de hydrolyse. De plus, MARECHAL et
MomMAERTS (1963) ne trouvent aucune différence de PC hydrolysée
lorsque le muscle est congelé 1, 10, 100 ou 1000 secondes apres la
tétanisation.
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En conclusion, il semble bien que I’extramétabolisme de la PC du
sartorins de R. temporaria ne puisse pas s’expliquer dans son entiéreté.
Les dépenses énergétiques associées a Dactivation et i la relaxation
exigent ’hydrolyse d’une quantité de PC 4 peine supérieure 2 la moitié
de celle que 'on observe effectivement. Le reste est utilisé au cours de
processus qui sont encore indéterminés.



CHAPITRE III

LE METABOLISME DE LA PC
ET DE L’ATP ASSOCIE AU TRAVAIL

LE muscle en tétanos isométrique est le siege d’un catabolisme trés
actif de la PC et de PATP. Comme le muscle ne produit aucun
travail (si cec n’est celui qui consiste 4 allonger au début du tétanos les
éléments élastiques en série avec la machinerie contractile), toute I’énergie
libérée par ’hydrolyse de la PC et de PATP est dégradée en chaleur.
Il n’en va pas de méme si la longueur du muscle change durant le tétanos,
car I’énergie est alors échangée non seulement sous forme de chaleur,
mais aussi sous forme de travail, et il est particulieérement intéressant
d’étudier les variations concomitantes des bilans d’énergie et du méta-
bolisme de la PC et de PATP.

On peut distinguer deux cas, suivant que ’on permet au muscle de
se raccourcir durant le tétanos, ou qu’on I’étire de maniére forcée.

Le muscle qui se raccourcit durant le tétanos produit du travail
(travail positif) et, simultanément, augmente légérement sa production
de chaleur (cfr 1re partie). La libération d’énergie supplémentaire durant
le raccourcissement (effet FENN) doit étre couverte par une hydrolyse
supplémentaire de PC que nous avons effectivement retrouvée.

Durant un allongement forcé le muscle regoit du travail (travail
négatif). Le sort de ce travail négatif dépend de la vitesse a laquelle on
étire le muscle.

A vitesse modérée d’allongement, on observe que le travail effectué
contre le muscle n’est pas totalement dégradé en chaleur : une fraction
importante peut disparaitre. Corrélativement, nous trouvons que le
muscle allongé consomme moins de PC que son contréle stimulé iso-
métriquement : le travail disparu a donc entrainé une économie de PC.

Si 'on étire rapidement un muscle, la production globale d’énergie
(somme de la thermogénése et du travail négatif) peut devenir nulle
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au cours de I'allongement d’aprés HiL et HowarTH (1959). Ces auteuts
croient que les phénomenes qu’ils ont observés apportent la preuve
que les phénomeénes thermomécaniques de la contraction sont com-
pletement réversibles. Néanmoins, le muscle étiré rapidement consomme
plus de PC que le controle isométrique : si le travail est réellement
absorbé durant un étirement rapide semblable 4 celui qu’utilisent HirL
et Howartr (1959), il ne se retrouve pas sous forme d’une économie
de PC.

Ce chapitre est divisé en deux parties qui traitent, la premiére, de
Ueftet de la production de travail positif sur le métabolisme de la PC
et de PATP ; la seconde, de Peffet de la réception de travail négatif
sur ces métabolismes.

§1. Le métabolisme du travail positif.

On peut contréler la prcduction de travail par le muscle de deux
maniéres. Dans le premier mcde on suspend un poids au muscle, la
longueur du muscle entre les tétanos étant fixée par un taquet. Le muscle
souléeve le poids dés que la tension provoquée par la stimulation est
suffisante, et la contraction s’opére a tension constante (contraction
isotonique avec « afferload »). Dans le deuxi¢éme mode, on tétanise le
muscle isométriquement et, dés que la tension maximum est atteinte,
on laisse le muscle se raccourcir i une vitesse constante (tétanos avec
détente). Nous examinerons séparément ces deux groupes d’expériences.
Les résultats obtenus sont les mémes dans les deux cas : la quantité
de PC hydrolysée augmente avec le travail que produit le muscle.

Comme un muscle ne peut fournir du travail qu’en changeant sa
longueur, il est possible de concevoir a priori que le métabolisme de la
PC dépend du travail ou du raccourcissement ou des deux. Nous défi-
nissons sous le terme de constante mécanochimique du travail le rapport
du travail fourni par le muscle 4 la quantité de PC hydrolysée corres-
pondante, et sous le terme de constante mécanochimique du raccour-
cissement le rapport du raccourcissement du muscle a la quantité de PC
hydrolysée correspondante. Dans les cas ou il n’est pas possible de dis-
socier I’hydrolyse de la PC associée 4 la prcduction de travail de celle
associée au raccourcissement, nous appellerons cogficient mécanochi-
mique du travail le rapport du travail produit 4 la quantité de PC hydro-
lysée, sans distinguer si une fraction de cette PC est associée au rac-
courcissement.
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A) CONTRACTION A TENSION CONSTANTE.

Nonante-trois paires de sartorius de R. pipiens sont montées sufr
Iappareil 4 congélation rapide de MoMMAERTS et SCHILLING (1955) et
relies 4 un levier isotonique a capacité variable construit par SCHILLING
(1960). Un muscle de la paire est laissé en repos, et 'autre regoit 12
tétanos de 400 msec. On change le poids appendu au levier isotonique
d’une paire 4 l'autre, et on mesure le raccourcissement du muscle, le
travail produit, la créatine libre et la créatine totale. Les résultats com-
plets sont publiés dans MOMMAERTS, SERAYDARIAN et MARECHAL (1962).
Le tableau 15 résume les observations globales. Il n’est pas possible de

TABLEAU 15

Métabolisme de la PC durant des tétanos isotoniques
de sartorius de R. pipiens

Créatine libre | Créatine totale Travail Raccoutcisse-
micromoles/g | micromoles/g mcal/g ment cm/cm
Muscles
contrbles 7,42 + 0,20 27,50 + 0,34
Muscles
stimulés 14,62 + 0,34 27,74 - 0,35 | 18,08 + 1,1 0,233 + 0,013

Tableau tiré de MOMMAERTS, SERAYDAIN et MARECHAL (1962)

déduire de ces moyennes une influence quelconque du travail, parce que
son effet est confondu avec Ieffet de la tétanisation elle-méme. Aussi
avons-nous soumis les résultats individuels a4 une analyse de régression
multiple. Selon Hiuw (1938), ’éncrgie totale que produit un muscle est:

E=0+ax+ W (5)

ou (; est 'énergie d’activation et de maintien, fonction de la longueur
du muscle et de la durée de tétanisation, zx est la chaleur du raccour-
cissement x et W le travail produit. On peut supposer que chacun de ces
postes doit étre couvert par une mobilisation d’énergie provenant de
I’hydrolyse de la PC, et que la quantité de PC hydrolysée est une fonction
de la forme :

APC = B + b x + b, W (11)
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ou B est le métabolisme d’activation et de maintien, b, I'inverse de la
constante mécanochimique du raccourcissement x, et b, linverse de
la constante mécanochimique du travail . Les résultats de I’analyse de
régression multiple peuvent se décrire par :

APC = 5,42 + (0.896 -+ 2,16) x + (0,1095 -+ 0,00294) I (12)

Si le raccourcissement x est exprimé en cm par cm de muscle, et si W
est en mcal/g, APC est donné en micromoles/g. Le premier terme repré-
sente le métabolisme « isométrique » des 12 tétanos. D’apres les données
du chapitre deux (3¢ partie), on pourrait prévoir ce métabolisme « iso-
métrique » : il devrait égaler 12 fois le métabolisme de maintien d’un
tétanos de 0,4 sec soit 12 x 0,4 sec x 0,28 micromole/g/sec = 1,34
micromoles/g, augmenté de I'extramétabolisme de 12 x 0,33 = 3,96
micromoles/g, soit en tout, 5,30 micromoles par g. L’accord entre la
prévision théorique (5,30) et la détermination expérimentale (5,42)
est excellent. Le coefficient 0,896 + 2,16 n’est pas statistiquement diffé-
rent de zéro, et I'origine métabolique de la chaleur de raccourcissement
reste problématique. En revanche, le coefficient du travail est trés
nettement significatif : 0,1095 4 0,00294. La PC hydrolysée en sus du
métabolisme « isométrique » produit 9,1 kcal de travail par mole de
PC consommée.

B) CONTRACTIONS A VITESSE CONSTANTE.

Les expériences décrites au paragraphe A précédent souffrent toute-
fois de défauts qui affaiblissent la solidité des conclusions. On y compare
des muscles qui se raccourcissent 4 des muscles au repos, et dés lors on
confond le métabolisme « isométrique » et celui du travail : il serait
souhaitable de comparer les muscles raccourcis a des muscles stimulés
isométriquement, de fagon a séparer nettement les deux métabolismes.
En second lieu, les différents muscles soulévent des poids différents
et se raccourcissent d’autant moins que le poids est plus lourd ; le travail
dépend donc du produit de ces deux facteurs, et par ailleurs le méta-
bolisme « isométrique » dépend de la longueur du muscle (cfr chapitre
1I, C). Les différents facteurs sont tellement enchevétrés qu’il est impos-
sible de déduire ’effet du travail d’une fagon directe. Nous avons été
obligés de recourir a une analyse statistique compliquée, et on pout-
rait objecter que la séparation des différents facteurs ainsi réalisée ne soit
apres tout fort artificielle. Les postulats sur lesquels se base une telle
analyse statistique ne sont d’ailleurs pas nécessairement vérifiés dans ces
expériences, puisqu’on ne songea a faire l'analyse qu’aprés que les
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expériences (décrites sous A) eussent été faites. Pour toutes ces raisons,
nous avons pensé qu’une nouvelle investigation était nécessaire, ou ces
différents facteurs recevraient Pattention qu’ils méritent.

Nous avons réalisé deux nouvelles séries d’expériences sur R.
temporaria. Dans les deux cas, on stimule les muscles isométriquement
pendant quelques dixiemes de seconde, puis on les raccourcit de 0,5 cm
(dans quelques cas de 1,0 cm) a une vitesse constante. Par ailleurs, d’au-
tres muscles regoivent des tétanos isométriques identiques en nombre
et en durée a ceux des muscles qui se raccourcissent. Pour pallier la
diminution du métabolisme avec la longueur, deux mesures sont prises.
D’abord on choisit une zone de longueur ot le métabolisme isométrique
ne varie guére avee la longueur : c’est pourquoi on stimule les muscles
4 une longueur d’environ 105 %, /, et on les raccourcit de 0,5 cm jusqu’a
une longueur d’environ 90 9, /. Dans cette zone de longueur, la tension
isométrique ne change guére (AUBERT, ROQUET et VAN DER Erst, 1951)
et la chaleur de maintien non plus (AUBERT, 1956 a). En second lieu les
tétanos isométriques des muscles controles sont distribués par moitié
4 la longueur «longue » de 105 9, /, et par moitié a la longueur « courte »
de 90 9, 4 : on réalise de cette facon une sorte de moyenne des métabo-
lismes entre les longueurs extrémes. Dans ces conditions toute différence
entre muscles isométriques et muscles raccourcis doit étre attribuée
4 la production de travail et, éventuellement, a la chaleur de raccour-
cissement (qui est constante dans nos conditions puisque I'amplitude
de raccourcissement est constante).

1. — La premitre série d’expériences groupe les paires n® 216 a 249,
Nous avons stimulé alternativement les deux muscles de la méme paire
par six tétanos de 1 seconde a 24 stimulus par seconde. Un muscle
choisi selon un plan randomisé établi avant I'expérience, est raccourci
de 0,5 cm 24 une vitesse constante de 0,9 cm/sec (n° 216 a 238)
ou de 10 cm 4 une vitesse constante de 1,2 cm/sec (239 a 249). J.e
raccourcissement débute 200 msec aprés le premier stimulus et se
termine avant la fin du tétanos. Les tétanos se suivent a intervalles de
1 mn. L’autre muscle de la méme paire regoit les tétanos isométriques
alternativement aux deux longueurs extrémes a intervalles de 1 mn. Les
deux séries de tétanos sont imbriquées de telle sorte que le tétanos
isométrique d’un muscle suit ou précede le tétanos avec détente de
l’autre muscle 4 un intervalle de 30 sec. Le choix du muscle stimulé
le premier est fixé par le plan randomisé, et la congélation rapide a lieu
30 sec apres le dernier tétanos. De cette fagon I'intervalle de congélation
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est le méme en moyenne pour les muscles isométriques et pour les mus-
cles raccourcis. Six paires de muscles au repos sont en outre dispersées
parmi les paires tétanisées.

La figure 12 et le tableau 16 résument l’ensemble des résultats.
Chaque point de la figure représente la PC et PATP d’un muscle unique.
Les muscles au repos (croix) ont nettement plus de PC que les muscles
isométriques (cercles blancs), et les muscles isométriques ont a leur
tour plus de PC que les muscles raccourcis (cercles noirs). L’ATP n’est

ATP micromoles/g

+

1
0 5 10 3 20 2
PC micromoles/g

F16. 12. L’effet du raccourcissement sur la PC et ’ATP de R. temporaria (expé-
riences n® 216 a 249). Croix : muscles au repos ; cercles blancs : muscles
stimulés par six tétanos isométriques de 1 sec ; cercles noirs : muscles
stimulés six fois 1 sec et raccourcis de 0,5 cm a 0,9 cm/sec, de 1,0 cm a
1,2 cm/sec, 200 msec aprés la premier stimulus.

pas affecté par la stimulation, isométrique ou non. La variabilité des
résultats est considérable, mais ce mode de représentation néglige les
comparaisons que I’on peut faire entre muscles homologues de la méme
paire, et qui sont naturellement plus précises. Le tableau confirme
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Iimpression que suggére la figure. Les muscles qui ont travaillé posse-
dent 2,57 + 0,71 micromoles PC/g en moins que les muscles isomé-
triques, et 2,69 4 0,75 micromoles de créatine libre/g en plus. Ces
différences sont trés significatives, comme un test de t permet de I’éta-
blit. Pour A PC, t = 2,57/0,71 = 3,62, P < 0,002 ; pour ACy, t =
2,69/0,75 = 3,60, P < 0,002. Il n’y a pas de variation d’ATP établie,
puisque la différence moyenne ’ATP de 0,19 micromole/g a une erreur
type de 0,28. Le travail produit est de 30,2 4 0,2 mcal/g. Le coefficient
mécanochimique du travail est donc de 11,7 kcal/mole. L’intervalle de
confiance a 95 %, de ce coefficient couvre une plage trés large, de 30,9
a 6,35 kcal/mole.

Au lieu de comparer les moyennes générales des expériences pour en
tirer une estimation du coefficient mécanochimique du travail, on peut
aussi étudier les résultats individuels, et en déduire une autre estimation
de ce coefficient par une analyse de covariance.

La corrélation entre le travail fourni par le muscle raccourci et son

taux de PC est assez élevée, — 0,337 ; la corrélation entre le travail
fourni et la différence entre muscles « isométriques » et muscles « rac-
courcis » est également assez élevée, 0,329. Pour n = 27, la pro-

babilité que de telles corrélations soient dues au hasard, est de 5 4 10 9.

La régression du taux de PC sur le travail produit est de — 0,094 4
0,050 micromole/mcal, et celle du travail sur la différence en PC entre
muscles isométriques et raccourcis est de 0,125 4- 0,069 micromole/mcal.
Les inverses de ces pentes donnent deux estimations des coefficients
mécanochimiques du travail de 10,6 et 8,0 kcal/mole : ces estimations
sont du méme ordre que celles évaluées a partir des moyennes générales,
mais elles sont moins précises.

TABLEAU 17

Covariance entre PC et travail produit

Coerrélation r b micromole/mcal "

PC et travail ................ — 0,337 — 0,094 <+ 0,050 29
Différences de PC entre muscles
isométriques et raccourcis, ct

travail ... 0,329 0,125 + 0,069 29

Expériences n° 216-249.
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2. — La deuxiéme série d’expériences groupe les paires n° 329 a 418,
La structure de ces expétiences est particuliere, et sera décrite en détail
plus loin (voir p. 122) ; il s’agit de blocs balancés incomplets. L’avantage
d’un tel plan expérimental réside dans la possibilité de comparer plu-
sieurs traitements avec une précision équivalente alors que 'on ne peut
les comparer directement que deux a deux. Nous avons comparé quatre
traitements dans ces expériences : muscles au repos, muscles stimulés
isométriques, raccourcis ou allongés. Nous ne nous intéresserons ici
qu’a leffet du raccourcissement comparé a Iisométrique. Le muscle
« isométrique » regoit six tétanos de 3 sec (72 stimulus a 24/sec) a 1 mn
d’intervalle, alternativement 4 la longueur de 4, + 2 mm etde 4, — 3 mm.
I.e muscle « raccourci » regoit également six tétanos de 3 sec 2 1 mn
d’intervalle, mais il est raccourci de 0,5 cm a partir de la longueur
Jo +2 mm 500 msec aprés le début de chaque tétanos, a la vitesse
constante de 0,23 cm/sec. Ces tétanos sont intercalés entre les tétanos
administrés a Pautre muscle de la paire, lorsque celui-ci est stimulé,
de telle sorte que I'un ou lautre muscle soit tétanisé alternativement
4 intervalles de 30 sec. Il importe de remarquer que la structure expéri-
mentale en blocs balancés incomplets permet au muscle homologue de
recevoir un quelconque des trois autres traitements décrits plus haut.
Enfin, la congélation a toujours licu 30 sec aprés le dernier tétanos.

La figure 13 rassemble tous les résultats individuels. Les cercles
blancs symbolisent les muscles en position 1, les cercles noirs ceux en
position 2 : il n’y a pas d’effet de position appréciable (cfr p. 64). I.e double
cercle indique les moyennes, qui sont rapportées au tableau 18, ct la
barre verticale délimite 'intervalle de confiance a 95 9. Les muscles
raccourcis possédent nettement plus de Cp et moins de PC et ’ATP
que les muscles isométriques. Pour un travail produit moyen de 33,7 +
1,6 mcal/g, la consommation supplémentaire de PC est de 2,17 +
0,59 micromoles/g, ce qui permet de calculer un coefficient mécano-
chimique du travail de 15,5 kcal/mole. Cette estimation n’est qu’approxi-
mative, car il faut encore tenir compte de ce que le taux ’ATP a diminué
de 0,88 + 0,21 micromole/g. La fagon la plus simple de prendre ce fait
en considération est d’admettre que ce déficit ’ATP aurait du étre
couvert par un transfer de phosphate en provenance de la PC. Le coeffi-
cient mécanochimique du travail corrigé pour UATP est deés lors de
11,1 kcal/mole.

La corrélation entre le taux de PC des muscles raccourcis et le travail
fourni est illustrée par la figure 14 : elle est trés nette car le coefficient
de corrélation atteint — 0,561, avec une P << 0,001 (n = 39). La pente
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Fic. 13. Effet du raccourcissement sur le taux de la Cy, de la PC et de PATP (expé-
riences n° 329 2 418). Les muscles « isométriques » regoivent six tétanos de
3sec. Les muscles «raccourcis » regoivent également six tétanos de 3 secet
sont raccourcis de 0,5 cm 4 Ja vitesse constante de 0,23 cm/sec, 500 msec apres
le premier stimulus. Cercles noirs : muscles sur les électrodes n° 1, cercles

blancs : muscles sur les électrodes n® 2, Double cercle :

verticale délimite U'intervalle de confiance de la moyenne a 95 %,.

calculée de la régression de la PC sur le travail est de — 0,142 4- 0,035
micromole PC/mcal : si ’on ignore Pintervention de PATP le coefficient

mécanochimique du travail est estimé a 7,04 kcal/mole.

Le tableau 19 rassemble toutes les estimations du coefficient mécano-
chimique du travail. La plage de variation de ces coefficients est tres
large : Pintervalle de confiance a 95 9, s’étend d’environ 4 kcal/mole a

environ 20 kcal/mole.

moyenne ; la barre
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F1c. 14. Corrélation entre la PC et le travail fourni par les muscles (expériences
n° 329 4 418). I.es muscles regoivent six tétanos de 3 sec et sont raccourcis
de 0,5 cm 2 la vitesse constante de 0,23 cm/sec, 500 msec apres le premier
stimulus. La droite représente la régression calculée, de pente — 0,142
micromole PC/mcal. Le double cercle est la double moyenne des PC et
des travaux.

TABLEAU 19

Tableau général des diverses estimations du coefficient ou de la
constante mécanochimique du travail

Données utilisées pour ’estimation

Soutces de
Pestimation PC PC -+ ATP Régression | Régression
PC/travail | APC/travail
Mommaerts et coll,
1962 (R. pipiens) 9,1
Neo 216 a 249
(R. temporaria) 11,7 10,9 10,6 8,0
No 329 a 418 15,5 111 7,0
(R. temporaria) 15,5 11,1 7,0
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Nous considérons que 11,0 keal/mole est une estimation acceptable
du coefficient mécanochimique du travail.

C) Drscussion.

Un muscle qui se raccourcit durant un tétanos dégage de I'énergie
sous forme de chaleur et sous forme de travail. La chaleur produite est
légerement supérieure a la chaleur O que le muscle aurait produit §’il
avait été stimulé en conditions isométriques : cet excédent de chaleur,
proportionnel a I’étendue du raccourcissement x, est la chaleur de rac-
courcissement. Le travail W fournit par le muscle apparait en supplé-
ment de la chaleur isométrique O, : cet effet FENN, comme on I'appelle,
trouve une contrepartie au niveau de l'utilisation des substrats. Il con-
vient d’examiner successivement le métabolisme de la PC associ¢ au
travail, celui de 'ATP, et la question de Dexistence éventuelle d’un
métabolisme particulier de ces substrats qui serait associé a la chaleur de
raccourcissement.

1. — Nos expériences démontrent de maniére péremptoire qu’un
muscle qui se raccourcit consomme un supplément de PC proportionnel
au travail fourni. Le supplément de PC hydrolysée reste du méme
ordre que ce travail soit fourni a vitesse constante ou a tension constante,
et ne parait pas dépendre de I’espece de grenouille utilisée (R. temporaria
ou R. pipiens). Il y a ici un contraste net avec le métabolisme de la
contraction isométrique qui est fort influencé par P’espéce de 'animal.
Ce supplément n’est guére modifié si 'on administre au muscle des
secousses au lieu de tétanos, comme le démontre le fait que CaRLSON,
Harpy et WiLkIE (1963) trouvent dans ces conditions un ccefficient
mécanochimique de 9,83 kcal/mole, trés voisin de ceux que nous esti-
mons (de Pordre de 11 kcal/mole). CaN et coll. (1962) ont également
mesuré le métabolisme du travail, et 'estiment a 2,6 kcal/mole ; cepen-
dant, leur estimation se rapporte au rectus abdominis et elle est d’ailleurs
entachée du fait que la durée des tétanos n’est pas constante, ce qui
pourrait tout aussi bien expliquer les variations qu’ils observent (cfr
chapitre II, § 1, 3¢ partie).

2. — Le taux d’ATP parait influencé par le raccourcissement et la
production de travail. Dans la premiére série d’expériences a vitesse
constante, les muscles raccourcis en contiennent en moyenne 0,19 +- 0,28
micromole/g en moins que les muscles isométriques ; a lui seul un tel
résultat nc démontrerait certes pas que le raccourcissement requiert
une consommation supplémentaire d’ATP, mais il n’est pas incompa-
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tible avec une certaine consommation supplémentaire de lordre de
0,5 micromole/g. Si cette expérience n’est pas concluante, le résultat
est trés net en revanche dans la seconde série d’expériences : les muscles
raccourcis en contiennent 0,88 + 0,21 micromole/g en moins que les
muscles isométriques. Un test de t nous apprend qu’une telle différence
a moins d’une chance sur mille dz survenir par hasard. Nous sommes
obligés d’admettre ce fait, mais quelle peut en étre la signification ?

Si 'on admet la théoric classique selon laquelle PATP s’hydrolyse
au contact des protéines contractiles puis est resynthétisé aux dépens
de la PC, on com»rend que I'on observe une variation du taux de la
PC i la suite d’une stimulation tandis que le taux d’ATP reste constant.
Le métabolisme dz la PC et d= PATP que nous avons observé durant un
tétanos isométrique s’accorde parfaitement avec un tel concept (cfr
chapitre II, 3¢ partie). On peut méme admettre que le raccourcissement
provoque une mobilisation accrue d’ATP, mais ce supplément I’ATP
hydrolysé doit étre immédiatement rephosphorylé par la myokinase
ou par I'enzyme de Lonmann. De fait, on observe une hydrolyse sup-
plémentaire de 2,17 micromoles PC/g, mais on observe aussi une dimi-
nution de 0,88 micromole ATP/g. Plus du quart de ’ATP hydrolysé
n’a donc pas été resynthétisé, bien que la congélation ait eu lieu 30
secondes apres le dzrnier tétanos. Il semble difficile d’admettre que PATP
hydrolysé pendant la phase tétanique de la contraction soit rapidement
resynthétisé tandis que PATP hydrolysé pendant la phase de raccour-
cissement ne le soit qu’aux trois quarts. L’hypothése d’une répartition
de 'ATP en différents compartiments est également peu attrayante.
On pourrait 4 la rigueur admettre Pexistence de deux compartiments
d’ATP : le premier en équilibre avec la PC et qui serait rapidement
rephosphorylé, le second séparé de la PC qui ne serait rephosphorylé
que lentement. Mais comment se persuader que durant le raccourcisse-
ment I’énergie nécessaire au travail soit prélevée a la fois dans les deux
compartiments ? Une derniere exnlication, qui est czllz que nous pré-
conisons faute d’une mezilleure, est que PATP et la PC sont en équilibre
enzymatique vrai grice a la réaction myokinasiqus et 4 la réaction de
LouManN. Une diminution du taux dz PC doit déterminer une diminu-
tion corrélative du taux d’ATP dont la grandeur dépend dz=s constantes
d’équilibre des réactions (cfr chapitre IV, 3¢ partie). Dans la deuxiéme
série d’expériences, le taux de PC des muscles raccourcis est de 4,05
micromoles/g, donc relativement bas, cz qui devrait entrainer une
variation perceptible du taux d’ATP. En revanche, dans la premiere
série d’expériences les muscles sont stimulés moins longtemps, et le taux
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de PC est assez élevé méme dans les muscles raccourcis, 9,24 micromo-
les/g : en conséquence la variation I’ATP est faible.

3. — La chalenr de raccourcissement ax présente un probleme particulier.
Dans notre premiére série d’expériences, en collaboration avec Mom-
MAERTS et SERAYDARIAN, la régression relative a 'effet de I’étendue du rac-
courcissement sur la quantité de PC hydrolysée avait un coefficient statis-
tiquement égal a zéro. Dans la seconde série d’expériences I'amplitude
du raccourcissement est gardée constante, et son effet, s’il existe, doit
s’ajouter simplement au métabolisme associé au travail : les effets des
deux facteurs sont confondus. On peut naturellement évaluer la grandeur
théorique de leffet dd a la chaleur de raccourcissement dans le cas ol
elle reconnaitrait une origine métabolique. ILe raccourcissement x égale
0,5 cm soit 4 /6 environ : le coeflicient « est de ’ordre de 0,25 P, (Hiry,
1938) si P, est la tension maximum du muscle ; ax vaut donc Polp/24,
c’est-a-dire 80 gem/g ou 480 gem/g pour six tétanos avec détente, ou 11
mecal/g, ce qui correspond a 1,1 micromoles PC/g, si 'on admet une
chaleur d’hydrolyse de la PC de — 10 kcal/mole. L.e métabolisme du
travail serait alors égal a la différence moyenne entre muscles « raccour-
cis » et « isométriques » diminuée du métabolisme du raccourcissement,
soit environ 2,3 — 1,1 = 1,2 micromoles/g. Par cette correction on
obtiendrait la vraie constante mécanochimique du travail. Par ailleurs
les estimations de cette constante basée sur la régression de la PC
(ou de APC) sur le travail ne doivent pas étre corrigées pour le méta-
bolisme du raccourcissement puisque celui-ci est constant et donc
indépendant du travail fourni par le muscle. On s’attendrait donc a ce
que la constante mécanochimique estimée d’apres ces régressions soit la
moitié¢ du coefficient estimé d’aprés les moyennes. L’examen du tableau
19 nous montre que les constantes estimées d’apres les régressions sont
effectivement un peu plus faibles que les coefficients estimés d’apres les
moyennes sans toutefois que ces petites différences soient statistiquement
valables.

11 faut donc conclure par un constat négatif : rien dans nos expé-
riences ne permet d’affirmer que la chaleur de raccourcissement ait un
équivalent métabolique ; mais il est juste d’ajouter que nos expériences
ne prouvent pas non plus que la chaleur de raccourcissement n’est pas
d’origine métabolique. Selon CarrLson, HarRDyY et WiLKIE (1963) il n’y 2
aucun poste relatif 4 la chaleur de raccourcissement dans le bilan global
de la PC hydrolysée durant des secousses isotoniques. Dés lors I’énergie
totale dégagée par le muscle n’est plus représentée par Iéquation de
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Hiun (1938) déja décrite précédemment (1€ partie, éq. 5) :
E=0+4ax+ W (5)
mais par une équation modifiée (HiLL, 1963)

E—Qi+ax+W+h (13)

ou / représenterait une chaleur survenant pendant la relaxation. Cette
chaleur serait une fonction de la tension que le muscle soutient durant la
relaxation. Comme la tension 2 la fin du tétanos est forte si le muscle
n’est pas raccourci, mais qu’elle est faible si le muscle s’est beaucoup
raccourci, le terme /4 varierait en sens inverse du terms ax, de sorte que
ax + b serait pratiquement une constante indépendante des variations
de longueur. Toutes ces considérations ne résolvent en rien la nature
de la chaleur de raccourcissement. On peut concevoir qu’elle soit payée
par une hydrolyse de PC et que cette dette soit remboursée durant la
relaxation par une diminution de la chaleur de maintien résiduelle.
On peut encore concevoir qu’elle soit une sorte de chaleur de change-
ment d’état, analogue a la chaleur de cristallisation (AuBerT, 1956 a,
p. 208), qui serait compensée au cours du relichement par une chaleur
négative analogue 2 la chaleur de fusion. Quoi qu’il en soit de la nature
de la chaleur de raccourcissement, il semble justifié de ne pas en tenir
un compte séparé dans I’établissement de nos bilans : par conséquent,
nos déterminations de la constante mécanochimique du travail ne
doivent subir aucune correction due a intervention de la chaleur de
raccourcissement.

4. — Toutes ces spéculations nous font sentir combien il serait
souhaitable de disposer d’une méthode qui permettrait de suivre les
variations d’ATP et de PC au cours méme de la contraction. Une telle
méthode n’existe pas a ’heure actuelle. La mesure des variations de pH
a I'aide d’une électrode de verre (DusurssoN, 1938) est sans doute ce
qui se rapproche le plus de cette méthode idéale. DistEchE (1960)
auquel nous empruntons toutes les considérations qui vont suivre, a
porté cette méthode a un grand degré de perfection. Durant un tétanos
isométrique, la variation de pH, qui est généralement dans le sens
d’une alcalinisation, résulte d’un équilibre entre une acidification, que
Ion attribue a I’hydrolyse de 'ATP (phase b) et une alcalinisation,
attribuée a I’hydrolyse de la PC(phase ¢). Il en résulte qu’une variation
de la phase alcaline durant un tétanos n’entraine pas une interprétation
univoque. DistEcHE (1960) observe qu’une détente provoque une
variation acide initiale rapide, suivie d’une reprise de la variation alcaline
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qui se déroulait avant le raccourcissement. Pourtant la pente de la varia-
tion alcaline est moins grande durant le raccourcissement que durant
la période de contraction isométrique qui la précede. 1l est donc possible
que le muscle accumule une « dette » d’ATP durant le raccourcissement.
Comme la variation alcaline augmente brutalement a la fin du tétanos,
on congoit que cette dette pourrait étre remboursée aux dépens de la
PC durant le relichement ou les quelques secondes qui suivent. Cette
vue laisse un doute sérieux quant a 'existence durant le raccourcisse-
ment d’un équilibre ATP-PC du type postulé plus haut. L’étude de
muscles congelés durant le raccourcissement lui-méme pourrait révéler
des surprises a cet égard.

Le point important qui ressort ce ces expériences est que le maintien
de la contraction et la production de travail sont alimentés par la méme
source d’énergie chimique, a savoir celle résultant de I’hydrolyse de la

PC et de ’ATP.

§ 2. Le métabolisme du travail négatif.

Le travail effectué sur un muscle que I’on étire d’une maniére forcée
durant le tétanos peut disparaitre au moins en partie. Lorsqu’on cherche
4 préciser quelles seraient les conditions qui permettraient d’obtenir
I’absorption maximum de ce travail en étudiant les résultats des mesures
mécaniques et thermiques simultanées que on peut trouver dans la
littérature, on se heurte 2 deux groupes d’expériences dont les résultats
paraissent contradictoires. D’une part, ABsorr et AuBERT (1951) et
Ausgrt (1956 a) trouvent que la fraction absorbée du travail négatif
est d’autant plus grande que la vitesse d’étiremeant est plus lente ; ils
en arrivent A préconiser des vitesses d’allongement extrémement lentes,
de moins d’un millimétre par seconds. D’autre part, HiLr et HowarTH
(1959) ont observé que ’énergie globale que produit le muscle peut étre
annulée par des étirements telativement rapides, de 0,7 a 1,1 cm/sec.
Ces vitesses sont de l'ordre de la constante de vitesse 4 des muscles
sartorins de Bufo bufo qu’ils utilisent, et les vitesses d’étirement corres-
pondantes pour des sartorius de R. temporaria devraient atteindre 1,5 a
1,8 cm/sec.

Devant ces résultats apparemment contradictoires, il convenait
naturellement de réaliser deux groupes d’expériences.

Dans le premier groupe, nous avons étiré des muscles a la vitesse

rapide de 1,8 cm/sec, équivalente a celle que HiLL et Howarri ont
utilisée.
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Dans le second groupe, nous avons étiré les muscles 4 une vitesse
de 0,2 2 0,4 cm/sec. Ces vitesses sont sensiblement plus élevées que celles
que préconisent ABsoTT et AUBERT (1951) et Ausert (1956 a). Leurs
méthodes myothermiques sont tellement sensibles qu’un allongement
unique de quelques mm impose au muscle un travail dont ils peuvent
mesurer I’absorption. Mais nos méthodes chimiques sont, et de loin,
beaucoup moins sensibles, et il nous serait totalement impossible de
détecter ’effet que les méthodes physiques permettent de mesurer avec
précision. Nous devons imposer au muscle une quantité de travail
négatif beaucoup plus grande que celle qui suffisait 4 ABBOTT et AUBERT.
On peut naturellement songer a prolonger I’étirement ; mais les durées
nécessaires de tétanisation sont prohibitives. Il ne faut pas oublier en
effet qu’a la suite de 'intoxication iodoacétique le muscle ne peut mobi-
liser d’autres réserves que la PC, qui suffit 4 peine 4 40 secondes d’activité
tétanique maximale. Nous nous sommes résolus a augmenter la vitesse
d’étirement. La fraction du travail qui est absorbée aux vitesses utilisées
est sans doute plus faible, la moitié environ, que celle qui est absorbée
aux vitesses les plus lentes. Mais cette perte de rendement est compensée,
et au-dela, par Paugmentation considérable de la quantité de travail
négatif que ’on peut imposer au muscle en un temps donné. Adoptant
une durée de tétanos de 3 a 4 sec, il est possible d’allonger le muscle
de 0,5 cm 2 0,2 cm/sec, et de répéter six fois un tel tétanos. La quantité
de travail négatif dépasse alors 70 mcal/g ce qui représente I’énergie
libérée par 20 secousses : méme si le rendement d’absorption du travail
n’atteint que 20 %, nous pourrions encore détecter assez facilement la
variation correspondante de PC, qui équivaut au signe prés a celle que
provoqueraient 4 a 5 secousses.

A) VITESSE RAPIDE D ALLONGEMENT,

Nous avons réalisé deux séries d’expériences dont la structure géné-
rale est identique. On stimule les deux muscles d’une paite avec un
nombre égal de tétanos de méme durée. Le nombre de tétanos est géné-
ralement de six : quelques paires regoivent un autre nombre de tétanos
(cfr les tables annexes), mais cela n’a aucune importance dans le présent
contexte. On choisit, suivant un plan randomisé, un muscle que I'on
stimule alternativement a la longueur de 4, — 3 mm et a la longueur
de /, + 2 mm, a intervalles constants de 1 mn. De cette fagon on obtient
une sorte de moyenne entre les métabolismes de maintien aux longueurs
extrémes (cfr chapitre ITI, §1). Le muscle homologue est tétanisé isomé-
triquement a la longueur de /, — 3 mm, puis il est étiré de 0,5 cm 4 une
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vitesse constante de 1,8 cm/sec. Le mouvement débute 200 msec aprés
le premier stimulus, 4 un moment ou la tension tétanique a presque
atteint son plateau : de cette fagon, pour manifester sa tension, le muscle
étiré doit dépenser un travail élastique identique a celui du muscle
homologue. Ce détail est important, car si I'étirement débute trop tot,
le travail élastique est fourni par ergometre, et non plus par le muscle.
On pourrait alors observer une économie apparente de PC, sans véritable
absorption du travail négatif. Les tétanos avec et sans étirement sont
réalisés alternativement a intervalle de 30 sec. La congélation survient
30 sec aprés le dernier tétanos.

1. — La premiére série d’expériences comporte 44 paires de muscles
(n° 110 2 170). Le nombre de tétanos distribués a chaque paire n’est pas
constant (cfr tables annexes) et le nombre moyen de tétanos est de 5,1,
chacun d’une durée moyenne de 4,1 sec. Le tableau 20 résume les résul-
tats. La tension moyenne des muscles « isométriques » est élevée :
2,46 kgfcm?, et le travail requ par les muscles « allongés » est en moyenne

TABLEAU 20

Influence d’un étirement rapide (Al = 0,5 cm ; vitesse 1,8 cm/sec) sur le
métabolisme de la phosphorylcréatine ; expériences n° 110 a 170

Créatine Phosphoryl- Tension Travail |Nombte
libre créatine moyenne regu de
micromoles/g | micromoles/g | kg/cm? mcal/g | muscles
Isométriques | 13,19 + 0,57 11,46 + 0,64 | 2,46 +-0,05 44
Allongés 14,02 4 0,83 10,51 + 0,63 68,0 4-6,1 44
Différences 0,83 4+ 0,49 | —0,95 4 0,35

de 68 mcal/g. Les muscles « allongés » possédent plus de créatine
libre (0,83 micromole/g) et moins de PC (0,95 micromole/g) que les
muscles isométriques. La différence en Cy est 4 peine significative,
(t = 1,69, P ~ 109,) mais celle en PC est trés valable (t = 2,7
P~ 19).

On peut se demander si la comparaison entre le travail requ 68 mcal/g
et Pexcés de PC hydrolysée, 0,95 micromole/g, a un sens quelconque.
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Si on admet une chaleur d’hydrolyse de 7,4 kcal/mole, 0,95 micromole
PC/g libére 7,0 mcal/g, soit environ le dixi¢éme du travail regu. Il est
possible d’étudier une éventuelle corrélation entre ces deux facteurs.
Les résultats individuels sont pointés dans la figure 15 ou la différence

A PCmicromoles/g
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Fic. 15. Différence de PC entre muscle allongé rapidement (0,5 cm 4 1,8 cm/sec)
et muscle isométrique en fonction de la quantité de travail négatif imposé.
Expériences n° 110 a 170.

de PC entre muscle allongé et muscle isométrique est portée en fonction
du travail regu. Si les points tendent bien en bloc 4 démontrer un déficit
de PC, il n’y a aucune indication que ce déficit dépende de la grandeur du
travail recu. Le coefficient de corrélation calculé n’atteint que 0,161.
L’exces de PC hydrolysée pendant un étirement rapide est indépendant
du travail regu.

2. — La deuxiéme série d’expériences ne comporte que 17 paires de
muscles (n° 251 4 316). La structure de ces expériences est exactement
la méme que celle de la premiere série. Chaque paire de muscles regoit
six tétanos de 1 sec; un muscle est stimulé isométriquement, 'autre
est étiré de 0,5 cm a la vitesse de 1,8 cm/sec aprés un délai de 200 msec.
Les muscles « allongés » ont en moyenne 1,00 micromole/g de Cy, en
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plus que les muscles « isométriques », et 1,48 micromoles/g de PC en
moins, mais exactement le méme taux d’ATP (cfr tableau 21). La diffé-
rence en Cyest grevée d’une erreur considérable de 1,05 micromoles/g,
ce qui la rend infrasignificative ; mais la différence en PC, avec une erreur
de 0,84 a un t de 1,76, et atteint le palier de 10 9 de probabilité. Il n’y a
aucune cortélation entre la PC ou la APC et le travail négatif requ par le
muscle ; les coefficients respectifs de corrélation n’atteignent que 0,126
et 0,256. Sans étre trés démonstratives, ces expériences confirment les
conclusions tirées des résultats de la premiere série.

La moyenne pesée des effets de I’allongement rapide, calculée d’apres
les moyennes de Cp et de PC des deux séries expérimentales atteint
0,988 4 0,616 micromole PC/g (t = 1,60, n = 61, P ~ 10 9%,), pour un
travail moyen regu de 71,3 + 6,6 mcal/g.

B) VITESSE LENTE D’ALLONGEMENT.

Nous avons réalisé deux séries d’expériences ol nous avons ¢tiré
les muscles durant les tétanos 4 une vitesse modérée de 0,40 et 0,23
cm/sec. La structure générale de la premiere série est semblable a celle
des expériences précédentes, ou la vitesse d’étirement est rapide. La
deuxiéme série d’expériences a une structure particuliere, dite en blocs
balancés incomplets.

1. — La premitre série d’expériences groupe 26 paires de muscles
(n° 275 a 313). Chaque muscle de la paire regoit 6 tétanos a intervalles
de 1 mn : les 12 tétanos sont administrés alternativement aux deux
muscles 2 intervalles de 30 sec, et la paire est congelée 30 sec apres le
dernier tétanos. On tétanise un muscle de fagon isométrique alternative-
ment 4 la longueur /, — 3 mm et a la longueur /4 + 2 mm ; 'autre
muscle est allongé de 0,5 cm aprés un délai de 0,5 sec a une vitesse de
0,4 cm/sec. La durée des tétanos varie quelque peu d’une paire a l’autre
(cfr tables annexes), et elle est en moyenne de 3,4 sec. Le tableau 22
résume lensemble des résultats. Les muscles allongés contiennent
moins de Cy, que les muscles isométriques — 1,68 4 0,72 micromoles/g
(+ =233; P <59,), et ils contiennent plus de PC, 1,52 4 0,56
micromoles/g (t = 2,71 ; P <2 %). lls contiennent aussi plus I’ATP :
0,36 + 0,18 micromoles/g (t = 2,0 ; P = 5210 9,) ; il y a la une indi-
cation sérieuse, mais qui n’est pas confirmée par les résultats ultérieurs
(voir plus loin, les résultats de la 2¢ série).

L’analyse de covariance entre le niveau absolu de PC et le travail
négatif imposé aux muscles étirés ne révele aucune corrélation notable :
le coefficient de corrélation n’atteint que 0,299, et n’est pas significatif.
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La figure 16 représente les différences de PC entre les muscles stimulés
isométriquement et ceux qui sont allongés, en fonction du travail regu.
L’ensemble des points se situe au-dessus de I’abscisse, ce qui traduit
I’économie en PC qu’ont réalisée les muscles allongés, mais il n’existe
aucun indice permettant de soupgonner que cette économie vatie avec la
quantité de travail requ. Le coeflicient de corrélation calculé ne s’éleve
d’ailleurs qu’a — 0,023.
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Fic. 16. Absence de cortélation entre la PC économisée a la suite d’un allongement
lent et le travail négatif recu par le muscle. Les muscles regoivent six
tétanos ; un muscle est tétanisé isométriquement, l’autre est allongé de
0,5 cm 4 la vitesse constante de 0,4 cm/sec. En ordonnée la différence entre
la PC du muscle allongé et celle du muscle « isométrique » ; en abscisse,
le travail imposé au muscle. Expériences n® 275 a 313,

2. — La deuxitme série d’expériences groupe 78 paires de muscles.
Son intérét déborde 4 vrai dire le cadre des allongements forcés, qui est
celui de ce paragraphe. Grice 2 la technique statistique des « blocs
balancés incomplets », il nous a été possible de comparer les effets de
quatre « traitements » quasi simultanément avec une précision constante.
Cest pourquoi nous décrirons ces expériences fort en détail, en méme
temps que nous récapitulerons les résultats antérieurs. Les quatre
« traitements » principaux que nous étudions dans ce mémoire sont les
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conditions expérimentales suivantes : le muscle au repos ; le muscle
stimulé par des tétanos isométriques ; le muscle stimulé qui produit
du travail en se raccourcissant ; le muscle qui regoit du travail qu’on lui
impose par un allongement lent et forcé. et qui absorbe ce travail en
partie. Nous avons jusqu’ici étudié ces différentes conditions en les
comparant deux a4 deux. Cette division s’impose tout naturellement
patce que la grenouille ne possede que deux sartorius, ce qui ne permet
de faire commodément qu’une comparaison entre deux traitements.
Il serait sans nul doute intéressant de réaliser une expérience ou 'on
pourrait comparer simultanément sur un groupe homogene les quatre
grands types de traitements et faire ressortir plus nettement les contrastes
entre leurs effets.

Il est possible d’approcher de cet idéal par la technique des blocs
balancés incomplets. Chaque traitement est combiné avec un autre
traitement suivant toutes les combinaisons de quatre objets pris deux a
deux. Il existe six combinaisons distinctes, si nous considérons que 'ordre
des objets est sans importance. Un animal constitue un bloc expérimen-
tal qui peut s’accommoder de deux traitements ; six animaux sont donc
nécessaires pour que les six combinaisons soient représentées. Chaque
bloc-animal ne compte que deux traitements sur les quatre, c’est pourquoi
on P'appelle un bloc incomplet ; mais ’ensemble des six blocs-animaux
forme un superbloc ou tous les traitements sont représentés trois fois
d’une fagon balancée. Vu sa taille réduite, il est possible de traiter un
superbloc en une seule fois. Les six animaux sont disséqués ensemble ;
les six paires de sartorius passent la nuit ensemble dans du Ringer
a 50C ; chaque paire est intoxiquée par iodoacétate, et le muscle droit
est placé sur ’électrode 1 ou 2 suivant un plan randomisé. Chaque
paire de traitements estattribuéeauhasard a chaque paire de muscles, et
chacun des deux traitements d’une paire est attribué au hasard au muscle
qui est en position 1 ou en position 2. On opére donc une double rando-
misation : celle des muscles sur les électrodes, celle des traitements
appliqués aux muscles. Le plan de randomisation est systématiquement
établi d’avance griace aux tables de nombres randomisés de FisHer et
Yares. Les six paires de muscles subissent ensemble toutes les manipu-
lations chimiques. Nous croyons que nous avons ainsi pris toutes les
précautions pour assurer ’homogénéité des expériences et I’équilibre
entre les divers traitements. Nous possédons treize superblocs de six ani-
maux chacun. Chaque traitement est donc répété trente-neuf fois.

Les quatre traitements comparés dans cette série d’expériences sont
appliqués comme suit, Les muscles au repos sont traités exactement
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comme les autres, sauf qu’ils ne sont pas stimulés. Les muscles
« isométriques » regoivent six tétanos de 3 sec 2 1 mn d’intervalle ; ces
muscles sont stimulés alternativement a la longueur /4, —- 3 mm et 4, +
2 mm, de maniére a réaliser une moyenne des métabolismes isométriques
aux longueurs extrémes. Les muscles « raccourcis » regoivent également
six tétanos de 3 sec a 1 mn d’intervalle ; 500 msec aprés le premier
stimulus, ils sont raccourcis de /4, 4+~ 2 mm 4 4, — 3 mm 2 la vitesse
constante de 0,23 cm/sec. Les muscles «allongés » sont aussi tétanisés
six fois 3 sec a 1 mn d’intervalle, mais ils sont étirés 500 msec apres le
premier stimulus de 4, — 3 mm 4 /4, + 2 mm 4 la vitesse constante de
0,23 cm/sec. Lorsqu’il faut tétaniser les deux muscles de la méme paire,
on stimule alternativement chaque muscle a 30 sec d’intervalle, et on
congele les muscles 30 sec apres le dernier tétanos. Le choix du premier
muscle 2 exciter est laissé au hasard. Aprés préparation des extraits muscu-
laires, on dose la Cy, la PC et PATP ; le travail qu’a produit ou qu’a
recu le muscle se mesure sur les enregistrements de la tension.

Le tableau 23 résume ’analyse de variance des résultats. Puisqu’il y a
156 muscles en tout, le nombre total de comparaisons possibles est de
155. Ces 155 degrés de liberté sont répartis en : 3 degrés de liberté pour
les comparaisons entre les quatre traitements ; 77 degrés de liberté pour
les comparaisons entre les 78 animaux ; les 75 degrés de liberté qui
restent représentent les comparaisons entre les muscles qui ne sont pas
des effets des traitements : C’est le résidu qui servira a estimer Perreut.
Les comparaisons entre les sommes des déterminations faites sur les deux
muscles de la méme paire peuvent elle-mémes étre subdivisées. Il est
possible en effet d’estimer les effets des quatre traitements d’apres ces
totaux : en conséquence on subdivise les 77 degrés des blocs-animaux
en 3 degrés de liberté pour les traitements (estimés entre les blocs),
et 74 degrés de liberté pour le résidu entre les blocs-animaux. L’analyse
de variance est conduite de maniére a récupérer ’information contenue
dans les comparaisons entre les blocs, et a 'introduire dans les compa-
raisons intrablocs entre traitements. C’est pourquoi, les effets des traite-
ments estimés d’aprés les comparaisons entre les blocs-animaux ont des
variances voisines de celles des résidus entre les blocs, tant pour la Cy,
que la PC et PATP ( 2 premieres lignes du tableau 23) : ce fait démontre
Pefficacité de P’élimination de effet des traitements : en fait, cet effet
est intégré dans les comparaisons entre traitements (ignorant les blocs)
qui sont composées a la fois des comparaisons intra-animaux et des
comparaisons entre les animaux. Les variances des traitements sont trés
élevées comparées aux résidus intrablocs, et cela tant pour Cy, que PC
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TABLEAU 23

Analyse de variance de blocs randomisés incomplets comportant la comparaison
de quatre traitements : muscles au repos, en contraction isométrique, en
contraction avec raccourcissement et en contraction avec étirement

o Degrés Crf':atine Ph()§p}}oryl ATP
Variation libre créatine .
de . . (micro-
liberté (micro- (micro- moles/g)?
moles/g)? moles/g)?
Blocs (traitements
éliminés)
Traitements 3 12,515 4,332 1,102
Résidu 74 18,895 14,164 2,469
Total 77 18,647 13,781 2,416
Traitcment (ignorant
les blocs) 3 2203,909 1618,351 18,837
Erreur (intrabloc) 75 8,026 5,640 0,657
Total 155 55,804 40,820 1,883

Expériences n° 329 a 418.

et ATP. Au terme de cette analyse, nous pouvons conclure que les traite-
ments influencent certainement les taux de Cp, de PC et I’ATP.
Passons maintenant i I’examen des résultats eux-mémes. Tous les
résultats individuels sont représentés sur la figure 17 en ce qui concerne
la PC, et 18 en ce qui concerne PATP. Les résultats sont divisés en deux
groupes : les cercles noirs représentent les muscles qui sont placés sur
Pélectrode 1, les cercles blancs ceux placés sur I’électrode 2. Rappelons
que ces chiffres indiquent aussi 'ordre dans lequel les muscles sont
soumis aux manipulations chimiques. On ne distingue aucune diffé-
rence dans la hauteur moyenne ou dans l'extension des cercles blancs
et des cercles noits, 4 'intérieur d’un traitement déterminé : il n’y a donc
pas de biais systématique introduit par la géométric des électrodes ou
par les manipulations chimiques consécutives a la congélation. En
revanche effet des différents traitements est net : les muscles au repos
contiennent plus de PC et plus d’ATP que les muscles stimulés isomé-
triquement ; ceux-ci, 4 leur tour, contiennent plus de PC et plus 'ATP
que les muscles raccourcis, mais contiennent moins de PC et autant
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d’ATP que les muscles allongés. La variabilité des résultats semble
tres grande, mais il ne faut pas oublier que le mode de représentation
des figures cumule la variabilité entre les muscles homologues de la
méme paire et Ja variabilité entre les paires de muscles provenant
d’animaux différents : cette derniere source de variabilité est relativement
grande, comme en témoigne ’analyse de variance du tableau 23, ou les
résidus entre blocs sont manifestement plus grands que les résidus
intrablocs. La précision réelle des expériences est supérieure a celle
déduite de la simple inspection des figures 17 et 18.
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Frc. 17. Taux de PC du muscle aprés divers traitements. Doubles cercles : moyennes
corrigées (cfr. tableau 24). La barre délimite intervalle de confiance 2
95 % de la moyenne, Cercles noirs : muscles en position 1 ; cercles blancs :
muscles en position 2. Expériences n°® 329 a 416.
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Frc. 18. Taux d’ATP du muscle aprés divers traitements. Doubles cercles : moyennes
corrigées (tableau 24). La barre délimite I'intervalle de confiance a 95 9%,
de la moyenne. Cercles noirs : muscles en position 1 ; cercles blancs :
muscles en position 2. Expériences n® 329 a 416.

La mesure exacte des effets des traitements est donnée par les moyen-
nes du tableau 24. Nous y donnons deux moyennes. La premiére est la
moyenne arithmétique de tous les résultats aflérents 4 un traitement
déterminé. La deuxiéme est une moyenne corrigée: en effet, comme nous
I'avons déja dit plus haut, il est possible d’estimer les effets des traite-
ments en comparant les sommes des résultats obtenus sur deux muscles
homologues de la méme paire. Si I’on tient compte de ces comparaisons
« entre animaux », il faut modifier légérement la valeur de la moyenne
arithmétique (cfr FIsHER et YATEsS pour les procédés de calcul). Une
conséquence importante de la récupération de cette information réside
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dans la diminution des erreurs standards de la moyenne (cfr tableau 24,
6¢ colonne). La précision avec laquelle ces moyennes sont connues
augmente ainsi de 10 a 20 9. Ces moyennes corrigées sont représentées
par les doubles cercles dans les figures 17 et 18. La barre qui traverse
le double cercle indique I'intervalle de confiance 4 95 9%, qui est Perreur
standard de la moyenne multipliée par la valeur de t pour une proba-
bilité de 5 9, avec n = 38. Les moyennes dont les barres ne chevauchent
pas doivent étre considérées comme trés nettement différentes. Les
conclusions précédentes sont confirmées et renforcées : les isométriques
ont nettement moins de PC que les muscles au repos et que les muscles
allongés, et plus de PC que les muscles raccourcis ; ils ont moins d’ATP
que les muscles au repos, plus d’ATP que les muscles raccourcis, et
autant d’ATP que les muscles allongés.

TABLEAU 24

Comparaison simultanée de quatre traitements (muscle au repos, en contraction
isométrique, avec raccourcissement ou avec allongement) par la technique des
blocs randomisés incomplets ; expériences n® 329 a 418.

Erreur | Inter-
Muscles | Muscles | Muscles | Muscles |standard| valle de
au isomé- |raccour-| étirés des con-
repos | triques cis moy- fiance
ennes | a 959,

Créatine libre

moyennes : 7,159 | 21,577 | 24,113 | 19,362 0,555
moyennes corrigées : 7,340 | 21,625 | 23,869 | 19,374 0,388 |+0,784
Phosphorylcréatine

moyennes : 18,567 6,392 3,995 7,867 0,458
moyennes corrigées 18,638 6,224 4,054 7,903 0,422 | +0,852
ATP : moyennes 4,905 4,181 3,224 4,295 0,158
moyennes corrigées 4,907 4,192 3,308 4,199 0,149 |+0,301
Po kg/cm? 1,866 0,059
Travail positif mcal/g 33,794 1,546
Travail négatif mcal/g 65,222 3,138
Poids mg 65,54 64,08 67,08 67,41 1,42

Nombre de muscles 39 39 39 39
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Les grandeurs des effets des différents traitements sont obtenues en
comparant les moyennes corrigées, dont les différences sont reportées
au tableau 25. On peut étudier successivement ces trois effets intéressants.

TABLEAU 25

Estimation de 1’effet de quatre traitements différents sur la teneur en PC et
en ATP ; expériences n° 329 a 418

Créatine Phosphoryl- | Différences ATP
libre créatine Cy, — PC
micromoles/g] micromoles/g| micromoles/g| micromoles/g|
Différences entre mus-
cles en repos et isomé-
triques ... ........ .. +14,285 —12,414 1,871 — 0,715
Différences entre iso-
métriques et raccout-
cis . + 2,244 — 2,170 0,074 — 0,884
Différences entre iso-
métriques et allongés — 2,251 + 1,679 0,572 + 0,007
Erreur type des diffé-
FENCES .« 0,547 0,587 0,815 0,210

Le métabolisme isométrique (différence entre muscles au repos
et muscles stimulés isométriquement) est de + 14,29 micromoles
Cr/g ou de — 12,41 micromoles PC/g. Il est 4 noter que la différence
entre Peffet Cp, et I'effet PC est de 1,871 + 0,815 micromoles/g et est
significativement différente de zéro. La signification de cette différence
a déja été discutée (cfr chapitre II, D, 3€ partie). On pourrait calculer
théoriquement la grandeur du métabolisme isométrique d’apreés les
données développées au chapitre II alasuite d’expériences indépendantes
de celles-ci. Le métabolisme stable de 6 tétanos de 3 sec est estimé a
18 x 0,43 soit 7,7 micromoles/g si on utilise I’évaluation du métabolisme
stable basée sur les variations de PC, et 4 18 x 0,51 soit 9,2 micromoles
Cip/g si on utilise 'évaluation du métabolisme stable basée sur Cp ;
P’extramétabolisme est estimé a 6 x 0,78 soit 4,68 micromoles/g ; les
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totaux de 12,38 micromoles PC/g ou de 13,88 micromoles Cy/g s’accor-
dent bien avec les variations de PC (12,41 micromoles/g) et les variations
de Cy (14,29 micromoles/g) effectivement observées. On observe en
outre une variation d’ATP de — 0,72 + 0,21 micromole/g, donc tres
nette (t = 3,42 ; P < 0,002). Cette observation est intéressante, car
dans une autre série expérimentale rapportée au tableau 7, les muscles
au repos présentent un taux d’ATP supérieur a celui des muscles stimulés
isométriquement, mais la différence n’est pas significativement diffé-
rente de zéro.

Le métabolisme du travail positif est de + 2,24 micromoles
Cyp/g ou de — 2,17 micromoles PC/g, avec une diminution d’ATP de
— 0,88 micromole/g. Ces résultats ont déja été discutés au paragraphe
précédent (cfr p. 111).

L’allongement lent du muscle marque une économie de + 1,68
+ 0,59 micromoles PC/g (t = 2,84 ; P < 0,01) ou de 2,25 4 0,55 micro-
moles Cp/g (t = 4,1 ; P < 0,001) ; la différence de 0,572 4 0,815 entre
ces deux estimations est pratiquement négligeable. Le taux d’ATP ne
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Fic. 19. Absence de corrélation entre I’économie réalisée de PC par un muscle
allongé de 0,5 cm/sec 2 la vitesse de 0,23 cm/sec, et le travail négatif requ
par le muscle. Expériences n° 329 a 416.
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change pas ici, alots que la premiére série d’expérience révélait une
tendance a ’économie (cfr tableau 22).

Cette économie de PC de I'allongement ne dépend pas du travail
requ par le muscle. Globalement ce travail est de — 65,2 + 3,14
mcal/g, mais les variations individuelles sont assez grandes, depuis
— 18 mcal/g jusqu’a — 98 mcal/g. Pourtant, comme l'illustre la figure
19, il n’y a aucune corrélation perceptible entre le taux de PC d’un muscle

et le travail négatif que ce muscle a regu. Le coefficient de corrélation
calculé est de — 0,050.

C) Discussion.
1. — La réponse du muscle tétanisé a un étirement.

La réponse du muscle tétanisé a un étirement forcé dépend de la
vitesse du mouvement,

Si la vitesse de I’étirement est trés grande, c’est-a-dire, si elle est
nettement supéricure 2 la constante de vitesse b caractéristique du
muscle (qui est de 1,5 a 1,8 cm/sec pour un sartorius de R. temporaria
4 00C), la tension croit trés rapidement au début du mouvement, puis se
stabilise 4 un niveau égal 4 1,5 a 2 fois le niveau de la tension isométrique ;
si ’étirement est excessivement rapide, la tension peut d’ailleurs s’effon-
drer brutalement pendant ou immédiatement aprés I’étirement (GASSER
et Hrr, 1924 ; Karz, 1939), preuve que la structure contractile
« décroche » si la déformation qu’elle doit supporter devient trop
rapide. Simultanément, le muscle dégage une grande quantité de
chaleur, qui provient sans doute de la dégradation du travail qu’on
lui a imposé. Il n’existe toutefois a notre connaissance aucune
étude des bilans énergétiques durant de tels étirements trés rapides,
et nous n’avons pas étudié le métabolisme de la PC ou de 'ATP dans
de telles conditions.

Si la vitesse de Iétirement est plus modérée, de I'ordre de la cons-
tante de vitesse du muscle, la tension croit appréciablement au début du
mouvement, puis n’augmente plus que lentement. Dés que cesse ’étire-
ment, la tension redescend vers un niveau qui est d’autant plus élevé
au-dessus du niveau isométrique correspondant que la vitesse de I'allon-
gement a été plus faible (ABBOTT et AUBERT, 1952, AUBERT, 1950 a).
Durant des étirements semblables, HiLL et HowarTh (1959) ont observé
que le travail négatif fourni pouvait compenser presque exactement la
chaleur produite par le muscle, de sorte que le bilan net des échanges
d’énergie était momentanément annulé. Le tableau 26 montre pourtant
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que la quantité de PC hydrolysée par des muscles étirés rapidement
(1,8 cm/sec) est nettement plus élevée que celle consommée par les con-
troles isométriques correspondants ; cette différence atteint 0,83 micro-
mole Cp/g ou — 0,95 micromole PC/g pour un travail négatif de 68,0
mcal/g dans la série des expériences n° 110 a 170, et elle atteint 1,00
micromole Cr/g ou — 1,48 micromoles PC/g pour un travail négatif
de 79,9 mcal/g dans la série d’expériences n° 251 a 316. Nous n’avons
observé aucune variation d’ATP. Loin de trouver une diminution des
dépenses chimiques du muscle, voire méme leur annulation, comme les
expériences de HiLr et HowarTH le suggéreraient, nous trouvons au
contraire une exacerbation du catabolisme de la PC chez les muscles
étirés rapidement.

Si la vitesse d’étirement est lente, inférieure au tiers de la constante
de vitesse b, la tension augmente lentement durant P’allongement sans
atteindre de plateau, et n’est que de peu (10 a 20 9,) supérieure a la
tension isométrique tétanique (Kartz, 1939) ; la thermogénése n’est que
faiblement augmentée (FEnN, 1924 ; ABBoTT, AUBERT et Hiri, 1951)
durant I’allongement ; elle peut méme tomber en dessous du niveau
isométrique au cours d’allongements trés lents (ABBOTT et AUBERT,
1951) : le travail effectué sur le muscle n’est donc pas entierement
dégradé en une chaleur qui s’ajouterait a la chaleur de maintien d’un
tétanos isométrique. Corrélativement, nous trouvons qu’un muscle
allongé lentement consomme moins de PC que son homologue stimulé
isométriquement (tableau 26). Dans la série d’expériences n° 275 a 313,
’économie de PC est de 1,52 micromoles/g, ou de 1,68 micromoles/g
si on l'estime d’apres les variations de Cy, ; le travail négatif requ par
le muscle atteint 67,5 mcal/g. Il existe aussi une légere économie d’ATP,
0,36 4 0,18 micromole/g, mais qui n’est pas statistiquement significa-
tive. Dans la seconde série d’expériences (n° 329 a 418), I'économie
de PC est de 1,68 micromoles, ou de 2,25 micromoles/g si on ’estime
d’apres les variations de Cy, ; le travail négatif correspondant requ par
le muscle est de 65,2 mcal/g ; la variation d’ATP est trés faible.

Nos résultats démontrent donc nettement qu’un muscle allongé
lentement économise de la PC, mais qu’un muscle allongé rapidement
augmente sa consommation de PC.

2. — Léconomie de PC durant des allongements lents.

a. — FEvaluation de I’énergie économisée. La quantité
movenne de PC qu’ont é:onomisée Jes muscles allongés lentement est
d’environ 1,8 micromoles/g. L’étude du métaholisme de la PC durant un
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raccourcissement (§ 1 de ce chapitre) nous a appris que le muscle peut
fournir 11 kcal de travail positif en hydrolysant 1 mole de PC. Par
conséquent, P'économie d’environ 1,8 micromoles/g qu’ont réalisée les
muscles allongés lentement leur permettrait de fournir un travail positif
de 19,8 mcal/g. Ce travail économisé représente environ 30 % du travail
négatit de 66 mcal/g imposé au muscle : en ce sens, nous pouvons
atfirmer que 30 9%, du travail négatif imposé au muscle sont absorbés.
Cette estimation cadre bien avec les expériences d’AuBert (1956 2)
qui a2 démontré par ses mesures thermo-mécaniques que 20 4 40 %, du
travail négatif était absorbé par le muscle lorsque la vitesse de ’étirement
est de 'ordre de celle que nous avons utilisée dans nos expériences.

b. — Des limites de la réversibilité. Nous avons séparé assez
nettement dans nos expériences le métabolisme stable, qui est le reflet de
I'activité soutenue du muscle durant un tétanos, et le métabolisme du
travail (positif ou négatif), qui dépend des échanges d’éncrgie entre le
muscle et le milieu extérieur. On peut concevoir de deux maniéres les
relations entre ces deux métabolismes : a) le métabolisme du travail n’a
pas d’existence propie, mais résulte de la modulation du métabolisme
stable associée a la production de travail ; &) le métabolisme du travail
est Pexpression de réactions mécanochiniques distinctes des réactions
qui se trahissent par le métabolisme du maintien.

I’intérét de la distinction entre ces deux modeéles réside dans les
limites différentes qu’ils posent a la réversibilité des phénoménes de la
contraction. On peut concevoir_ en effet, qu'un étirement du muscle
puisse renverser totalement les réactions mécanochimiques. Dans le
cas «, il pourrait étre possible d’annuler complétement le bilan d’énergie
du muscle ; la contraction serait alors complétement réversible : c’est
ce que prétendent HiLL et HowartH (1959), mais nos expériences ne
confirment pas U'interprétation que ces auteurs donnent de leurs résultats
(cfr plus loin, 3). Dans le cas b, I’étirement ne pourrait pas tenverser
toutes les réactions qui surviennent durant la contraction, mais seulement
celles qui sont directement associées aux phénomenes mécaniques ;
méme si les réactions mécanochimiques étaient entiérement renversées
par un allongement, les autres réactions ne seraient pas modifiées, et la
contraction musculaire ne serait que partiellement réversible.

On peut concevoir assez facilement que la vitesse de ces phénomeénes
mécanochimiques ne puisse pas dépasser une certaine limite. Cette limite
serait par exemple la puissance maximum que le muscle peut dépenser
en se raccourcissant, puissance maximum que Hirr (1938) évalue a
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0,1 Pols (P est la tension maximum, et [/, est la vitesse maximum
de raccourcissement sous charge nulle). Puisque £, = 2.250 A/, (ou M
est le poids du muscle) et que 17, = 4 b = 4 /,/3 (ou1 b est la constante
de vitesse), la puissance maximum est de l'ordre de 300 gem/g/sec,
soit environ 7 mcal/g/sec. Lors d’un étirement, le muscle ne peut sans
doute absorber une puissance supérieure a celle qu’il peut dépenser.
La puissance des étirements rapides est de — 48 mcal/g/sec (expériences
n° 251 a 316) et de — 60 mcal/g/sec (expériences n° 110 4 170) ; elle est
trés supérieure a la puissance maximum du muscle, ce qui pourrait
peut-étre expliquer pourquoi on observe dans ces conditions une accé-
lération de I’hydrolyse de la PC. Mais la puissance exercée sur le muscle
lors de nos étirements lents est de — 5 et de — 9 mucal/g/sec. Comme
30 9, de cette puissance cst absorbée, il faudrait admettre que la puis-
sance maximum que le muscle pourrait absorber serait de — 1,5 2 — 3,0
mcal/g/scc, ce qui parait raisonnable comparé a la puissance maximum
qu’il peut dépenser en travail positif (7 mcal/g/sec). L’absence de corré-
lation entre le travail imposé et I’économie de PC qui en résulte s’explique
dans cette hypothése parce que lors de nos allongements lents, la capa-
cit¢ d’absorption du travail est dépassée dans presque toutes les expé-
riences, de sorte que I'excés de travail qui n’est pas absorbé est dégradé
en chaleur. Cette hypothese explique parfaitement pourquoi la fraction
du travail absorbé est d’autant plus grande que l'allongement est plus

lent, fait sur lequel insistent beaucoup ABBOTT et AUBERT (1951) et
AUBERT (1956 a).

3. — Le probléme de ’allongement rapide.

Selon HirL et HowarTH (1959), le bilan net d’énergie thermique
et mécanique peut devenir nul durant un allongement a une vitesse
modérément rapide : ils en concluent que la contraction musculaire
pourrait étre parfaitement réversible. Nos expériences ne supportent
pas leurs conclusions : nous trouvons que le muscle allongé a une telle
vitesse consomme plus de PC que son homologue stimulé isométri-
quement.

On peut formuler les hypotheses suivantes :

a) le muscle absorbe le travail fourni par I’étirement, comme le
veulent Hirr et HowarrtH ; 'énergie absorbée est mise en réserve
al) sous forme de PC ou 42) sous une autre forme que de la PC;

) le muscle n’absotbe pas de travail fourni par I’étirement, mais,
au contraire, augmente sa consommation de PC durant I’étirement ;

¢) Pétirement rapide déclenche des réactions qui utilisent de la PC.
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Si Pon admet ’hypothese «1, il reste a expliquer pourquoi I’énergie
absorbée ne se manifeste pas effectivement sous forme d’une économie
de PC, comme nous lobservons dans le cas des allongements lents.
Le travail négatif est quasiment le méme dans les deux cas (cfr tableau 26)
et ’évolution de la tension aprés I’étirement rapide est semblable a celle
qui suit un allongement lent. Pour autant que nous puissions en juger,
les conditions expérimentales sont identiques lorsque nous allongeons
les muscles : seule change la vitesse d’étirement, qui peut étre lente ou
rapide. Il semble qu’il faille rejeter ’hypothese a1.

Si ’on admet ’hypothese @2, que I’énergie n’est pas mise en réserve
sous forme d’ATP ou de PC, il faut alors expliquer pourquoi on trouve
une économie de PC a la suite d’allongements lents.

Admettre ’hypothése b revient a nier linterprétation que Hrirr et
HowarTH donnent de leurs expériences. On calcule que si ’excés de
consommation de PC se place durant les allongements la vitesse d’hydro-
lyse de la PC devrait augmenter de 0,85 micromole PC/g/sec (expériences
n° 110 4 170), ou de 0,90 micromole PC/g/sec (expériences n° 251 a 316),
en sus du métabolisme stable de 0,5 micromole PC/g/sec. 1l est tout a fait
invraisemblable que Hiir et Howarra (1959) n’auraient pas détecté
une augmentation de 200 %) du métabolisme de maintien.

1l reste a examiner ’hypothése ¢: I’étirement rapide déclencherait
des réactions qui consommeraient de la PC. 1l serait possible de concilier
les résultats de HiLL et HowarTtH (1959) avec les nétres si ’on admet
que P'absorption de travail durant I’étirement rapide est plus que com-
pensée par une dilapidation des réserves de PC qui surviendrait aprées
I’étirement. DistEcHE (1960) a observé que la vitesse d’alcalinisation du
muscle augmente deux a trois fois aprés un étirement rapide (cfr sa
figure 72) : ce fait pourrait trahir une accélération du catabolisme de la
PC dans les instants qui suivent ’étirement ; cette accélération semble
suffisamment grande pour expliquer 'augmentation de I’hydrolyse de
PC que nous avons observée. Cette hypothése est intéressante, mais se
heurte 2 la difficulté que HrLL et HowarTH (1959) ne signalent aucune
production accrue de chaleur aprés I’étirement durant le tétanos. Une
derniére possibilité est que Paugmentation du catabolisme de la PC
survienne durant les intervalles entre les tétanos.

Toutes ces hypothéses sont bien peu satisfaisantes. Il subsiste au
moins un sérieux doute quant a la possibilité de renverser complétement
les réactions mécanochimiques de la contraction musculaire, comme le
prétendent HiLr et HowarTH (1959).
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4. — La réversibilité de la contraction musculaire et le principe teinochimique.

Récemment, KUHN a ouvert une nouvelle voie d’approche vers le
probléme de la réversibilité de la contraction musculaire en appliquant
4 des fibres glycérolées en contraction ce qu’il appelle le principe teino-
chimique (Kunn et coll., 1963).

Selon ce principe, I'énergie chimique peut étre transformée directe-
ment en énergie mécanique d’une maniére réversible. Soit une fibre
glycérolée suspendue dans un milieu contenant de I'inosine triphos-
phate et du Ca*+. Les conditions sont choisies de telle sorte que la fibre
est en état de contraction et hydrolyse a vitesse continue de I'inosine
triphosphate (que la fibre peut utiliser 4 la place ’ATP). Le Ca*+ se
répartit en Ca++ libre dans la solution ambiante et en Ca*+ lié 4 la fibre.
L’addition de Ca*+ au bain provoque un raccourcissement de la fibre et la
production d’un certain travail : ’énergie mécanique ainsi libérée pro-
vient de la diminution de l’activité du Ca** qui se fixe sur la fibre.
Si ’on garde constante la quantité totale de Ca++ du systeéme, I’étirement
de la fibre s’accompagne d’un déplacement du Ca*+ qui passe de la fibre
dans la solution. Le travail (négatif) fourni a la fibre se retrouve sous
forme d’énergie chimique : l'augmentation de la concentration du
Ca++ libre de la solution. Inversément le raccourcissement de la fibre
et la production de travail (positif) requiert une fixation de Ca*+ sur la
fibre et une diminution de la concentration du Ca++ dans le milieu
ambiant. Ces réactions sont relativement réversibles : 70 %, du Ca**
libéré par un étirement peut étre fixé lors d’un raccourcissement équi-
valent. Ces phénomenes sont régis par la loi :

Siot _ (3K !
(-rﬁA)k—eonst B (_Sf)llmt:consc | Sina \ (4)
RT
3], )/7f0f,=00nSf

ou I est la longueur de la fibre et K sa tension ; 7,,, la quantité totale
de Cat+ présent dans le systeme, et 2 son activité.

Ces expériences présentent deux aspects intéressants :

a) la fibre glycérolée présente un équivalent du métabolisme stable
du muscle entier, I’hydrolyse continue d’inosine triphosphate, et un
équivalent du métabolisme du travail, la fixation réversible des ions
Cat+, phénomene qui pourrait étre I’équivalent de l'effet FEnn. Nous
avons déja avancé plus haut (cette discussion, 2 b) que I'on pourrait
concevoir une certaine dissociation entre le métabolisme de maintien
et le métabolisme du travail. Les expériences de IKunn et coll. (1963)
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apportent une base physicochimique tres intéressante en faveur de cette

hypothese.

b) les échanges de Ca++ entre la fibre glycérolée et le milieu ambiant
sont réversibles et couplés avec les échanges de travail entre la fibre et
I’extérieur : le principe teinochimique exige que la contraction de la fibre
soit réversible. Mais I’hydrolyse continue d’inosine triphosphate n’est

pas réversible : elle représente le prix a payer pour maintenir le muscle
dans Iétat de contraction.

5. — Une hypothese.

Les faits que nous venons de décrire nous suggérent ’hypothése
suivante.

Iexcitation de la membrane libérerait le Ca*+ des tubules du reti-
culum endoplasmique dans le cytoplasme :

excitation

v
Cat+ tubulaire ———— Cat*+ libre (15)
ce Cat+ libre jouerait alors un double réle :

a) Activation du muscle.

Le Cat* inhiberait le facteur de relichement (FR), peut-étre en le
relargant de l'une des protéines contractiles par une action de masse
comme le suggere BozLER (1954), et permettrait la combinaison de
Pactine avec la myosine :

Ca*t+ 4 (FR + actine 4+ myosine) —— CaFR + actomyosine (16)
I'actomyosine serait activée en hydrolysant de PATP :
actomyosineﬂactom}rosine activée (17)
ATP ADP + P,

Cette activation nécessitc une hydrolyse continue d’ATP. Cet ATP
est resynthétisé aux dépens de la PC par la réaction de LoHMANN :

ADP + PC= ATP + Cp, 7

Cette consommation continue de PC forme Pessentiel de ce que nous
avons désigné sous le terme de métabolisme stable, et Ja libération de
chaleur y afférente forme la plus grande partie de la chaleur de maintien
de la contraction.
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b) Production de travail.

Le Cat* serait en équilibre teinochimique avec I’actomyosine
activée :

Ca*+ -+ actomyosine activée——-? Ca-actomvyosine activée (18)

travail

Le raccourcissement du muscle provoque une fixation de Ca*t sur
I’actomyosine activée ; le niveau de Ca*+ est maintenu constant par une
sortie supplémentaire de Ca*+ hors des tubules : par conséquent lors d’un
raccourcissement la quantité totale de Ca*+ qui sort des tubules aug-
mente d’autant plus que le muscle fournit plus de travail (positif). Lots
d’un étirement forcé, I’actomyosine activée libére du Cat+ : la sortie
du Cat+ tubulaire en est diminuée d’autant. Ces échanges de Cat+
associés au travail positif ou négatif formeraient la base chimique du
métabolisme du travail. Lors du relachement, le Ca*+ est pompé active-
ment vers l'intérieur des tubules par un processus qui exige de PATP
(HasseLBacH et MAKINOSE, 1960).

Cat+ libremCa“ tubulaire (19)
ATP ADP + P,

et PATP hydrolysé est rephosphorylé par la PC. Le processus forme
sans doute une pattie du métabolisme stable et de I’extramétabolisme.
Mais la quantité de Cat++ a pomper dépend aussi du travail fourni ou
regu par le muscle. Ces variations provoqueraient une utilisation accrue
de PC (cas du travail positif) ou une économie de PC (cas du travail
négatif avec allongements lents) que nous avons observée.






CHAPITRE IV
La corrélation entre la PC et ’ATP.

LE taux de PC du muscle dépend nettement d’un certain nombre
de facteurs : la durée de stimulation, le nombre de tétanos et les
variations de longueur du muscle durant le tétanos (raccourcissements
ou allongements). Le taux d’ATP varie quelquefois lorsqu’on soumet le
muscle 4 I'un ou P’autre traitement, mais ces variations ne sont pas systé-
matiquement liées 4 la nature du traitement infligé au muscle. Lorsque
des variations notables d’ATP existent, elles vont toujours dans le
méme sens que les variations de PC.

En dehors de toute idée précongue, nous avons d’abord recherché
s’il y avait une corrélation quelconque entre la PC et ’ATP. Nous avons
donc calculé les coefficients de corrélation entre PC et ATP dans nos
expériences. Ces coefficients 7 sont tous trés faibles (cfr tableau 27),
et la plupart tombent en dessous du niveau de signification. Ces coeffi-
cients sont positifs, sauf trois. De ces trois ccefficients négatifs,
deux sont trés faibles et sans portée aucune, mais le troisiéme
assez élevé frole le palier de 5 9, de signification : il correspond
aux expériences avec allongements rapides. Il y a la une indication sé-
rieuse que le métabolisme de ’ATP pourrait étre modifié par un tel
traitement, quoique en moyenne on ne pergoive aucune différence entre
les taux d’ATP des muscles étirés rapidement et celui des muscles sti-
mulés isométriquement. Trés malheureusement, nous ne possédons
qu’une seule expérience de ce type. En I'absence de certitude ferme, nous
négligerons ce point dans la discussion qui va suivre. Des autres coefhi-
cients r positifs, deux seulement atteignent une valeur assez élevée pour
dépasser le cap des 10 9%, de probabilité. Nous avons calculé les coefli-
cients de régression ATP/PC de toutes les séries expérimentales dont
les r dépassent 0,2. Si nous excluons le 4 afférent aux allongements
rapides, les 5 b obtenus sont étonnamment voisins. Quoique trois de ces
ceefficients ne soient pas statistiquement différents de zéro, nous croyons
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TABLEAU 27

Les corrélations entre ’ATP et la PC

b
Type Exp. n° r P micromole ATP/g

micromole PC/g

Repos .......... 2194306 | + 0,273 30 NS 0,083 4- 0,611
Isométriques .. ... 2164249 | 4- 0,104 29 NS —
Raccourcis ...... 2162249 | + 0,244 29 NS 0,091 + 0,070
Isométriques .. ... 2754313 | + 0,201 16 NS 0,091 + 0,152
Allongements lents | 27524313 | — 0,017 26 NS —
Isométriques ... .. 2514316 } — 0,004 17 NS —
Allongements

rapides ........ 251 a316 | — 0,486 17 < 59 }—0,137 4 0,071

Repos,isométriques
allongés et rac-
courcis . ....... 3282406 | 4+ 0,387 156 < 19 | + 0,083 4 0,017

Isométriques .. ... 4282448 | - 0,244 52 < 109 | + 0,058 + 0,034

qu’il y a 1a une indication sérieuse que ’ATP et la PC varient en phase
'un avec l'autre, et que ’ATP change environ 12 a 15 fois moins vite
que la PC. Il est spécialement intéressant de souligner que cette dépen-
dance parait la méme, qu’on ’analyse sur des muscles qui ont regu le
méme traitement ou sur des groupes de muscles qui ont regu divers
traitements (avant-derniére ligne du tableau). Les variations dI’ATP
que nous avons observées dans nos expériences pourraient donc étre
reliées aux variations de PC provoquées par la stimulation. Il n’y a aucune
raison de croire que 'un quelconque de nos traitements (stimulation
isométrique, avec raccourcissement ou avec allongement) s’accompagne
d’un métabolisme particulier de ’ATP.

Nous ne pouvons maintenant poursuivre cette analyse sans un guide
théorique. Celui-ci nous est fourni par CARLSON et SIGER (1959). Ces
auteurs ont montré que le taux de PC et ’ATP dans le muscle pour-
rait s’expliquer par un équilibre enzymatique relativement simple. Ils
supposent que dans un muscle intoxiqué a Ilodoacétate, les seules réac-
tions qui surviennent sont I’hydrolyse de PATP durant la contraction
et sa resynthése par la réaction de LoHMANN et myokinasique :

ATP+ AMP = 2ADP K, = (ADP)2/(AMP) (ATP) (20)
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2ADP 4 2PC = 2ATP + 2C;, K, = (C1)(ATP)/(ADP)(PC) (21)
AMP4 2PC = ATP + 2C, KK, (22)

Si on admet que le systéme est fermé :

(CL) + (PC) = Cnq, une constante (23)
(ATP) + (ADP) + (AMP) == Ay, une constante (24)

on peut déduire I’équation suivante :
1/(ATP) = (1/Ky.) (Ar) (K — 1) 4 (C/(PC)] (25)

4 la condition que K K, > 1, ce qui est justifiable puisque K, > 20
(Kusy et coll., 1954) et K| = 2,3 (EGGLESTON et HEMS, 1952). CARLSON
et SIGER déterminent expérimentalement que K, = 19 + 3; nous
évaluons Cr 4 25 micromoles/g dans nos expériences (négligeant la
petite variation de Cr que nous avons observée) et Ay a 5 micromoles/g,
de sorte que I’équation (25) se réduit a :

1/(ATP) = 0,19 + 0,26/(PC) (26)

Nous avons choisi d’analyser en détail une série d’expériences qui
comporte 156 muscles (n® 329 a 416) qui ont regu quatre genres de traite-
ments (cfr 3¢ partie, chapitre 111, § 2, B). L’inverse de la concentration
d’ATP, multiplié par 1000 (pour faciliter les calculs) est pointé en fonc-
tion de Pinverse de la concentration de PC, aussi multiplié par 1000.
La figure 20 montre comment les points se répartissent. Il existe sans
aucun doute une bonne corrélation entre 1/ATP et 1/PC. La droite
représente la régression calculée : elle a une pente de 0,300 + 0,084
micromole PC/micromole ATP, ce qui se compare trés favorablement
avec la pente théorique 0,26 de’équation(26). On pourrait penser que cette
régression est quasi entierement conditionnée par les treize points qui
ont une valeur de 1000/PC supéricure a4 500. Ce n’est pas le cas : I’ana-
lyse de régression calculée sur les 143 points restants fournit une esti-
mation de la pente de 0,356 + 0,037. Les moyennes de 1/ATP et 1/PC
sont respectivement de 0,278 et 0,207, ce qui permet de calculer I'or-
donnée a Porigine 0,203, trés proche de la valeur théorique de I’équa-
tion (26) 0,19. Il faut ajouter que les traitements ne semblent pas affecter
cette régression. Il est donc hors de doute qu’une régression satisfaisante
existe entre les inverses de PC et I’ATP, dont la pente est celle prévue
par ’hypothése de Carruson et SIGER (1959).
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F1Gg. 20. La corrélation entre 'ATP et la PC. L’inverse de la concentration d’ATP
en micromoles/g est pointé en fonction de 'inverse de la concentration
de PC en micromoles/g, pour 156 muscles (expériences n° 329 a 416),
les deux échelles sont multipliées par 1000. La droite de pente 0, 300 -+ 0,084
représente la régression calculée.

Discussion

Les corrélations que nous avons observées entre le taux de PC et
celui ’ATP suggerent une hypothése simple qui rendrait compte des
variations d’ATP que nous avons rencontrées dans quelques expé-
riences. Selon cette hypothese, PATP serait en équilibre enzymatique
avec la PC par la réaction de LonMANN complétée par la réaction
myokinasique.

Un tel équilibre est possible dans le muscle, et s’il existe, doit s’éta-
blir trés rapidement. Kusy et ses collaborateurs (1954) ont mesuré
activité molaire de la créatine transphosphorylase, et ont calculé que
son activité est suffisante dans le muscle de lapin pour resynthétiser tout
I’ATP aux dépens de la PC en 30 msec. La concentration de cette enzyme
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dans le couturier de grenouille n’est pas connue, mais on ne fera sans
doute pas une grande erreur en admettant qu’elle soit suffisamment
élevée pour que la réaction de LOHMANN atteigne trés rapidement son
équilibre.

A priori, on peut concevoir que le métabolisme des composés
phosphorés survient en deux phases consécutives : une phase d’utili-
sation de ’ATP durant la contraction, et une phase de restauration de la
PC. Au cours de la contraction, ’ATP est hydrolysé au contact de
Pactomyosine comme le suggere ’étude des modeéles glycérolés
(WEBER et PorTZEHL, 1954) et Ieffet du blocage i vivo de la créatine
transphosphorylase par le fluorodinitrobenzéne (Cain et Davigs, 1962).
Quasi simultanément, PATP est reformé par la réaction myokinasique
(Can et Davies, 1962) et par la réaction de Lonmann. Etant donné
que cette réaction est trés rapide, on s’explique que le niveau d’ATP
reste pratiquement constant ; mais les taux respectifs de PATP et de la
PC doivent alors dépendre de I’équilibre de la réaction de LonMANN,
ce que suggerent effectivement les expériences de CARLSON et SIGER
(1959) et les notres. FLECKENSTEIN et JANKE (1957) n’ont pu mettre
cette réaction en évidence a I’aide de P32, parce que la vitesse d’entrée
du P32 dans la cellule est trés inférieure a la vitesse d’échange des phos-
phates au cours de la contraction. Le probléme que pose leurs expériences
réside plutot dans la constatation surprenante que la radioactivité spéci-
fique de la PC n’atteint que 70 9, de celle du phosphore terminal de
IPATP. Ce fait semblerait indiquer qu’une partie de la PC (environ
30 9,) n’est pas en équilibre avec le pool général d’ATP. Le mouvement
de cette PC pourrait étre restreint par une fixation qui s’accorderait
avec l'opinion de Hirr et Kurarov (1930) que I’hydrolyse de la PC
libérerait des produits osmotiquement actifs; la PC inéchangeable
pourrait encore former le centre du disque de PC isotonique que postule
D.K. HirL (1962), a la suite de ses études autoradiographiques. Les
remarquables expériences ol FLECKENSTEIN et ses collaborateurs (1960)
montrent que les ¢changes d’O'® n’augmentent pas pendant la contrac-
tion, ne plaident pas contre ’hypothése de LonmaNN, puisque PATP
et la PC sont déja en équilibre isotopique avant la contraction. HoHoRrsT
et coll. (1963), croient que la constance du niveau de ’ATP et de ’ADP
durant la contraction de muscles de lapin i» sit« jointe a la chute rapide
et simultanée de la PC ne peut s’expliquer par un équilibre de la réaction
de LonMmaNN ; ils en concluent a une répartition de PATP en différents
compartiments. Mais leurs expériences sont sans doute viciées par deux
erreurs : d’abord les taux d’ATP (ce travail) et I’ADP (JoBsis, 1963)
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changent pendant la contraction, et ensuite ils ne prennent pas en con-
sidération la réaction myokinasique. J6Bsis(1963) admet quant a Jui que
ATP et PADP sont en un équilibre rapide régi par la réaction de
LoHMANN : la petite variation d’ADP observée par CHANCE et CONNELLY
(1957) au cours d’une secousse musculaire correspond 4 une variation
d’ATP beaucoup plus grande, que le calcul révéle étre justement de
I'ordre attendu.

Apres cette premiére phase du métabolisme phosphoré survient la
seconde qui consiste essentiellement en une recharge des réserves de
PC. La fagon dont s’opére cette resynthése n’est pas connue. Les con-
centrations relatives d’ATP et de PC, méme a la fin d’un long tétanos,
sornit telles que la resynthése de ’ATP est beaucoup plus favorisée que la
resynthése de PC. En fait, il est difficile d’imaginer comment la méme
réaction de LOHMANN pourrait tant6t favoriser la resynthése rapide
d’ATP durant la contraction, et tantdt favoriser la resynthése de PC
durant la restauration. Il faut sans doute que la PC soit resynthétisée par
d’autres réactions : peut-étre est-elle rephosphorylée a partir de phos-
phorylglycérate (Corr et coll., 1956), ou 4 partir de phosphopyruvate
(MEYERHOF et SchuLz, 1935). Cette rephosphorylation de la PC
provoque une forte augmentation de lincorporation d’0'® dans la
PC et PATP (FLECKENSTEIN et coll., 1960) : il est clair qu’elle requiert
un intense métabolisme du phosphore, mais différent de celui qui sur-
vient durant la contraction.
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ous résumerons l’essentiel de nos résultats par les points suivants:
1) Le taux de PC du muscle au repos varie entre 16,23 4 0,58
et 20,24 + 0,67 micromoles PC|g (sartorius de Rana temporaria).
La variation parait saisonniére, le taux maximal étant observé en avril.
Les déterminations individuelles ont un écart type d’environ 1,5 a
3 micromoles/g. Cette variabilité, qui est parmi les plus faibles de celles
que I'on rencontre dans la littérature, est telle que la détection d’un effet
de 4+ 0,5 micromole/g est pratiquement exclue car elle exigerait un
trop grand nombre de répétitions (50 a 100), et qu’un effet de + 1,0
micromole/g est difficile 4 mettre en évidence. Cette considération suffit
a expliquer pourquoi de nombreux auteurs n’ont pas réussi a démontrer
une hydrolyse de PC pendant des stimulations de faible durée. Le taux
d’ATP du muscle au repos est comptis entre 4,75 4 0,15 et 4,91 + 0,20
micromoles/g. Une variation d’ATP de 4 0,5 micromole/g serait assez
facilement détectable mais on n’observe une hydrolyse ’ATP qu’a la
suite d’une stimulation assez longue.

2) Au cours d’un tétanos isométrique prolongé, le muscle hydrolyse
de la PC a une vitesse qui parait constante : c’est le wétabolisme
stable de la PC. Chez R. temporaria, on observe simultanément une
augmentation apparente de la créatine totale, actuellement inexplicable,
de sorte que ’estimation de la vitesse d’hydrolyse de la PC est différente
suivant qu’elle se base sur I'apparition de créatine libre (0,51 + 0,08
micromole Cy/gfsec) ou la disparition de la PC (— 0,43 micromole
PC/g/sec). Si 'on applique une correction qui tient compte de la dimi-
nution de la tension durant le tétanos, ces estimations passent respec-
tivement 4 0,60 micromole Cy/g/sec ou — 0,50 micromole PC/g/sec.
Le métabolisme stable de la PC dépend aussi de la longueur du muscle,
et diminue de — 0,63 micromole/g/sec 4 — 0,31 micromole PC/g/sec
lorsque la longueur du muscle diminue de 1059, & 2 559, /, et que la
tension du muscle passe de P, 2 moins de 5 %, de P, (estimations corri-
gées pour la chute de tension). L’enthalpie d’hydrolyse de la PC in vivo
est estimée de — 7,0 2 — 8,2 kcal/mole, et ne dépend pas de la longueur
4 laquelle on stimule le muscle.

Chez R. pipiens le métabolisme stable est moins intense que chez
R. temporaria; estimé d’aprés Papparition de créatine libre durant le
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tétanos, il est de 0,28 micromole Ci/g/sec, ou de 0,32 micromole
Cp/g/sec, aprés correction pour la chute de tension durant le
tétanos.

3) La quantité de PC hydrolysée en conditions isométriques dépend
non seulement de la durée globale de tétanisation, mais encore du nombre
de tétanos. A chaque tétanos correspond un extramétabolisme (en
sus du métabolisme stable) de 0,33 micromole/g/tétanos chez R. pipiens
et de 0,78 + 0,15 micromole/g/tétanos chez R. temporaria. Dans le
cas de R. temporaria les dépenses énergétiques liées 4 la production
de la tension et au relichement sont couvertes par ’extramétabolisme
de la PC. 11 subsiste cependant un exces de PC hydrolysée qui ne s’expli-
que pas facilement, sinon en admettant que la chaleur de relichement
soit sous-évaluée, ou que cette PC soit consommée pendant les inter-
valles de repos par une réaction de rephosphorylation.

4) Si Pon permet au muscle de se raccourcit, on observe une angmen-
tation de la quantité de PC hydrolysée, qui est proportionnelle an travail
Journi par le muscle (équivalent chimique de effet Fenn). Le coefficient
mécanochimique du travail est estimé 4 11 kcal/mole. Le coefficient
ne dépend ni de 'espéce de grenouille utilisée (R. pipiens ou R. tempora-
ria), ni du mode de raccourcissement (4 vitesse constante ou 4 tension
constante).

5) Si on allonge un muscle d’'une maniére forcée durant le tétanos,
les variations de PC dépendent de la vitesse de [’allongement.

A vitesse lente d’étirement, (0,23 i 0,40 cm/sec), le muscle étiré
consomme 1,68 a 2,25 micromoles PC|g en moins que les muscles
stimulés isométriquement. Comme le travail imposé au muscle oscille
de 65 2 67 mcal/g, on en déduit que /’économie de PC réalisée par le muscle
étiré équivaut 4 une absorption de 30 %, du travail négatif imposé. Ces
expériences confirment entiérement les observations d’ABBOTT et
Ausgrt (1951) et d’Ausert (1956 a), selon lesquelles 20 a 40 9
du travail imposé au muscle par un allongement forcé ne se retrouvent
pas sous forme de chaleur et doivent donc étre absorbés par le muscle.

A vitesse rapide d’allongement (1,8 cm/sec), le muscle étiré consomme
de 0,83 a 1,48 micromoles PC/g en p/us que le muscle stimulé isométri-
‘quement. Le travail négatif imposé au muscle est pourtant du méme
ordre de grandeur (68 .4 80 mcal/g) que celui imposé aux muscles allon-
gés lentement. Ces expériences ne soutiennent pas les conclusions de
Hirr et HowarTH (1959) qui prétendent que les phénomenes mécano-
chimiques de la contraction pourraient étre totalement renversés durant
de tels allongements rapides. '
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Dans les deux cas, il n’existe aucune corrélation entre les variations
de PC et la quantité de travail négatif que regoit le muscle.

6) Le taux ’ATP du muscle ne parait dépendre ni de la stimulation
en conditions isométriques, ni du raccourcissement, ni de I'allongement
rapide ou lent. On observe toutefois des variations d’ATP qui refletent
les variations de PC. La cotrélation positive qui existe entre PATP et
la PC est surtout marquée lorsque le taux de PC a été fort abaissé par la
stimulation: elle pourrait s’expliquer en admettant que ces deux substrats
sont en un équilibre engymatique contrélé par la créatinephoryltransférase (en-
zyme de LOHMANN) e la myokinase.

7) Dans toutes nos expériences, les muscles sartorius sont empoi-
sonnés par I’iodoacétate et suspendus en atmosphere d’azote humide
a une température de 1,5 a2 2°C,
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THF, muscles used in our experiments were the sartorii of Rana
temporaria or of Rana pipiens. They were poisoned with iodo-
acetate and placed in moist nitrogen, at a temperature of 1.5 to 2.00C,
After stimulation, they were quickly frozen, and analyzed for creatine
and phosphorylcreatine (alpha-naphtol diacetyl method) and for ATP
(firefly method).

Our results are summarized in the following points.

1) The amount of phosphorylcreatine (PC) in a resting muscle
fluctuates between 16.23 + 0.58 and 20.24 4+ 0.64 micromoles/g
(sartorius of Rana temporaria). The variation appears to be seasonal,
with a maximum in April. Although the standard deviation (for one
determination) is among the lowest found in the litterature, it is about
1.5 to 3.0 micromoles/g. It is clear that with such a large standard
deviation the detection of an hydrolysis of 0.5 micromole PC/g would
require such a large number of replications (50 to 100), that its detection
is practically impossible ; even an hydrolysis of 1.0 micromole PC/g
is hard to demonstrate. This explains why many authors were unable
to demonstrate any breakdown of PC during short contractions. The
amount of ATP in the resting muscle lies between 4.75 4+ 0.15 and
491 4 0.20 micromoles/g. The standard deviation of these measure-
ments is sufficiently low to enable us to detect a breakdown of 0.5
micromole/g, but the ATP level decreases only after a fairly long con-
traction (10 to 20 sec at 2°C).

2) During an isometric tetanus, the PC is hydrolyzed at a nearly
constant rate : this is the stable metabolism of the PC, which is equivalent
to the maintenance heat. The actual importance of this stable metabolism
in Rana temporaria is somewhat uncertain, because the total creatine
of the muscle appears to increase during the stimulation. The significance
of this phenomenon is not yet understood. The evaluation of the stable
metabolism is then somewhat different if estimated from the increase
of free creatine (0.51 + 0.08 micromole C'L/g/sec) or the decreasc in
PC (— 0.43 micromole PC/g/sec). If we correct these two values for the
tension decay that occurs during the stimulation, these estimates reach
0.6 micromole C'/g/sec and — 0.5 micromole PC/g/sec respectively.
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The stable metabolism is dependent on the length of the muscle, and
decreases from — 0.63 to — 0.31 micromole PC/g/sec as the length of
the muscle decreases from 105 9, /4, to 55 9, / ; thus the stable meta-
bolism is only halved when the tension developed by a short muscle
is very small (less than 5 9 P,). The enthalpy for the hydrolysis of PC
in vivo is evaluated to — 7.0 to — 8.2 kcal/mole, and is independent on
the length of the muscle.

In the sartorius muscles of Rana pipiens the stable metabolism, as
estimated from the increase in free creatine, is 0.28 micromole Ct,/g/sec
(0.32 micromole C/gfsec when corrected for tension decay).

3) In isometric conditions, the amount of PC which is broken down
depends on the number of tetani as well as on the total duration of the
stimulation. Besides the stable metabolism, the muscle must use for each
tetanus (.33 micromole PC/g/tetanus (Rana pipiens) or 0.78 + 0.15
micromole PC|/g/tetanus (Rana temporaria). This extrametabolism, as
we have called it, provides the energy which the muscle must use for the
development of the tension and during the relaxation. However, nearly
half of the extrametabolism of Rana temporaria cannot be accounted
for on this basis, and we must assume either that the heat of relaxation
is underestimated, or that PC is used by side reactions during the resting
periods between the tetanus.

4) If the muscle shortens, the breakdown of PC increases in pro-
portion to the amount of work which has been performed (chemical
equivalent of the Fenn effect). The mechanochemical coefficient for
positive work is evaluated to 11 kcal/mole. This coefficient is independ-
ent on the species (Rana temporaria or Rana pipiens) and on the
type of shortening (constant rate or constant load).

5) If the muscle is forcibly lengthened during the tetanus, the amount
of PC split change according to the rate of the stretch.

After slow stretches (0.23 to 0.40 cm/sec), the muscle contains
1.68 to 2.25 micromoles PC/g in excess on the isometrically stimulated
control. As the negative work is 65 to 67 mcal/g, the inference is that
the economy in PC of the slowly stretched muscle is equivalent to the
absorption of 30 9, of the work done on it. These experiments fall in
line with those of AssorT and Ausert (1951) and AuserT (1956 a),
who showed that 20 to 40 9, of the work done on a muscle by a slow
stretch does not appear as heat and is presumably absorbed.

After fairly quick stretches (1.8 cm/sec), the muscle contains less PC
(0.83 to 1.48 micromole PC/g) than the control muscle, although the
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negative work done on the muscle (68 to 80 mcal/g) has the same
magnitude as that forced upon the muscle slowly stretched. These
experiments do not lend any support to the conclusions of HiLL and
HowartH (1959) who concluded that the chemical reactions which
generates the tension are wholly reversed during such rapid stretches.

In both series of experiments, there was no correlation between the
PC changes and the magnitude of the negative work done on the muscle.

6) Though the ATP content of the muscle is rather independent of
the duration of the tetanus, and of the positive or negative work, the
change in ATP concentration seems correlated with those in PC. This
correlation is obvious when the PC level has been much reduced by
prolonged stimulation. The most probable explanation is that ATP and
PC are in an thermodynamic equilibrium controlled by creatinephos-
phoryltransferase.






TABLES ANNEXES

Ces tables reproduisent tous les résultats obtenus. Chaque paire de
muscles est numérotée en suivant P'ordre chronologique de leur utili-
sation, et classée suivant les conditions expérimentales. Ies tables
donnent la longueur de référence (/%) de chaque paire en cm ; le poids
des muscles en mg ; la créatine totale (Cr), la créatine libre (Cp), la
phosphorylcréatine (PC) ct I'adénosine triphosphate (ATP) en micro-
moles par gramme de muscle ; la tension moyenne (Pm) en kg/cm?
des muscles stimulés isométriquement (A7) ; le travail fourni (travail
positif IV --) fourni par les muscles qui se raccourcissent (§), en mcal
par gramme de muscle ; le travail requ (travail négatif " —) par les
muscles qui sont allongés (A), en mcal par gramme de muscle. Les
muscles au repos (R) peuvent étre placés en position 1 ou 2 sur les
électrodes.
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a intervalles de 5 sec (i) ou de 60 sec (I)
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