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Nouvelle stratégie analytique pour la

mesure de vitesse de

renouvellement de protéines musculaires spécifiques in vivo
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Depuis plusieurs décennies, les traceurs isofopiques
sont trés fréquemment utilisés dans les études du
métabolisme protéique, Les mesures d'enrichissemenits
isotopigues ([1] et [2]) permettent en effet de calculer fes
vitesses de synthése protéigue de différentes fractions
telles que les protéines myofibrillaires, sarcoplasmigues
ou mitochondriales,

Une méthodologie tout 3 fait innovante, présentée icl, a
rendu possible Fétude des vitesses de rencuvellement
de protéines musculaires spécifiques [31. Les protéines
présentes dans une fraction d'intérét sont tout d'abord
séparées par des technigues électrophorétiques (gels
bi-dimensionnels). Les spots obtenus sont prelevés des
gels 2-0 pour &tre identifiés par MALDI-TOF.

Les travaux présentés ont consisté au développement
d'une  méthode de mesure  denrichissements
isotoplgues, au sein de ces protéines spécifiques, par
chromatographie gazeuse /spectroméfrie de masse
triple  guadripgle (GC-QqQ). Une purification des
spots a tout d'abord été mise au point : les protéines
sont hydrolysées et les hydrolysats sont purifiés et
concentrés par extraction en phase solide. Les acldes
amings obtenus sont analysés, aprés dérivation,
par ionisation chimigue et GC-QgQ Les paramétres
chromatographigues ainsi que les conditions d'ionisation
et de détection (énergie de collision, transitions) ont
été optimisés. La méthode développée nous permet
de garantir une grande robustesse et une sensibilité
qui nous permet de travailler avec des échantillons
faiblement concentrés et faiblement enrichis.

La méthodologie développée a été appliquée a des
echantlllons de muscles préalablement margués in vive
par la 1-L-[ring-13C&]-phenylalanine, injectée a des rats
par la technigue de « flooding dose ». L'emploi de ce
traceur, pourvu de six 13C, nous permel de calculer un
rapport isctopique en utilisant les abendances relatives
des masses M+6 et M+2

Grce a cette nouvelle procédure, || sera maintenant
envisageable de calculer des vitesses de renouvellement
de protéines isolées, parfois peu présentes, impliquées
plus particuligrement dans certaines situations
physiopathologiques musculaires ou  d'interventions
nutritionneties,
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