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Résumé:

La triadine est une famille de protéines du musgigelettique. Quatre isoformes de la
triadine ont été clonées: Trisk 95, Trisk 51, TSk et Trisk 32. Ce sont des protéines
transmembranaires du reticulum sarcoplasmique (R&9k 95 et Trisk 51 sont localisées
dans la triade ou elles sont associées au récegelar ryanodine (RyR), un canal calcique.
Trisk 49 et Trisk 32 sont localisées dans le RSjitodinal. Il a été montré que Trisk 95
régule les relachements de’Cdu RyR. L'objectif de ce travail de thése a ététutiier les
fonctions des triadines dans le muscle squelettimaee a différentes approches et techniques
complémentaires. Dans un premier temps, Trisk 9%leetTrisk 51 ont été étudiées par
surexpressioin vivo dans les muscles de souris. La caractérisatiaceslanuscles a permis
de mettre en évidence I'association du RyR avemlegoline, une protéine de la membrane
plasmique. Dans un second temps, la fonction dekB2 a été étudiée dans le muscle
squelettique. L’étude précise de sa localisatigeranis de montrer qu’elle est localisée dans
la triade, dans le RS longitudinal, et a proxindes mitochondries. Des expériences de co-
immunoprécipitation ont révélé qu’elle est assoe¢ec le RyR et avec le récepteur desl'IP
De par ses partenaires, Trisk 32 semble jouer Um déns la régulation de nombreux
mécanismes impliquant le €aEnfin, le géne de la triadine a été invalidé clesouris.
Cette souris KO triadine présente une faiblesseciaise et des défauts dans l'ultrastructure
de la triade. Ces résultats indiquent qu’en plusalénction de régulation des relachements

de C&" la triadine pourrait avoir un role structural.

Mots clefs calséquestrine, cavéoline, complexe de relachenden calcium, couplage
excitation-contraction, muscle cardiaque, muscleektique, récepteur de I'{Précepteur de

la ryanodine, reticulum sarcoplasmique, souris Ki@de, triadine, tubule-transverse.



Abstract:

Triadin is a protein of the skeletal muscle. Faaforms have been cloned: Trisk 95,
Trisk 51, Trisk 49, and Trisk 32. They are transrbeane proteins of the sarcoplasmic
reticulum (SR). Trisk 95 and Trisk 51 are in thadrjunction where they are associated with
a calcium release channel, the ryanodine recepyR). Trisk 49 and Trisk 32 are localised
in the longitudinal SR. It has been shown thatKr@5 is able to regulate RyR €aeleases.
The aim of this work was to study triadins funcsan the skeletal muscle with different and
complementary approches. In the first part of thak, Trisk 95 and Trisk 51 were over-
expressedn vivo in mouse muscles. These muscles where then chasact and the results
showed an association between RyR and caveolinp8tain of the plasma membrane. The
second part of this work is related to the studyTagk 32. | studied more precisely the
localisation of Trisk 32 and showed that it is lsxd in the triad, in the longitudinal SR, and
close to mitochondria. Co-immunoprecipiation expemts highlighted new partners for
Trisk 32 such as RyR and the; IRRceptor, another calcium channel of the SR. Thdakts
partners, it can be assumed that Trisk 32 is iran the regulation of many €alependent
processes. At least, triadin gene has been knooketh mouse. This mouse model clearly
presents an obvious muscle weakness. The musdenteel ultrastructural disorders. These
results suggest that in addition to it functiorea8&" release channel regulator, triadin could

have a scaffolding function.

Key words calcium release complexe, calsequestrin, cardiascle, caveolin, excitation-
contraction coupling, Preceptor, KO mouse, ryanodine receptor, sarcoptasaticulum,

skeletal muscle, transverse tubule, triad, triadin.
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TRODUCTION

l. Structure du muscle squelettique

A. Organisation de I'appareil contractile

1. Du muscle au sarcomere

Les muscles squelettiques sont fixés sur le sgaebsteux par leurs deux extrémités
myotendineuses (Figure 1). Chaque muscle est camg®gaisceaux de fibres musculaires,
les cellules musculaires, qui s’étendent d’'uneémiie a I'autre du muscle. Les cellules
musculaires sont entourées d’'une gaine conjondtergjomysium. Elles sont rassemblées en
plusieurs faisceaux enrobés d’'une enveloppe comrauaetes les fibres: le périmysium. Il 'y
a plusieurs faisceaux par muscle, compactés &tier d'une enveloppe aponévrotique:
I'épimysium. Le muscle est également entouré deidas Aux deux extrémités du muscle, le
fascia fusionne avec I'endomysium qui entoure ckampllule et forme les fibres tendineuses

qui se rassemblent ensuite en tendons.

tendon__~

fascia__

faisceau

musculaire

Figure 1: Organisation du muscle squelettiqueSchéma adapté du site http://academic.kelloggiacsm
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2. Organisation et fonctionnement du sarcomere

Le cytoplasme des cellules musculaires (ou sarsopa est occupé a 85%-90% par
les myofibrilles, composées de sarcomeres, les-@oitéss contractiles du muscle (Figure 2
A). Les sarcomeres sont des assemblages de filantBattomyosine. En microscopie
électronique, ces filaments apparaissent sous fadiuee alternance de bandes claires
(bandes I: isotropes) et de bandes sombres (baAdemnisotropes) (Figure 2 B). Un
sarcomere est composé d’'une bande A et de dewesddrandes |, séparées en leur centre par
la ligne Z. Les bandes A sont composées de filasn@épais de myosine qui chevauchent les
filaments fins d’actine. Les bandes | sont dépoesvde myosine et sont composées des

filaments fins d’actine.

] Cellules musculaires

\=—Sarcomere—=

B. Iigrifez ligne M

I I ' 1
bande | bande A bande H

N ] |
sarcomere

filaments épais filaments fins
de myosine d'actine

Figure 2: La structure du muscle squelettique: du muscle alinité contractile. A. La fonction de contraction du
muscle est réalisée par les myofibrilles, 'apdarentractile des cellules musculaires, composéasedsuccession
de sarcomeredaptation de Goll et al., 2008B. Trois sarcoméres d'une myofibrille de muscle seftigjue de
souris en coupe longitudinale observés au micrasa@pctronique. Les filaments épais de la bandeo#t s
constitués de myosine, les filaments fins de ladbdnd’actine.
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7 AN

La myosine de la bande A est composée d'une cHéagere en forme de batonnet
flexible et de la queue de la chaine lourde de mgogui porte les tétes de myosine (Figure
3, en violet). La bande H correspond a la régionlesliflaments épais de myosine ne
chevauchent pas les filaments fins d’actine.

Au milieu de la bande H se trouve la ligne M, goparait sous forme de trois a cinq lignes en
fonction du type de fibre. La bande M est composéate autres, de myomésine (Figure 3, en
jaune) et de protéine M (Figure 3, en vert), qaibsisent la myosine en connectant les

filaments entre eux.

membrane
plasmique

. . . - complexe .
desmine_;ggg; actine myosine protéine-M yomésine troponine tropomyosine
J— AN ’ ' ' ' i ! —11 ‘ ' ' ‘ ‘ M
myotiline_‘ - - e

téléthonine___o»

titinei

@

nébuline

ligne Z ligne M
1

bande | bande A

Figure 3: Structure du sarcomeére.Représentation schématique de I'organisation de®ipes principales du
sarcomere. Les filaments d’actine sont ancrédigra Z. L'extrémité N-terminal de la titine estrdala ligne Z

et la protéine s’étend jusqu’a la ligne M. Le coexgl troponine/tropomyosine est associé a I'hélieetithe.
Schéma adapté d'aprés « Muscle Biops »y third @uitiDubowitz et Sewry ed. Saunders Elvier,(2007),
Maruyama, 1997 et Obermann et al. 1997.

Chaque filament de myosine est entouré de six él@sd’actine (Figure 3, en turquoise).
Ces filaments d’actine (actine F) sont des polyséfactine globulaire (actine G), ils sont
arrangés en double hélice et centrés sur un ax@p@myosine a laquelle ils sont rattachés.
Les filaments d’actine sont reliés a la ligne Zle-ehéme composée d'un assemblage
macromoléculaire ou se trouvent entre autres let®imesa-actinine, téléthoningy-filamine,
myotiline, obscurine, titine (en rouge) et nébul{ea gris clair). La titine, avec ses 3000 kDa,
est la plus grande protéine connue. Elle s’étendaslongueur d’'un demi sarcomere (soit sur
1,2a1,5um!), son domaine N-terminal est dattigite Z et son C-terminal dans la ligne M.

La titine est une protéine qui confere des progsiéastiques aux sarcomeres.
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Le complexe des troponines est ancré a intervakgmliers sur la tropomyosine. Ce
complexe est formé de la troponine C (TnC) quidiealcium (C&"), de la troponine | (Tnl,
Inhibitrice) qui, au repos, masque les sites datiiix de la myosine sur l'actine, et de la

troponine T (TnT) responsable de la liaison du dexgavec la tropomyosine.

relaxation contraction

\, actine-G @ troponine-C
wem MYyoSine ‘ troponine-T
Iﬂ—tropomyosine 0

B-tropomyosine

Figure 4: La contraction musculaire nécessite deATP et du C&’*. La Tnl ne démasque les sites de fixation
de la myosine sur I'actine que lorsque la TnC a@liéC&* et change de conformation. Une fois la tropomy®sin
déplacée avec le complexe troponine, la myosinédeca son site de fixation sur I'actine. L'hydr@ys$une
molécule d’ATP permet le relachement de la tétenglesine qui vient s’associer avec I'actine. Laldi®n de
I'ADP provoque le mouvement de la téte de myosiees'extérieur du sarcomeére, ce qui raccourcit la
myofibrille et réalise la contraction musculaires fepos, la myosine est liée a une molécule d’ATP.

Au repos, la tropomyosine et la Tnl (Figureeh vert clair) masquent les sites de
fixation des tétes de myosine sur I'actine. La wxtton se produit lorsque la TnC (en noir
sur la Figure 4), aprés avoir fixé du“Gachange de conformation et déplace la Tnl et la
tropomyosine. Les tétes de myosine (en violet) alots acces a leurs sites de fixation sur
I'actine (en turquoise). Elles hydrolysent une moalé d’ATP et se replient pour se
rapprocher de leur site de fixation et ne liberenphosphate inorganique qu’une fois la
liaison établie. Le relargage de I'ADP permet awtes de myosine de se replier
completement ce qui provoque le raccourcissemensdeomeres. Le décrochage des tétes
de myosine est induit par la fixation d’un nouvélAet par la libération du &ade la TnC.

Le sarcomere se rallonge, le muscle se relache.
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B. Organisation des membranes: le reticulum sarcoplasique et la
triade

Les myofibrilles sont entourées d’un réseau deuktm sarcoplasmique (RS). Le RS
est un reticulum endoplasmique lisse qui constikustock calcique principal de la cellule
musculaire. Ce reticulum est organisé en deux cdinments: le RS longitudinal le long des
myofibrilles, et le RS jonctionnel au niveau deades (Figure 5).

La triade est une structure spécifique du muscieegucomposée de I'apposition de
trois membranes: deux membranes du RS jonctioneefrées sur le tubule transverse
(tubule-T) qui est une invagination de la membrplesmique. Chez les mammiferes, il y a
deux triades par sarcomeére, chaque triade étartesé 'interface des bandes A et I. Le RS
longitudinal se trouve entre deux triades.

Le muscle est un tissu extrémement consommateunedj&. Pour répondre a la
demande d’énergie le plus efficacement possible, digochondries sont localisées en des
points trés précis, a proximité des zones de cctires: ainsi il y a en général deux
mitochondries entre deux triades. Cependant tgesont pas disposées prés des triades, un

grand nombre de mitochondries est également préserst la membrane plasmique et en

amas autour des noyaux.

ligne Z

tubule-t

“feet” de RyR
mitochondrie

RS jonctionned

RS longitudinal

» _ | citerne terminale de RS
bande | 3

| RS longitudinal

RS longitudinal
RS jonctionnel

Figure 5. Du sarcomere a la citerne terminaleCoupe longitudinale d'un muscle squelettique de/Aales
mitochondries sont localisées au niveau de la baratgre les myofibrillesB. Deux triades sont réparties de
chaque c6té des mitochondri€s. Deux citernes terminales d'une triade centréesusuiubule-T a c6té d'une
mitochondrie. Les zones denses aux électrons &ntRS jonctionnel et le tubule-T sont les « feate»RyR.
Barres d’échelle: A: 500 nm, B et C: 100 nm.
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La distance entre le RS longitudinal et la mitoah@n est de 10 nm en moyenne
(Csordaset al, 2006; Franzini-Armstrong, 2007)Ce€tte distance est maintenue grace a différertegines
qui relient les deux membranes, ainsi que par ttastgres, de nature inconnue, visibles en

microscopie électroniqugoncompagnét al, 2009)

Figure 6: Liens entre le RS et les mitochondriedDes liens visibles en microscopie électroniquectfis)
rattachent les mitochondries au reticulum sarcopigge. SR: reticulum sarcoplasmique, Mit.: mitoctho,
4m: muscle prélevé sur une souris de 4 mois. Béehelle: 0,05 pm{Boncompagni et al., 2009)

Dans le muscle cardiaque, les triades sont remgdapér des diades qui n’ont donc
que deux membranes: la membrane du tubule et whe @terne terminale de RS qui s’étend
le long du tubule. Ces diades ne sont pas organiséedoubles rangées mais en simples

rangées.
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II. Le couplage excitation-contraction et [I’'noméostasie
calcigue

A. Notion de couplage excitation-contraction et comple de
relachement du C&*

Le couplage excitation-contraction (couplage-EC) onend place a la triade, est la
transformation d’'un signal électrique en travailcarique via une libération massive d&'Ca
dans le cytoplasme. Il est réalisé par un assembhagcromoléculaire: le complexe de
relachement du calcium (CRC). Le CRC est compasée eutre, de deux canaux calciques
couplés physiquement: le Récepteur des Dihydropsd(DHPR), un canal calcique voltage
dépendant de la membrane plasmique du tubule-eesesyFigure 7, en vert) et le Récepteur
de la Ryanodine (RyR) dans la membrane du RS gfaitiface (Figure 7, en orange).
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Figure 7. Le couplage excitation contraction au nigau de la triade.Le DHPR est dans la membrane
plasmique du tubule-T, le RyR lui fait face dansrlambrane du RS jonctionnel. La dépolarisationpgut de
la jonction neuro musculaire (jnm) modifie la comfmtion du DHPR qui active alors I'ouverture du RyR
C&* qui sort du RS va se fixer sur les myofibrilles,rhuscle se contracte puis se relaxe lorsque & &3
repompé dans le RS par la pompé'@darPase (Sarco-Endoplasmic reticulun?CATPase, SERCA).
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La synapse entre le neurone moteur et la cellulscolaire est la jonction neuro-
musculaire (jnm). L'acétylcholine (ACh) libérée darneurone moteur a la jnm se fixe sur
son récepteur au niveau de la membrane plasmiqlee aglule musculaire ce qui provoque
une entrée de Nadépolarisant ainsi la membrane. Cette dépolaisae propage sur toute
la surface de la cellule et jusqu’a l'intérieur adle-ci grace aux tubules-T, les invaginations
de la membrane plasmique. La dépolarisation proginichangement de conformation du
DHPR qui induit I'ouverture du RyR par couplage gigue direct. L'ouverture du RyR
permet au C4 de sortir du RS selon son gradient électrochimigwadient de concentration
du C&": 100 pM dans le RS contre 100 nM dans le cytopdsire calcium libéré va se fixer
sur la TnC dans le complexe des troponines et déwencher la contraction musculaire.

Le muscle se relache lorsque 16 Cast repompé dans la citerne terminale du RS par la
pompe calcium ATPase (Sarco-Endoplasmic Reticuluafi-&TPase, SERCA) localisée
dans toute la membrane de la citerne terminale&isdrf dans la partie jonctionnelle, face au
tubule-T.

Le couplage-EC du muscle squelettique fonctionnacdsur le mode « VICR »:
(Voltage Induced Calcium Release), par oppositionc&ICR » (Calcium Induced Calcium
Release) dans le muscle cardiaque. Dans le casl@R,\&uite a la dépolarisation de la
membrane plasmique, c’est le changement de confermalu DHPR qui provoque
I'ouverture de RyR et le relachement d&'CBans le coeur, les isoformes cardiaques du RyR
(RyR2) et du DHPR (DHPR;c) ne sont pas couplées physiquement. La dépdiansde la

membrane plasmique ouvre le DHPR et c'est I'end&€&" par le DHPR qui ouvre RyR2.

B. Le complexe de relachement du CA

Pour former le CRC, un certain nombre de protéiggslatrices sont associées au RyR
et au DHPR (Figure 8): la calmoduline et FKBP12tsassociées au RyR (Figure 8, en
orange) du coté cytoplasmique, et la calséquestlanes la lumiere du RS, est reliée au RyR

par la junctine (en jaune) et la triadine (en rose)
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Figure 8: Le complexe de relachement du calcium danle muscle squelettiqueRyR1 est associé a la calséquestrine 1
via la junctine et la triadine. Il est égalemersaesé a la sous-unitéls du DHPR.

1. Le DHPR

Le DHPR est un canal calcique de type L (« Longiigs») exprimé dans différents
tissus et tres concentré dans les tubules trares/eless muscle Stri@Sskettet al, 2008) & partir
desquels il a été purifi€uris & catterall, 1084) D€S €xpériences de cryofracture ont montré gue le
DHPR sont organisés en tétrade dans la membraseniglae, quatre DHPR formant les
quatre angles d’un carré. Une tétrade sur deujoeslisée en face d'un RyRiock et al, 1988)
avec lequel elle forme une CRU (Calcium Releasdas)rnEn microscopie a fluorescence, le
DHPR apparait donc colocalisé avec le RyR et &aline dans les triad@Scheret al, 1993)

Le DHPR est un hétéropentamere composé de cingusmiés: a1, 3, 020 ety (eunget
al., 1987; Takahastét al, 1987) L€S SOUS-UNItéa,/d, 3 ety sont liees de fagon non-covalente;aqui
forme le pore du canal. Elles modulent ses progsidtiophysiques et son adressage a la
membrane plasmique. Plusieurs sous-unités du DHERgitent son association avec le
RyR.

La sous-unité@; (170 kDa) forme le pore du cangls et ai, 198s; Dolphin, 1999RINSi que le
filtre de sélectivit@rakanashit al, 1087) (Figure 9, tétes de fleches). et comporte ledgtéixation
des dihydropyridin€Scaiizzi et al, 1986; carafoliet al, 2001) (Figure 9, en n°3). Les isoformes
squelettiquesi;s, et cardiaquedc, sont codées par des genes différeris.-reyest ai, 1990y La

sous-unitén; est composée de quatre motifs homologues (I aduy;mémes composés de
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six hélices transmembranaires (S1 a S6), reliéedgmboucles cytoplasmiques (boucles I-Il,
-1, -1V)  (caterall, 1995) LES extrémités amino- et carboxy-terminales aipus les boucles

reliant chaque domaine sont cytoplasmiques.

Cter

milieu E E _ » Iﬂ I @ S;ter E

extracellulaire N N

membrane
plasmique
cytoplasme { U Cter
Nter
Cter
Cter
boucle I-1l boucle lI-11I boucle llI-IV C-terminal

interaction RyR interaction B couplage orthograde interaction RyR interaction RyR
couplage rétrograde Hyperthermie Maligne
interaction RyR

Figure 9: Représentation schématique de I'organisatn macromoléculaire du DHPR.Tétes de fleches: pore
de sélectivité au G& (boucle S5-S6 sur les quatre domaines). Rectawgige: AID @ interaction domain),
rectangle vert : BID[{ interaction domain). inactivation dépendante du voltage;senseur du voltage (1S4,
11S4, 1S4, IVS4),3: Site de liaison aux dihydropyridines (I1IS5, 1685 Schéma adapté d’'aprés Bodi et al. 2005
et Bannister, 2007.

Dans le muscle squelettique, le DHPR sert prineipaint de senseur de la
dépolarisation membranaire pour initier le coupi&ge et donc activer le RyRios & Brum, 1987:
Tanabest al, 1988) Cette fonction est assurée par I'hélice S4 dmies-unitén; (Figure 9, en n°2).
Cette hélice comporte des arginines (trois a celqrsles domaines). Ces arginines étant
chargées positivement, I'inversion du potentiehtembrane attire I’hélice qui les porte vers
I'extérieur de la cellule, ce qui modifie la confuation du DHPR et initie donc le couplage-
EC. Le déplacement de ces acides aminés chargésteerie mouvement de charge décrit
par Schneider et Chandl@gnneider & chandier, 1973)

Le RyR et le DHPR sont assoCig@fry et al, 1994) €t S€ régulent mutuellement via la
sous-unitéa;. Plusieurs domaines d’interaction et de régulatioh été décrits sur ces deux
protéines. Les couplages orthograde (activation RWR par le DHPR) et rétrograde
(potentialisation du DHPR par le RyR) sont réalipés les acides aminés 720 a 765 de la

boucle [I-Ill (akai et al, 1008y Dans cette region, les Lysines 677 et 682 soptigués dans
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I'interaction avec la région 922-1112 du RYBong & MacLennan, 1998e)ll @ aussi été montré par
pull-down que la boucle IlI-IV du DHPR est assocéec les acides aminés 1066-1118 du
RyR, c'est-a-dire avec la méme région du RyR otéragit avec la boucle Il-lllgeong &
MacLennan, 1998b)L€ domaine C-terminal de la sous-uritéest également associé avec le RyR.
La sous-unitéx; est indispensable au couplage: son absence ckentia est |étale. En effet,
la souris KOays (souris dysgénique) meurt a la naissance par idéfie des muscles
respiratoireSxknudsonet al, 1989y D€S mutations de cette sous-unité entrainentpdémlogies
chez ’lhomme. Ainsi la mutation R1086H/C génére hypeerthermie maligne (HMponnier et

al, 1997y L'étude de cette mutation a été réalisée paresgoon de la sous-unités R1086H
dans des myotubes de souris dysgénique. L'expreskccette protéine mutée augmente la
sensibilité du complexe a la dépolarisation memdiraret a la caféingveisset al, 2004y Il €st
donc probable que ce soit ce phénomeéne qui, clemine, soit responsable des crises
d’HM.

La sous unitéa, (143 kDa) est extracellulaire et rattachée a lanbrane
plasmique par la sous undg27 kDa) qui comporte un domaine transmembran@ies.deux
sous-unités sont codées par le méme géne: la sitésdprovient de I'extrémité 3’ du gene
codant poun,. La protéine issue de ce géne subit un clivagegplgtique post-traductionnel
separant dona; ded, les deux peptides étant ensuite réassociés padsulfuregayet al, 1991:
Gumettet al, 1996) L& SOUS-UNit@,/d serait impliquée dans la régulation du niveau pFegsion
dea;s dans son adressage a la membrane, et dans lati@gde sa fonctiogbermairet al, 2005)

La sous-unitd est completement cytoplasmique. Elle posséde éleeba mais pas
de segment transmembranaign et al, 1989y Elle est associée a la boucle I-1l par le domaine
AID (a interaction domain)pe waardet al, 1994; Pragnelet al, 1994) €t avec les acides aminés 3495-
3502 du RyR. La sous-unifé a un réle de chaperonne dans l'adressage;d& dans son
insertion a la membrane plasmiqu@unuberet al, 1998; Schredelsekest al, 2005y Elle est également
essentielle pour I'assemblage correctodgrareiluset al, 1997y L'absence d’assemblage/B,
dans les souris K@B; ameneq; a la dégradation. Il n'y a plus de couplage-E@gtsouris

meurent a la naissance par déficience des musspBatoireScregget al, 1996)

Enfin, la sous-unitéy (30kDa) est une glycoprotéine a quatre hélices
transmembranair@syet ai, 1990y Son ablation chez la souris n’a pas d’effet swrduplage-EC

mais elle pourrait moduler les propriétés biophysgidu canalyrsuet al, 2001)
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2. LeRYR

a. Les isoformes et la topographie

Le RyR est le canal calcique principal du RS. Csthomotétramere d’environ
2000 kDa, dont le domaine N-terminal cytoplasmifjuene des structures « en pieds » (les
« feet » de RyR). Ces « feet » sont denses auxr@hscen microscopie électronique et
enjambent 'espace entre le RS jonctionnel et beil@+T giock et ai, 1088). L€ RYR a également
été identifie dans des zones de RS non jonctiqBighyet al, 1992)0U il N’est donc pas couplé
au DHPR. Il existe trois isoformes du RyR, codémstwis génes différentgiceherson & campbel,
1993: Meissner, 1994)iSOl€es grace a leur interaction avec’]Ryanodine (Tableau 1). RyR1 est
exprimé dans le muscle squelettique, RyR2 dansdarcet le cerveagturichi et al, 1994y €t

RyR3 est ubiquitair@akamateet al, 1992)

Tableau 1: Clonage des différentes isoformes du RyR

Clonage Localisation chromosomique chez 'homme
Lapin (Takeshima et al., 1989) 19912-q13 (McCarthy et al., 1990)
RyR1 (Zorzato et al., 1990)
Homme (Zorzato et al., 1990)
Lapin (Otsu et al., 1990) 1942.1-g43 (Otsu et al., 1993)
RyR2 (Nakai et al., 1990)
Homme (Tunwell et al., 1996)
RyR3 Lapin (Hakamata et al., 1992) 15q14-g13 (Sorrentino et al., 1993)
Homme (Nakashima et al., 1997)

Les séquences primaires de ces trois isoformeemerg 65% d’homologies et trois
zones de divergence (D1, D2, D3) qui seraient msgades de leurs différences
fonctionnelleSsorrentino & volpe, 1993: Tunwett al, 1996) (Figure 10). D1 (Figure 10, en jaune) serait
impliquée dans la sensibilité & la caféine et atl @ge: a1, 2000 D2 (€N bleu) serait la zone de
couplage pour le VICRperezet al, 2003) €t D3 (en vert) serait le site d’inactivation dyMRR

dépendante du Eyayeket al, 1999)
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Figure 10: Localisation des zones de divergence ds®formes du RyR de lapin.Schéma adapté d'aprés
Ogawa et al., 2000 et Sorrentino et Volpe, 1993.

La topographie précise du RyR est encore impanfete connue. Plusieurs modéles ont été
présentés suivant l'analyse de la séquence, deequateshimaet al, 1989) & dix hélices
transmembranairegorzar et al, 1990y Un modele a huit hélices transmembranaires danoul
d’'une vérification expérimentale de l'insertion digagments de RyR couplés a la GFP
(Green Fluorescent Protein) a eté défini par Dal g et ai, 2002) Plus récemment, des travaux
réalisés par Meur et al. sur la rétention du RyRsda ER par ses hélices transmembranaires
ont remis en cause l'existences des deux premi@aes transmembraines et ont finalement
montré que le RyR possede six hélices transmembean@&igure 11, S1 & S@)eur et al, 2007)
C’est I'association de ces domaines transmembehaui forme le pore du can@ha et ai,
1997y Les extremités N-terminales et C-terminales soutes deux cytoplasmiqu@iy et al,
1994: Grunwald & Meissner, 199530%0 de la protéine étant localisée sur la fatesoyique.

Figure 11: Topographie du RyR a six hélices transnmebranaires. Schéma adapté d’apres Meur et al., 2007.
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RyR1 est essentiel au couplag-EC: son ablation tzhepuris est |étalgakeshimaet al,
1994: Takeshimat al, 1995) €S souris meurent d’asphyxie aprées la naissaacél n’y a plus de
couplage-EC pour déclencher la contraction des lesistespiratoires. Seul RyR3 est
fonctionnel dans le muscle squelettique de sou®s RYR1 (takeshimaet al, 1995y Mais il est
cependant insuffisant pour permettre la survieatarhal. Du fait de I'absence de « feet » de
RyR dans les triades, ces souris sont dites « dipes ».

RyR2 est indispensable a la contraction du musidiague chez I'adulte ce qui n’est
pas le cas au stade embryonnaire: le coeur des ensbde souris KO RyR2 bat grace a
I'entrée de C& par le DHPR (Takeshimaet al, 19980y Toutefois les embryons présentent des
malformations cardiaques dramatiques ce qui suggéeee RyR2 est essentiel au bon
développement du cceur. Les souriceaux ne survigeet pendant dix jours apres la
naissance. La mort serait due & une surchargeyoaldes cellules. Le €aqui entre dans le
cytoplasme est stocké dans le RS. Lorsque ce dezstesaturé (il apparait alors large et
vacuolisé en microscopie électronique), I6'G cytoplasme entre dans les mitochondries et
provoque des dégats irréversibles. L’homeéostad@qe® est complétement perturbée dans
ces cellules. Au stade embryonnaire, RyR2 servaiagi de valve de sécurité pour libérer le
C&* du RS dans le cytoplasme.

La fonction de RyR3 est mal comprise. Jusqu'a mitigeseul défaut identifié chez la
souris KO RyR3rakeshimat al, 1996) €St une hyperactivité locomotrice, attribuée pdee de ce
canal dans le cerveguakamataet al, 1992 Takeshimaet al, 1994y L'expression de RyR3 n’est pas
détectable dans les cellules musculaires indiffééms et a été mise en évidence dans les
cellules différenciéegraroni et al, 1997y IN Vivo, ce canal est exprimé a partir de E13 chez la
SOUriS (pisaniello et al, 2003) €t devient indétectable chez I'adulte (sauf damssdleus et le
diaphragme)gertocchiniet al, 1997y C€ qui suggere qu’il est impliqué dans la diffi@iation du
muscle squelettique. La fenétre d’expression deXRgbBuvre donc la période périnatale, au
cours de laquelle il joue un role dans I'amplifioatdes signaux calciques de RyR1 par CICR

(Yanget al, 2001).

b. Activation de la libération de C&*

L’étude de la fonction canal du RyR par différenteshniques comme I'imagerie
calcique ou le voltage clamp requiert un arsenarplacologique adapté. Certains agonistes
ou antagonistes sont totalement artificiels comme4ichlorom-crésol (4-@nC) ou la

ryanodine, d’autres ont une réalité biologidguesivo comme le C&. Ainsi le RyR peut étre
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activé par le C4 a faible concentration, de I'ordre du pdhneidert a1, 1004y Une concentration
de C&" plus élevée, de I'ordre du mM, inhibe Son ouvVe&tugissneret al, 1997)

Comme le C%, la ryanodine, un alcaloide de plante, moduledafarmation du RyR en
fonction de sa concentration. Elle accede a ses sli¢ liaison lorsque le canal est ouvert
(Callawayet al, 1994) €t le bloque dans cet état lorsqu’elle est faileleihtoncentrée (<10 uM). A
forte concentration (>100 uM) la ryanodine bloga&klR en conformation fermée.

La cafeine, les adénonucléotides (ATP, AMRo, 1977y CADP-ribose) et le 4-40C (gschwendet

al, 1999) Sont d’autres agonistes du RyR. Parmi ses antsigsnon trouve le dantrolene, le

rouge de ruthénium et le Mg

Dans la cellule musculaire squelettiguevivo, le RyR est activé par le €aou par
activation directe par le DHPR lors de son changenue conformation suite a la

dépolarisation de la membrane plasmique (VIR & saike, 1999)-

L’activité du RyR est régulée par les protéineslgusont associées, mais également
par des modifications de son état rédox par I'okgda I'alkylation ou la S-nytrosylation. La
S-nitrosylation du RyR par les RNS (Reactive NigogSpecies), produites par les
mitochondries ou la NO synthase, augmente sa sktiésid la température et diminue sa
sensibilité & I'inhibition par le G4 ce qui augmente le relachement dé*@a résulte en un
canal fuyant pouvreau et al, 2004; Belinger et al, 2009) pouvant contribuer au mécanisme

physiopathologique des myopathies.

c. Les pathologies génétigues associées au RyR

Plus de 200 mutations ont été identifiees sur tausgquence du RyfRonnieret al, 2005)

Ces mutations sont associées a différentes myasadoint les myopathies structurales a core
et a I'hnyperthermie malignger anesthésique (HMphonnieret al, 2001)

Les cores sont des désorganisations des sarconwsdsdes en microscopie
électronique, avec une prolifération du réseau wriles transverses et une absence de
mitochondries caractérisée en histologie par I'absed’activité oxydative. Dans le cas des
myopathies congénitales a core centraux (CCD: @kerore Disease), ces zones de
désorganisations se situent au centre des fibrégpeel et peuvent s’étendre sur toute leur
longueur romeroet al, 2005y L€S myopathies a multiminicore (MmD: MultiminieDisease)

présentent de nombreux cores de petite taille @sfdres de type | ou Hunardi & Monnier, 2004)
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Ces myopathies sont a transmission dominante @ss&® et sont provoquées par des
mutations dans la partie C-terminale du RyR (fordmminante) ou tout au long de la
séquence (forme récessive). Cependant la claggificentre CCD et MmD est parfois
difficile et il semble exister un continuum entes ldeux pathologies. Le tableau clinique des
patients atteints de CCD peut aller de la faiblessgsculaire proximale modérée a
I'hnypothonie néonatale majeure, voire a une akanésetale. Les patients atteints de MmD
présentent une faiblesse musculaire axiale égakeassez variable, mais plutot plus sévere
que dans le cas de CCD. Cette pathologie est sbuiam a des mutations de la
sélénoprotéine N.

L'HM est une maladie pharmacogénétique dont lesesri chez les individus
susceptibles, sont déclenchées par I'utilisati@anésthésiques halogénés. Le tableau clinique
de ces crises est caractérisé par une hyperthetmia hypermétabolisme, une contraction
généralisée et une hypercapnie. Si la crise d’'Hébtnpas immédiatement prise en charge et
traitée au dantroléne elle peut étre fatale. Lesatimns HM sont a transmission dominante et
sont principalement retrouvées dans deux domaMeyd, et MH2, localisés dans les parties
N-terminales et centrales du RyR. Le statut clieitdM est établi par un test de contracture
in vitro (test IVCT) sur biopsie qui évalue la sensibititémuscle a différentes concentrations
de caféine et d’halothane.

3. Latriadine

a. Le géne de la triadine

Quatre isoformes de la triadine du muscle squglettiont été clonées au laboratoire,
Trisk 95, Trisk 51(thevenonet al, 2003y Trisk 49 et Trisk 32 (Trisk pour Triadin SKelgtdé
chiffre indiquant le poids moléculaire apparentl@grotéine)yassiopouloset al, 2005) Il existe
également une isoforme cardiaque, CT1 (équivalenterisk 32). Toutes ces isoformes,
cardiaques et squelettiques, sont issues de lagesalternatif d’un seul et méme gene. Ce
gene de 41 exons et de 420 kb est situé dansitanrég22-6923 chez 'nommghevenonet al,
2003y 1risk 95 comporte les 41 exons (Figure 12). TH&kest issu de I'épissage alternatif de
I'exon 21 (en bleu sur la Figure 1g)evenonet al, 2003y Trisk 49 de I'exon 20 (en orange) et
Trisk 32 de I'exon 8 (en ros@)assiopouloset al, 2005y Dans le ceeur, I'épissage alternatif de CT1
est réalisé par une protéine du spliceosome (SRp&8lie spécifiquement I'exon 8 bis du

pré-ARNm de CT1 et favorise son inclusion dans IM®R enget al, 2009)
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Figure 12: Organisation du géne de la triadineLe géne de la triadine comporte 41 exons numésuése
schéma. Les exons blancs codent pour les partitemooes des différentes isoformes de la triadine.eb®ns
gris clair codent pour les parties communes a ®$kTrisk 51 et Trisk 95. L'exon 21 en gris fong@st
commun qu’'a Trisk 51 et Trisk 95. Les exons colmént les exons spécifiques de chaque isoformesaprée
épissage alternatif. Les tétes de fleche situsntdelons stop de Trisk 51 et Trisk 95. Fushia:s&ge alternatif

de Trisk 32/CT1, orange: Trisk 49; bleu: Trisk Sért: Trisk 95.Schéma adapté de Thevenon et al., 2003.

b. Les isoformes cardiagues et squelettiques

La triadine est une protéine du RS dont le diagrandthydrophobicité et des
expériences de protéolyse ménagée montrent qu'elmporte un seul domaine
transmembranair@nudson et al, 1993y SON extrémité N-terminale étant cytoplasmiquesat
extremité C-terminale étant intraluminaj@any et a, 1905y L'hélice transmembranaire est
constituée des acides aminés 48 q«Rfsonet al, 1993y LES quatre isoformes de la triadine qui
ont été clonées au laboratoire (Trisk 95, Trisk Bidsk 49 et Trisk 32) sont représentées sur
la Figure 13. La partie N-terminale est communeugets les isoformes qui se distinguent par
la longueur de leur partie C-terminale et par ledesniers acides amineés, spécifiqgues a

chacune d’entre elles (en couleur sur la Figure 13)

N-Ter  hélice o C-Ter
y T95

1 4868 438 687
| T51
1 438 461
e — T49
1 438 442
1 264 287

Figure 13: Les isoformes de la triadine du musclegsielettique. Isoformes de la triadine clonées chez le rat. La
séquence N-terminale contient les 47 premiers aca&inés. L’hélice transmembranaire (symbolisée yvar
rectangle noire) est composée des acides aminés68 Les quatre isoformes sont identiques justiatde
aminé 264, a partir duquel Trisk 32 a un domairécifigue. Les trois autres isoformes sont identgusqu’a
I'acide aminé 438. Les parties colorées correspara@x domaines spécifiques.
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Trois isoformes de la triadine ont été clonées densceur: CT1 (31 kDa), CT2
(33 kDa) et CT3cuoet al, 1996b: Honet al, 2001y CT1 est parfaitement identique a Trisk 32. Ité& é
montré que CT2 est en réalité une isoforme gly&esyle CT Lkobayashi & Jones, 1999; Horg al,
2001y CT3, selon les auteurs, présente un poids malgéeule35 kDa (Hongt al, 2001) ou

de 95 kDacuoet al, 1996b)SON existence n'a pas été clairement démontréla jaite.

Les modifications post-traductionnelles connue® goar sont laN-glycosylation sur
I'asparagine en position f&ybayashi & Jones, 1998t 1a phosphorylation par la Calmoduline kinase
sur la partie N-terminal@amianiet al, 1995y Il @ été montré par I'équipe de S. Cala quélia
glycosylation de CT1 la protege de la dégradatimigy protéasomgiistein et al, 2008)

Toutes les triadines excepté Trisk 32/CT1 ont wyséine en position 270. Trisk 95 en a une
supplémentaire en 649. Ces deux cystéines sur T9Bk permettent la formation

d’homopolymeres de haut poids moléculaire jusq@@3kDa par ponts disulfur@soemminget

al., 1999)

c. Localisations et partenaires

Trisk 95 et Trisk 51 sont localisées dans les &$adu elles sont colocalisées et
associées avec RyRssiopoulost al, 2005)Via les acides aminés cytoplasmiques N-terminaux 1
a 46(Gronet al, 1999) Mais €galement par leur partie C-terminale intréhale uo & campbel, 1995)
Elles sont également colocalisées avec la calstmMegassiopouloset al, 2005, €t/0U associées
(Guo & Campbell, 1995)

Trisk 49 se situe dans le RS longitudinal et cdlseaavec la titine & l'interface des
bandes A et {vassilopoulost al, 2005y AUCUN partenaire ne lui est connu pour le momesais elle
pourrait étre associée avec la titine.

Dans le muscle squelettique, Trisk 32 se troussiadans le RS longitudinal entre les
triades ou elle est colocalisée avec le Récepteurflmbsitol 1,4,5 Trisphosphate type |l
(IPsR-1ll). Son association avec ce canal calcique @i a&Rété montréen vitro dans des
cellules transfectées avec 'ADNc de Trisk @gssilopouloset al, 2005y Dans le cceur, CT1 est
associée avec RyR2 et la calséquestrine 2 dardiddsscuo et al, 1996a) Elle interagit avec
RyR2 et avec la calséquestrine 2 par des régioasyébs composées d’'une alternance de
lysines et de glutamates, dites « KEKE ». Son awtgsn avec la calséquestrine, du type
« polar zipper »perutzet al, 1993y S€ fait via ses acides aminés 210 a 224 chaag@svement

avec la région riche en aspartates de la calsémessthargée négativemeRrdbayashiet al, 2000;
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Terentyevet al, 2005) La séquence 210 a 224 de la triadine formeraiteuiilet3, n'impliquant

dans cette interaction que les acides amin€s paiSashiet al, 2000) (Figure 14).

201 21 223

. ERATE]|] KVGKEYVY
Trisk 32 /NANUNNANUNNNNNNN
K EKKEJKKEKGA QK K

1111 t

calséquestrine 2

200

Figure 14 : Acides aminés impliqués dans l'intera@n triadine-calséquestrine.Le domaine d'interaction de
la calséquestrine 2 sur Trisk 32 est situé dameri@ 200 a 224 et implique les acides aminés dardomaine
d'interaction de la triadine sur la calséquestastlocalisé dans la région riche en aspartatadeédes aminés
354 a 367Schéma adapté de Kobayashi et al. 2000.

d. Fonctions

Lors de sa découverte, il a été supposé que tirteaservait de lien entre le RyR et le
DHPR (caswellet al, 1901y Cette idée fut abandonnée, son extremité N-texl@ide 47 acides
aminés étant trop courte pour couvrir la distangiesgpare les deux membranes. La fonction
des triadines (ou plutdt de Trisk 95 dans le musgleelettique et de Trisk 32 dans le cceur) a
ensuite été étudiée uniquement en lien avec satiaisn avec le RyR et donc uniquement
dans le cadre de la régulation des relachemen@side Cependant les résultats sont parfois
contradictoires et sa fonction de régulation déactements de Gapar le RyR reste mal
comprise.

L'application de triadine purifi€@nkuraet ai, 19098) OU du peptide contenant les acides
aminés N-terminaux 18 a 46on et al, 1999) SUr du RyR dans une bicouche lipidique diminue
puis supprime totalement les relachements d& @a RyR en diminuant la probabilité
d’ouverture du canakron et al, 1999y C€ qui tend a donner a la triadine une fonctidnbitrice
des relachements de TaA linverse, des résultats récents ont montré kamplication de
triadine purifiée sur du RyR en bicouche lipidigaeplutdt une action activatrice car elle
augmente la durée d’ouverture du RyR et diminugusée de fermetur@ei et al, 2009)

Il a été montré au laboratoire que la surexpresdeifirisk 95 dans des cultures primaires de
myotubes de rat par infection avec le vecteur \idV/-Trisk 95 abolit le couplage-EC en
découplant le RyR du DHPRRezgui et al, 2005y travaux auquels jai contribué durant mon
Masterl et auquels j'ai été associée lors de ldigation (Triadin (Trisk 95) overexpression
blocks excitation-contraction coupling in rat skalemyotubes. S.S. Smida-Rezgui, S.
Vassilopoulos, J. Brocard, J. C. Platel, A. BourGnArnoult, S. Oddoux, L. Garcia, M. De
Waard, |. Marty.) La surexpression de Trisk 95 ding également I'entrée capacitive dé'Ca

(Vassilopouloset al, 2007y D€S travaux menés au laboratoire de L. Csernoctadignée de cellules
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musculaires C2C12 et sur des cultures primairesngetubes de souris infectées avec ce
méme virus AdV-Trisk 95, ont montré que la suregpi@n de Trisk 95 diminue la fréquence
des sparks ainsi que la fréquence et 'amplituderdiéchements de Egpar le RYRFodoret al,

2008y A l'inverse, la baisse de I'expression de Trigkgar shRNA augmente la fréquence des
sparks, et sa suppression par RNAi augmente ladrég et 'amplitude des relachements de
Ca" (Fodoret al, 2008y C€S résultats tendraient & montrer un role itdibide Trisk 95 sur les
relachements de &apar le RyR et sur le couplage-EC.

Pourtant, la suppression de linteraction RyR/inadpoar expression d’'un RyR ne possédant
pas les domaines d’interaction avec la triadinesales myotubes de souris dyspédique abolit
totalement le couplage-Egoonasekerat al, 2007y D& méme, la baisse de Trisk 95 par siRNA dans
les cellules C2C12 diminue les relachements dé @aRyRwanget a, 2009y DoONc & linverse,
ces deux derniéres publications auraient tendansepposer un effet plutét activateur de
Trisk 95.

De facon globale, toute modification du taux desR®5 semblerait réduire le couplage-EC
(Marty et al, 2009) (Triadin: what possible function 20 years later®larty, J. Faure, A. Fourest-

Lieuvin, S. Vassilopoulos, S. Oddoux, J. Brocard).

La fonction de Trisk 51 n'a été étudiée qu’au laboire, en surexprimant la protéine
dans des cultures primaires de myotubes de ra¢ gndwirus AdV-Trisk 51. Contrairement a
Trisk 95, aucun effet d0 a la surexpression dekTsisn’a été observeé sur les relachements de
Ca* par le RyRRezguiet al, 2005 Ces deux résultats montrent clairement que les ti@adines
n'ont pas la méme fonction dans le muscle squeietti

La suppression totale de toutes les isoformes deadine par invalidation génique
chez la souris (knock out, KO) ne compromet pasulzie des animaux ni leur capacité de
reproductionsnenet al, 2007y Une baisse des stocks calciques et des relachedecd’ par le
RyR a été montrée lors d'une stimulation électrigies myotubes en culture primaire

provenant de ces souris.

Dans le cceur, la fonction de CT1/Trisk 32 n'a étddi€e que par surexpression,
jusqu’a cette année, et les résultats sont moijgissa controverse que pour Trisk 95. Une
souris transgénique a été créée en 2001 avec lagliéérentes expériences ont été réalisées
(Kirchhefer et al, 2001y Tout d’abord, des expériences de voltage clampmamtré que la
surexpression de Trisk 32 diminue I'entrée d&'Qear le DHPR et augmente la durée

nécessaire a son inactivation. Cependantellulo, la concentration de €aest augmentée
38



TRODUCTION

dans le cytoplasmgirchheter et al, 2001y Cette contradiction peut étre due a une actinatie
RyR2 par la surexpression de Trisk 32 qui a étéomdérde par ailleurs. Des expériences
d’'imagerie calcique dans des cultures primaireseatie souris transgénique ont montré que la
surexpression de CT1/Trisk 32 augmente la durd@mplitude des relachements de?Ca
(Kirchhefer et al, 2007; Kirchhof et al, 2007y La Synthése de ces différents résultats indique q
CT1/Trisk 32 serait donc plutbt activatrice de RyR2t effet activateur du RyR est d'ailleurs
responsable d’arythmies ventriculaires déclenchgas les catécholamines (tachycardies
ventriculaires polymorphiques catécholaminergiqu@sPC) qui ont été mise en évidence

dans tous les modeéles d’étude CT1/Trisk 32.

Le coeur de la souris KO triadine publiée en 200étéa étudié et présente une
diminution des relachements de ?Cagar le RyR et une augmentation du®Cdans le
cytoplasme probablement due a la diminution du mendle canauychopraet al, 2009y D€ fagon
surprenante, comme dans la souris transgéniqusugexprime Trisk 32, la durée nécessaire
a l'inactivation du DHPR est plus élevee que lanmale dans la souris KO triadig@chneferet
al., 2001; Chopraet al, 2009y La taille du RS jonctionnel est augmentée daresder de la souris KO
triadine, et le nombre de contacts RS jonctionmellte-T, ainsi que leur surface, sont
diminués.

Ces deux souris génétiguement modifiées, I'unexguireant Trisk 32/CT1, l'autre n'ayant
plus Trisk 32/CT1 (ni CT3) présentent des troulllegythme cardiaque, avec une altération
du RS.

Globalement la fonction de la triadine, surtout slde muscle squelettique reste
relativement mal définie, son étude fournissanhdmbreux résultats contradictoires. Il est
cependant certain gu’elle module le couplage etkoitacontraction, tant dans le muscle
squelettique que dans le muscle cardiaque. D'quare les modéles de souris génétiguement
modifiées laissent supposer que la triadine pauétee impliguée dans la mise en place ou le
maintien de l'architecture de la triade. En efige mauvaise orientation des triades a été
observées dans le muscle KO triadine: 30% desesiadl muscle KO sont longitudinales,

paralléles a I'axe du muscle, au lieu d'étre transaleSshenet al, 2007)

4. Lajunctine

La junctine est une protéine du RS de 26 kfd@set ai, 1995 Clonée chez le chien, le

lapin et 'hommerreveset al, 2000y Elle provient de I'épissage alternatif du gene8gh2.1 chez
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I’'homme, gene qui code également pour la junct@2ekDa) et I'aspartatB-hydroxylase (90
kD), deux autres protéines transmembranaires ddRm et al, 1994: Trevest al, 2000)

La junctine n’est exprimée que dans les muscléssgffnes: al, 1995) Elle est composée
d’'une partie N-terminale cytoplasmique de 22 acig®snés, d'une partie transmembranaire
de 21 acides aminés et d’'une partie C-terminalalinhinale de 165 acides amingsoet al,

1994: Zhanget al, 1997) L& Sséquence C-terminale possede un domaine KEKdStedonc chargée
positivement. Les séquences transmembranaires fladine et de la triadine présentent
60% d'identit€yoneset al, 1995)

La junctine est localisée dans les triaggsiani & Margreth, 1990; Jones al, 1995) OU €lle est
associee a la calséquestrigi@nget al, 1007y au RyR via ses domaines KEKfranget al, 1997;
Kobayashiet al, 2000y €t @ la triadine. Le domaine d’interaction dguactine sur la triadine est
localisé entre les acides aminés 69 a 264 de é&alite, c’est-a-dire dans le domaine
intraluminal commun a toutes les isoformes quiéslement impliqué dans I'association
avec le RyR et la calséquestrine. La junctine a@r#a fois, une fonction structurale dans la
triade, et régulatrice des relachements dé.E&n effet, la surexpression de la junctine dans le
coeur (souris transgénique), qui conduit a une baiks 50% de la triadine, provoque la
réduction de I'épaisseur des citernes terminalex amne augmentation de la densité de la
calséquestrine sous les feet de RyR, ainsi qugriantation des contacts entre la citerne
terminale et le tubule-Tznanget al, 2001y CeS caractéristiques étant parfois observées ldans
coeur de souris sauvage, les auteurs pensent gépadition de la junctine dans les triades
est variable. La suppression de la junctine, qaastle, provoque la mort prématurée des
souris, puisque 25% meurent avant trois mois et 0%t un anyuan et ai, 2007y Ces deux
souris génétiqguement modifiées, I'une surexprimanunctine I'autre ne I'exprimant plus,
présentent des troubles du rythme cardiaque, wybtinardie et des fibrillations auriculaires
liées a une hypertrophie dans le cas des sounisgéaiques, et des TVPC dans le cas du KO.
Ces resultats indiquent que la junctine pourraibirawne fonction de régulation des
relachements de &a Cette hypothése a été étudiée par différents nsogei ont montré
qu’elle régulait effectivement les relachementRyR et transmettait la sensibilité au’Cde

la calséquetrine au RyR au méme titre que la tf&djorkeet al, 2004)

La junctate est une protéine du RS de 32 kDa, detate identique a la junctine,
exprimée dans de multiples types cellulaires. Bia@gagent d’ailleurs les mémes domaines
N-terminal et transmembranaire. La partie C-termeinde la junctate est commune a
I'aspartate3-hydroxylase mais sans le domaine catalytique. édtechargée négativement, ce

qui lui permet de lier le G4 avec une haute capacité et une faible affinité menfront
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montré des expériences de liaison"ALel™ (rreveset al, 2000y LA junctate est associée a e
dans la lignée de cellules COS-7 ou sa surexpressigmente significativement la libération
de C&" par I'lPsR lors d’une stimulation & I'ATRrreveset al, 2000 : Trevest al, 2004)
L'aspartate3-hydroxlase  (Asph) partage également Ila méme séguen
transmembranaire que la junctate et la junctineyaloe qui présente 60% d’identité avec la
triadine (Figure 15). Des expériences de fractiomm® du RS cardiaque ont montré que
I’Asph a une localisation différente de la junctatede la junctine qui, elles, sont dans les
mémes fractiongrreveset al, 2000y L€ domaine transmembranaire pourrait donc étyaigue
dans la rétention de ces protéines et de la teadiéms le RS mais pas dans leur adressage a la

triade.

1 10 21

| 4 + |

Junctate trl10Q920F310920F3_HOU  HFHYIALLGYHTSYAYYHFD

Asph tr1Q9EQG4109EQE4_HOU  HFHYIALLGYHTSYAYYHFD
Trisk 32 trlQ8YINIIQ8YINI_HOU AHLLYIALIITHSAYAIYHF

Consensus HF$YIALlgwHesYA!YwFd

Figure 15: Alignement des séquences transmembranas de la junctate, de I'aspartatgd-hydroxylase et

de Trisk 32. L'alignement montre la forte homologie de séquefamedes aminés en rouge dans la séquence
consensus) de I'hélice transmembranaire de cegipestdu RS. Les séquences utilisées pour ceteafignt
sont les séquences des trois protéines clonéesahenris.

5. La calséquestrine

La calséquestrine est une protéine intra-luminal®8 jonctionnefriegelet al, 1987: scotet
al, 1988) qQui est dépourvue de la séquence canonique detiogtelans le RS lysine-aspartate-
glutamate-leucine, nommée séquence KDRlaro & peiham, 1987) Sa rétention dans le RS
jonctionnel est donc réalisée par un mécanismenmeoEn présence de fortes concentrations
de C&', la calséquestrine forme des polyméres linéaingssqnt essentiels & sa bonne
localisation dans I&s wanget al, 1998; Parket al, 2003; Choet al, 2007) (Figure 16). Ainsi, I'insertion
d’étiquettes dans la séquence de la calséquestninks modification du milieu intraluminal

du RS, provoquent la perte de la rétention ded&preouieet al, 2006)
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Figure 16: Les étapes de polymérisation de la catpdestrine. Représentation schématique de la
polymérisation de la calséquestrine. La calséqnesgxiste sous forme de monomeéres ou de polyntires
différents poids moléculaires. Le domaine N-terrhdwla calséquestrine lui permet de se dimériger feont-
to-front ». L'extrémité C-terminale libre permet tétramérisation et la formation de polyméres lirgsade
haut poids moléculair&schéma d’aprés Park et al., 2003.

La calséquestrine est une protéine qui piege & &proximité du RyR avec une forte
capacité mais une faible affinif@acLennan & wong, 1971)Elle est reliée au RyR par la junctine et
la triadine de facon C& dépendante: cette interaction est abolie en présele fortes
concentrations de Chitchel et al, 1088y Sa séquence d'interaction avec la triadine estliwée
dans sa région riche en aspartate, donc chargégivegent, entre les acides aminés 354 a
367 (Figure 14)shinet ai, 2000y |l existe deux isoformes de la calséquestrine2escpar deux
genes différents: une isoforme squelettique, Iaécplestrine Fiegelet al, 1987) €t une isoforme
cardiaque, la calsequestrine ot et a, 1088y EN réalité, si le cceur n'exprime que la
calséquestrine 2, les deux isoformes sont préselases le muscle squelettique, dans des
proportions différentes au cours du développemepndonction du type de fibre. Dans les
fibres lentes immatures, I'isoforme la plus aboridast CSQ 2, qui est ensuite co-exprimée
avec CSQ1 dans un rapport de une CSQ2 pour traEl@8ez I'adult@pamianiet al, 1900y Dans
les fibres rapides, la calséquestrine 2 dispamd@tldament aprés la naissance, et seule la
calsequestrine 1 est exprimée chez I'adii@nettcet al, 1093y La calséquestrine tamponne le
C&* dans la lumiére du RS et permet de conservemaettration de Ca libre relativement
basse, ce qui facilite I'entrée de °Cgar SERCA contre le gradient de concentration. La
calsequestrine a été impliquée dans la régulatioRyR: comme activatesnkuraet al, 1995)OU
comme inhibiteUggeardet al, 2002y Elle aurait une fonction de senseur intralumielC&" pour
le RyR (Gyorkeet al, 2004}

L’étude la fonction de la calséquestrine a étéigéal par sa surexpression, sa
suppression et sa mutation. La surexpression dalégquestrine 2 dans des cardiomyocytes
ISOl€STerentyevet al, 2003; Milleret al, 2005y OU dans des souris transgeniqu@Sst al, 199s; satet al, 1998)
augmente la capacité de stockage dti @ans le RS ainsi que I'amplitude des relachements

de C&". La suppression de la calséquestrine 1 par KCctaffa structure des triades, la
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quantité et la cinétique des relachements dé Gaiiniet a1, 2007 Dans les muscles KO CSQ1,
la quantité de RyR est fortement augmentée tandisla quantité de triadine et de junctine
reste inchangée. Les citernes terminales sonttesdet les triades dédoublées, ce qui peut
permettre a la fois le stockage d’'une plus grangentité de RyR, et la compensation de la
réduction de la taille des citernes terminales’pagmentation de leur nombre. L’'ablation de
la calséquestrine 1 a des conséquences plus dgastpour 'EDL, un muscle rapide, que
pour le soleus, un muscle lent qui a donc de Isécplestrine 2 pour compenser la perte de la
calséquestrine 1. Ainsi, 'EDL de souris KO calsésjine 1 se contracte beaucoup plus
lentement que le WT. Des expériences d'imagerieigqat sur des cultures primaires de
myotubes ont montré que les relachements dé& @alenchés par une stimulation électrique
sont fortement réduits dans les KO. Cette dimimute C&" relaché au cours du VICR peut
expliquer la lenteur de la contraction de 'EDL KIOEDL a également une augmentation de
la résistance a la fatigue qui résulterait du demeint de la quantité de mitochondries. Une
conséquence surprenante de la perte de cettenaaét la sensibilité des souris au stress
thermique et aux anesthesiques halogéneés (halQthafeseet a, 20000 LOrsqu’elles sont
exposees a ces stress, les souris KO calséquedtrifpdus particulierement les males)
présentent une contracture généralisée conduisaméua déces, réaction qui mime
I'hyperthermie maligne. Chez 'homme aucune mutatdle CSQ1l n'a été associée a
I’hyperthermie maligne jusqu’a présent.

La perte de la calséquestrine cardiagi&@mannet al, 2006) N€ provoque d'altération des
relachements de €aque lors de stimulations catécholaminergiquesguieprovoque des
TVPC. A la perte de la calséquestrine 2 s’ajoute baisse drastique (environ 70%) de la
triadine et de la junctine dans le cceur. La baisskexpression de ces protéines est un frein a
I'interprétation des résultats car les souris Ki@dine et junctine développent également des
TVPC.

A ce jour, aucune pathologie humaine n'a été aéso@ une mutation de la
calséquestrine 1. Mais différentes mutations patiiques ont été mises en évidence dans la
calsequestrine gim et al, 2007y Les mutations R33Q et D307H empéchent sa polgatgon et
la mutation L167H provoque I'agrégation de la pireeé Dans tous les cas, la capacité de
stockage du C4 est limitée et les patients présentent des TVRCmutation R33Q créée
chez la souris mime la pathologie humaine avecTd42C. Elle induit également une forte

baisse de la triadine cardiaqig;i et ai, 2008)
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6. EKBP12

La protéine FKBP12, la protéine de 12 kDa qui lieiunosuppresseur FK506, est
associee avec la partie cytoplasmique de chaqueonmere de RyRIjayaramanet al, 1992;
Wagenknechet al, 1996) L'isoforme cardiaque, FKBP12.6 est associée &¥R2 (Lam et al., 1995) 1l @
été montré par des expériences en bicouche lipdige FKBP12 stabilise les états ouverts et
fermés du RYRrilantes et al, 1994; Kaftanet al, 1996; Ahemet al, 1997; Xiaoet al, 1997y L€S muscles
squelettiques de souris KO FKBP12 sont normauxs fi@amajorité des souris meurent entre
E14,5 et la naissance a cause d'une cardiomyopaéivieresnou et al., 1998) Si les muscles
squelettiqgues ne présentent pas de défaut de gmupl@, les étudem vitro en bicouche
lipidiqgue ont montré une forte augmentation de tabpbilié d’ouverture de RyR1 et de
RyR2. Dans le cceur, lisoforme FKBP12.6 ne competsec pas la perte de FKBP12.
L’hypothése avancée est que laugmentation de terdiion de CH augmente la
concentration de Gadans le cytoplasme au repos, et provoque desmbtias au cours du
cycle de contraction cardiaque générant donc uneliocayopathie. Ce phénotype
cardiomyopathique reproduit les effets observész dieomme lors de traitements avec
I'immunosuppresseur FK506. Les males KO FKBP12:&: ., 2002)présentent également une
hypertrophie cardiaque. Celle-ci n’est reproduiteez les femelles que lorsqu’elles sont
traitées au tamoxifene, un antagoniste des reaspt@ux oestrogenes. Les oestrogenes
semblent donc protéger contre les dérégulationthdeéostasie calcique. Cette différence
de sensibilité aux altérations de 'homéostasieigaé entre males et femelles a également
été observée chez les souris KO calséquestrine ILB®), mais jusqu’a présent aucune
hypothese n'a été formulée pour expliquer cettdééihce de sensibilité. Il semblerait

toutefois que la piste des oestrogenes soit agyier.
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C. Autres mécanismes de I’'hnoméostasie calcique

Les relachements de €dors du couplage excitation-contraction s'incrivelans le
cadre de I'homéostasie calcique. Les mouvementsoatentrations de G4 dans les
différents compartiments cellulaires sont régulés ge nombreux mécanismes, comme les
échanges de Gaentre le RS et les mitochondries ou I'entrée ciéipac Le maintien de cet
équilibre implique une régulation fine des entréesles sorties de €apar les différents
canaux calciques présent dans la membrane de cloagaeite. Parmi les acteurs de cette
homéostasie calcique se trouvent les protéinesRiID, @ais égalements I'iR, VDAC, et les
protéines de I'entrée capacitive, STIM1, OrailestTRPC.

1. Le récepteur de I'lP3

Le récepteur de I'lP (IPsR) est un canal calcigue du RS qui partage des
caractéristiques structurales et fonctionnellexdeeRyR. Il a été purifié pour la premiére
fois a partir du cervelet de rat ou il est tresratamt sypattaponet al, 1988y Tr0iS isoformes de
I'lP 3R provenant de trois génes différents ont été els@guicniet al, 1989; Rosst al, 1992; Blondekt al,

1993; Pateket al, 19995 IP3R-l, IPsR-1I et IPsR-IIl (Tableau 2). Leurs séquences en acides aminés
présentent 60 a 80% d’identités surtout dans leadloende liaison a I'lPet dans le pore du
canal(patelet al, 1999; Tayloret al, 1999) L'IP3R est un tétramere dont chaque sous-unité estiddenv
300 kDa. Les monomeres peuvent former des homoesuhdtérotétramergssepnet al, 1995;

Joseplet al, 1997)

Tableau 2: Clonage des isoformes de I'fR chez le rat, la souris et 'homme.

Rat Souris Homme
Nombre d'aa 2750 2749 2695 (314kDa)
IP3R-| Lopahsgtmn 3p25-26
génomique
publication Mignery et al., 1990 Furiuichi et al., 1989b Yamada et al., 1994
Nombre d’'aa 2701 (307kDa) 2701
IP;R-1] Localisation 12p11
génomique
publication Sudhof et al., 1991 Ross et al., 1992 Yamada et al., 1994
Nombre d’aa 2670 (304kDa) 2671
IPsR-1I] Localisation 6p21
génomique
publication Blondel et al., 1993 Kume et al., 1993 Yamamoto-Hino et al., 1994

Chaque monomeére contient un domaine N-terminalptgsmique (85% de la masse
de la protéine), six hélices transmembranairesuEig 7, TM1 & TM6)wmichikawaet al, 1994: Galvan
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et al, 1999) €t Une courte partie C-terminale cytoplasmiquedékgtion des 410 premiers acides
aminés empéche toute liaison a })lleette région a donc été définie comme son dondene
liaison sur le récepteufvignery et al, 1990y Le pore du canal est constitué des hélices
transmembranaires 5 et @ichikawa et a, 1904y La délétion des quatre premiéres hélices
transmembranaires n'empéche pas la formation dimalc Le canal composé des hélices 5 et

6 a une conductance et des propriétés de séléatiwimale$ramos-Francet al, 1999)

Les relachements de €apar I'lP;R sont activés par ' L'IP5 provient de la
coupure du PIPen IR et DAG par la phospholipase C, elle-méme actiaeupe protéine G
de la membrane plasmiqugridge, 1003 L'1P3R est également active par le*CECICR), et par
les drogues qui stimulent la production d’'gdmme I'ATP. Comme le RyR, 'R est activé

par la caféine, ce qui rend difficile son étudectoonnelle en présence du RyR.

()
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TM1 T2 TM3 S TMe TM5 i‘*ﬁ

lumlére RS 2294 || 2307 || 2372 2391 || 2462

Figure 17: Topographie de I'IP;R. Téte de fleche: pore du canal. TM: hélice transnramdire Adaptation du
schéma de Foskett et al., 2007.

Dans le muscle squelettique, BRIl est I'isoforme majoritairgeoweliet ai, 2001y Il €St
localisé dans la membrane du RS longitudinal aganuwde la bande |, entre les triag@seiet
al., 2001; Salanovat al, 2002) SON Marquage est continu avec le RE périnuclézité nucléoplasme,
ou I'lPsR est régule I'expression des genes par la sign@is calCiquuardinget al, 2001; Powelkt
al, 2001y Lors d’une dépolarisation de myotubes en culawex du KCl, deux vagues calciques
sont observées: une premiere, rapide, due au Rylteeseconde, lente, due a {2 Cette

seconde vague résulte en une augmentation dii @as le nucléoplasme, suivie d'une
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phosphorylation de facteurs de transcription. Aidsins le muscle squelettique comme dans
les neurones, I'lfR pourrait étre impliqué dans la régulation de pesssion des genes. Dans
le coeur, I'IBR-II est I'i'soforme majoritaire. Il est localisémale reticulum périnucléaire ou
ses relachements de aont impliqués dans la régulation de I'expressies geNefarcet al,

2005y L'IP3R-Il est également localisé dans le RS jonctiorsoels membranaire, avec RyR2,

ou il joue un réle de modulation du couplage-Gg et al, 2000)

De nombreuses protéines régulatrices sont assoa@esce canal, dont la junctate
(Treveset al, 2004) €t la calmoduline. Une association avec FKBP1aegnent été montrée
(Cameronet al, 1995a; Cameroet al, 1995b: Camerort al, 1997) €t bien qu’elle soit aujourd’hui controversee
(Bultynck et al, 2001a; Bultyncket al, 2001b) d€S données obtenues par électrophysiologie eranjue

FKBP12 est capable de réguler les relachementsde@r I'lP;R-| (Darganet al, 2002)

4870 4880 4890 4900 4910 4320 4930 43404941 4950 4960 4970 4980 4930 5000 5010 5020
11
RYR1_RABIT EDEDEPDHKCDDHHTCYLFHHYYGYRAGGGIGDEIEDPRAGDEYEL-YRYVFDITFFFFYIVILLAITOGLIIDAFGELRDOOEQYKEDHETKCFICGIGSDYFDTTPHGFETHTLEEHHLANYHFFLHYLINKDETEHTGOES Y YMKHYOERCHDFFP
ITPR3_RAT EELDSTERACDTLLHCIYTYHHHGL RHGGGEYGDILRKPSKDESLFPARYYYDLLFFFIVITIVLHLIFGYTTOTFADLRSEKOKKEETLKTTCFICGLERDKF ONKTYSFEEHTKLEHNHHK YL YFIYLYRYKRKTOYTGPES YYAOHIKNKHLOHFP
Consensus E#elep#ralDd#¥nCilFhinhGlRaGGG6! GDeirdPagDEsel . aRYYADiLFFFiVI! I1LailqGlIINaF a#L Rd#q#qkeEdte TkCFICGierDkFOnkphgFEeHileEHNFaNY3XFinllrnK#eT #hTGqESYYaqHiq#rnlIFFP
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Figure 18: Identités entre les séquences des pords sélectivité du RyR1 de lapin et de I'lER-Ill de rat, et domaines
d'interaction du RyR avec la triadine. Les rectangles représentent les hélices transnaemibes. Les nombres sous les tétes de
fleches indiquent la position des acides aminéRyR qui interagissent avec les domaines KEKE dgddine.

L'IPsR et le RyR présentent des identités de séquencevaau du pore du canal
(Galvan & Mignery, 2002) L€S aspartates 4907 et 4908 du RyR, qui perntetteninteraction avec
un domaine KEKE de la triadine, sont conservés di#insR (Figure 18, tétes de fleche). En
raison des identités de séquence deRIBvec le RyR et de sa colocalisation avec Trisk 32
dans le RS longitudinal, I'association de §RRIIl avec Trisk 32 a été recherchée et montrée
au laboratoire par immunoprécipitation dans lesuled L6 transfectées avec 'ADNc de

Trisk 32 (vassilopoulost al, 2005)

2. Le dialogue calcigue entre le RS et les mitochondrs

Les mitochondries sont localisées soit sous la mangbplasmique, soit entre les
myofibrilles ou elles fournissent I'énergie pourdantraction. Les mitochondries localisées
entre les myofibrilles sont situées entres leslésa donc prés des citernes terminales de RS.
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Le RS et les mitochondries peuvent stocker 16" @& le relacher dans linterstice qui les
sépare, créant des microdomaines de forte contientilcique. Ainsi, il existe un dialogue
calcique entre le RS et les mitochondries qui pedeeéguler 'homéostasie calcique et qui
est directement lié a la distance séparant les @gganitessharmaet al, 20000 Parmi les
principales protéines impliqguées dans ce dialogueasivent le RyR, I'lgR et VDAC.

Le canal VDAC (Voltage Dependent Anion Channel) est canal de la membrane
mitochondriale externe de 30-35 kDa qui laisse gragBionSgenz, 1994) CatioNSMmannelia & wang,
1989) €t adénonucléotidgsoiombini, 1989y Il @ €galement été retrouvé dans la membraneSidiR

muscle Stri€gunankaret al, 1995 Shoshan-Barmaez al, 1996) OU il pourrait permettre I'entrée d’ATP

(Shoshan-Barmatet al, 1996}

citerne
terminale
RS

@
r

échangeu
Na*/Ca?* ou H*/C,
ou PTP

Figure 19: Le dialogue calcique entre les mitochoniks et le RS.

Il a été constaté qu’au cours de la contractionculage, quelques ms aprés une
augmentation de Gadans le cytoplasme, la concentration calcique @mgendans les
mitochondries rudolf et al, 2004y L€ C&" relaché par le RyR au cours de la contraction
(relachement qui peut étre amplifié par $RPactivé par CICR), entre par VDAGincel et al,
2001; Rapizzeet al, 2002),€1 traverse la membrane interne par |&" @Cmiporter (CaUp)Hajnoczkyet al,
1905) (Figure 19). Cette entrée de“dans les mitochondries favorise la décroissangielea
du pic calcique, d’une part en tamponnant 18" @a cytoplasme, d’autre part en favorisant le
repompage du Gapar SERCA. En effet, comme son nom l'indique, SBRSt une pompe
ATPase, or I'entrée de €adans la matrice mitochondriale active la syntrB8&P qui sera
ensuite libéré a proximité de SERGvitoet al, 2001y Le C&" stocké dans les mitochondries au
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cours de la contraction, et relaché par I'échandy&tirH*/Ca*, est lui aussi repompé dans le
RS par SERCA. Le Gapeut également quitter les mitochondries par te ple transition de

perméabilite, lequel active I'entrée de2C|aar SERCA dans le REowseret al, 2002)

Les mitochondries sont des organites dynamiquesévpluent sur le cytosquelette
microtubulaire. Pour faciliter I'entrée de Calans les mitochondries, il a été proposé qu’elles
s'imobilisent suite & une libération de Cadu RS (vi e a, 2004y LES auteurs émettent
I'hypothese que I'immobilisation des mitochondr@sndant la contraction favorise I'entrée
de C&" dans la matrice et la libération d’ATP & proximilés site ou il est nécessaire
(contraction et repompage du®Cdans le RS par SERCA). Toutefois, ces expérieoneété
réaliséesin vitro dans la lignée de cardiomyocytes H9c2. Or, les chitadries sont
dynamiques dans le muscle au cours du développemians le muscle adulte, elles sont
localisées & proximité des triades, donc des sieeselachement de &€a et ne sont plus
mobiles car elles sont rattachées au@Qompagneet ai, 2009) || Semble donc peu probable que
cette dynamique ait lieu dans le muscle adultéivo, mais au cours du développement (cf §
[1IB). Le lien entre les mitochondries et le RSté iéentifié en microscopie électronique mais
sa nature est encore inconnue. Il se met en placggssivement au cours du développement
musculaire post-natal, parallelement a I'assoaiaties mitochondries avec le Rgicompagnet
al, 2009) (cf. 8 I11.B).

3. L’entrée capacitive

Le RS a une capacité de stockage d& (aitée. Ce stock est suceptible d’étre épuisé
lors de contractions musculaires soutenues. Laétépldes stocks calciques provoque alors
une entrée de G4a travers la membrane plasmique par le mécanismientrée capacitive
(Parekh & Penner, 1997) €Xistence de ce mécanisme a été mise en éwdeacs les myotubes de
muscles squelettiques en cultyigsret ai, 1906)€t dans les fibres musculaires adul@Snayashi &
ogawa, 2003 Cette entrée capacitive, ou SOCE (Store Opef@#dcium Entry), pourrait fournir
le C&£" nécessaire a la contraction lors d’épisode d’ézerphysique intense ou de fatigue
musculair@ua s pan, 2003)

Le passage de &aa travers la membrane plasmique pour I'entrée 86f@ssite des canaux
calciques. Parmi les canaux impliqués dans ce nsfanon peut citer certains TRPC
(Transient Receptor Potential Cation Channel) eiDrOrai préexiste dans la membrane

plasmique sous forme de diméres qui, suite & Idétiép des stocks internes de “Ca
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s’assemblent en tétramere pour former un canalgeeddres séléctifyignen et al, 2008; Pennat al,
2008)

L’activation d’Orail est réalisée par STIM1 (Strdminteraction Molecule 1), une
phosphoprotéine de la membrane du RS. STIM1 estriseur de la déplétion du RS erf'Ca
(Liou et al, 2005) Ainsi lors de I'épuisement du €acontenu dans le RS, STIM1 s’accumule dans
les sites du RS proches des canaux calciquesrdertebrane plasmiquu et ai, 2006y STIM1
facilite ainsi la tétramérisation des dimeéres diOnaour former un canal calciqy@ennaet al,
2008y Orail est alors activé, ce qui permet I'entréeCae’ dans la cellulguuik et a1, 2006y C€

calcium est ensuite pompé dans le cytoplasme.

D. Le métabolisme du muscle au cours de la contraction

A chaque étape du cycle contraction—relaxationmiescle consomme de I'énergie
sous forme d’ATP. Le stock d’ATP disponible étamistrapidement épuisé, 'ATP doit étre
produit en permanence pour permettre au musclewnténaer a fournir un travail mécanique.
L’ATP peut étre produit par les mitochondries (nbélésme oxydatif, aérobie) ou par la
glycolyse (métabolisme anaérobie). Le métabolismatif est plus lent que la glycolyse
mais permet de produire de 'ATP pendant plus lemgts. Ainsi les muscles rapides, comme
'EDL (Extenseur Digitorum Longus) ou le FDB (FlexBigitorum Brevis), ont plutét un
métabolisme anaérobie et s’épuisent rapidementotrario, les muscles lents comme le
soleus ont plutdt un métabolisme oxydatif et possédionc plus de mitochondries que les
muscles rapides. Grace a ce métabolisme, ils dostrésistants a la fatigue que les muscles
rapides. Les gros groupes musculaires comme lerigaepd, le gastrocnémien, ou le tibialis,

possédent un panaché de fibres de lentes et rapides
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Figure 20: Synthese d'ATP par le cycle de la phospleréatine a I'effort. CK: créatine kinase, Cr: créatine,
PCr: phosphocréatine, Pi: phosphate inorganique.

L’ATP consommé par la myosine pour la contractiomvent de I'ajout d'un
phosphate inorganique (Figure 20, en bleu) sur PARar la créatine kinase (CK, en orange).
Ce phosphate provient de la phosphocréatine (PCrjaene) qui diffuse a travers la
membrane externe de la mitochondrie vers le cysopéa Dans le cytoplasme, la PCr est
utilisée pour régénérer I'ATP cytoplasmique consérpar la myosine. Le phosphate est
transféré jusqu'au site d’utilisation par l'intediggre de la navette créatine/phosphocréatine
(Bessman & Geiger, 198jFigure 21). Il a été démontré qu’au niveau desfibyilles, la priorité est
réservée a la PCr en tant que molécule porteupbakgphate par rapport a I'ATP, la créatine
étant une molécule non chargée et beaucoup plite gee I'ATP (jacobus, 1985)!l existe donc
une microcompartimentation de I'ATP dans le cytemlesakset al, 1994y La PCr produite est
acheminée au niveau des myofibrilles afin de réggr®TP via la CK myofibrillaire située
au niveau de la bande Mentura-ciapieret al, 19908y EN retour, la créatine diffuse vers la
mitochondrie pour étre de nouveau phosphoryléexifite deux raisons a I'existence de cette
navette:

- la restriction de la diffusion : 'ATP est une Moule chargée négativement et beaucoup
plus grosse que la créatine, cette derniere diffiose plus facilement;

- l'inhibition par I'ADP: si 'ADP produit au nivea des ATPases n’était pas aussitot
transformé en ATP par la CK, on aurait une inhilnitpar accumulation du produit

Ainsi, le suivi de la baisse de la phosphocréatineeours de I'effort constitue un indicateur

de I'état du métabolisme musculaire.
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Figure 21: Le transfert énergétique de la mitochonde aux sites de contraction par le systéme créatn
kinase / phosphocréatinelLes créatines kinases (CK) sont localisées daméréifts compartiments comme les
mitochondries (a) et le cytoplasme (b-d), sous @swoluble (c) ou associées a 'ATP pour son trarigpcet b)
ou sa consommation (d). La phosphocréatine (PQosolique provient de la phosphorylation de la tnéapar

la CK préférentiellement par phosphorylation oxyga{OX) comme dans le cceur (a) ou pendant la ggeo
(G) dans le muscle rapide par exemple (b). Dansuscle squelettique, I'enzyme CK, avec la PCr, tieih un
transport énergétique entre les sites de produetiale consommation d’ATP (a et d). Une fractiotosglique
de CK est liee a la bande M pour régénerer 'ATHrblysé par la myosine au cours de la contragtigg: a,

2006)

A la fin de la glycolyse, la transformation de i@de lactique en lactate libére un proton selon
la réaction GHgO3 = C3HsO, + H'. Cette réaction contribue a I'acidification du rolesau
cours de l'effort. La mesure du pH est donc uneutdicateur du bon fonctionnement du

métabolisme énergétique.

La prédominance du métabolisme oxydatif ou glyéqlg n’est pas le seul paramétre qui
permet de distinguer les fibres lentes des fibagsdes. Ainsi le type de myosine exprimée a
des conséquences sur la vitesse de contractiorudalen Les muscles rapides, qui expriment
donc l'isoforme rapide de la chaine lourde de lasinye, développent leur force maximale
quasiment immédiatement aprés une stimulationnugscles lents, quant a eux, mettent plus
de temps a atteindre leur force maximale, du fait’expression de l'isoforme lente de la

chaine lourde de la myosine.
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[1l.  La formation des triades

A. La cavéoline-3

Les cavéoles sont des invaginations vésiculairek deembrane plasmique de 50 a
100 nm de diameétrgaiade, 1953) fiches en cholestérol et en glycosphingolipigsesancet al,
1982; Rothbereet al, 1990) dONt le composant majoritaire, la cavéoline, folmenanteau protéique
des cavéoles en liant le cholesterol et les glyuoglipideSrothberget al, 1992y Trois isoformes
de la cavéoline ont été clonées: la cavéolin@sdney & soppet, 1992; Rothbeegal, 1992) 1& caveéoline-
2 (schereret al, 1996) €t 1a caveoline-3way & parton, 1995; Tangt al, 1996) Elles sont toutes trois
exprimées dans le muscle strié. Les cavéoline2lsent exprimées dans les stades précoces
de la différentiation, I'expression de la caveéolh@ugmente au cours de la différenciation
pour devenir majoritaire chez I'aduli€nubertet ai, 2007y Cette protéine de 17 kDa forme des
homo-oligomeres de 14 & 16 MoNOM&¥@ms & Lisanti, 2004)

£,

g _..-"'ll e
P Palmiteylation

Chatesteral

s Caveolin

Figure 22: Cavéoles et cavéolineEn haut a gauche, cavéoles vue en microscopier@héptie dans un
adipocyte. A droite: représentation schématiqudadeavéoline dans la membrane. Les extrémités NG-et
terminales sont cytoplasmiqué&chéma adapté d’aprés Parton., 1996.

En plus de sa localisation dans les cavéoles, Vaéotiae-3 est présente dans les
tubules transverses au cours de la différentiatiasculaireparonet al, 1997) €t dans le muscle

adulteraiston & Ploug, 1999PU €lle est principalement localisée aux extrésnité tubul@murphy et
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al, 2009y La composition lipidique des tubules-T étant &iéinte de celle de la membrane
plasmique rosemblattet al, 1981; Rosemblatt & Scales, 19898 Cavéoline-3 servirait a empécher la
diffusion des lipides entre ces deux membranesnugescles de souris KO pour la cavéoline-
3 n'ont plus de caveoles et leurs tubules-T sontanantésaniatiet ai, 2001y La surexpression
de la cavéoline-3 par transgénése génére un plpEnaly type dystrophie musculaire de
Duchenne avec des fibres musculaires hypertrophiéesotiques ou en régenérati@hliatiet

al, 2000y Plus sévere que celui du KO cavéoline-3.

Les caveoles sont impliquées, entre autre, dammariaduction du signalisantiet al, 1904)€t dans
certaines voies du trafic endocytaigderson, 1993) Elles sont d'ailleurs transportées sur le
réseau microtubulair@undy et al, 2002 Richteet al, 2008y L€S caveoles ont également un role a jouer
dans I'homéostasie calCiqu&jimoto et al, 1992; Fujimoto, 1993; Isshikit al, 1908) €N effet, nombre de
protéines impliquées dans I’'homéostasie calciquetttnmises en évidence dans les cavéoles
ou elles peuvent étre associées avec la cavé@mes le cceur, c’est le cas notamment du

DHPR (galijepalli et al, 2006) €t dU RYRHeadet al, 2005)

Les mutations de la cavéoline provoquent des dysies musculaires des ceintures
(LGMD1c, Limb Girddle Muscular Dystrophy), une palbgie dont la sévérité est variable
avec une évolution clinique généralement lente @i progressive chez l'adulte. Des
mutations ont été identifiées dont T78M et T78Kversoet al, 2008y €t P104L, la plus étudiée
(Minetti et al, 1998; Betzet al, 2001) A I'état hétérozygote, cette derniere mutatiamaeffet dominant
négatif: la cavéoline-3 mutée polymérise avec laéohne-3 sauvage et provoque son
accumulation dans I'appareil de Gol@imiatiet al, 1999y C€S agrégats sont ensuite degradés par
le protéasome. Il n'y a donc ni cavéoline ni cagéod la membrane plasmique, ce qui
entraine une désorganisation de la membrane plasnet| un défaut de formation des

tubules-T.

B. La formation des triades et I'association des mitdoondries

Le développement myofibrillaire débute a 14 jouesdiveloppement embryonnaire
(E14), lorsque les cellules forment des myotubes yofibrilles sont en périphérie de la
fibre et les noyaux sont centraux. Le RS est d&jgné et son compartiment jonctionnel est
associé preférentiellement avec la ligne Z viad@mbrinegagnatoet al, 2003y A E15, les cavéoles
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bourgeonnent a la membrane plasmique et s'invaguoems la cellul@snikawa, 1968: Schiaffinet al,
1977y Ce sont les futurs tubules-T. lls ont une origotalongitudinale. lls prendront ensuite
leur orientation transversale. A E17, les premia@sles se forment ainsi que quelques
triades. Les diades se transforment en triadesgoétal maturation du muscle.

Des agrégats de RyR dispersés dans le cytoplasnmydtube immature apparaissent des
E15 et leur nombre augmente jusqu'a E18. lls siipoment alors aux diades/triades
préformées et ne sont donc pas nécessaires atewation. Ceci a d’ailleurs été montré dans
les muscles de souris dyspediqUesekuraet al, 1995; Feldeet al, 2002) dYSYENIQUESFIcheret al, 1992;

Felderet al, 2002) €t double KO RyR1/DHPR s (Feideret al, 2002) QUi possedent tous des triades.

l lbandeA B l '
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~ tubule-T

fﬁ\ U] V] 7 -

| cytoplasme

N e @

Figure 23: Séquence de formation des triades et tie mise en place des protéineé. adressage d’un complexe préformé a la triade
et migration d’'une mitochondrie au niveau de ladsahvers le RS longitudinaB. Situation finale chez l'adulte. Les membranes
fusionnent et la mitochondrie est reliée au RS.zGtaelulte la cavéoline est localisée aux extrémié tubule-T: & son embouchure &
la membrane plasmique et dans les parties arrarilie est localisée dans les parties rectilignesutbule-T. JP1: junctophiline-1,
cav-3: cavéoline-3, CRC: complexe de relachemer@all) CSQ: calséquestrine, ?: lien de nature inconnue.

La mise en place des protéines a la triade redfieildi & suivre. En microscopie
électronique classique, le RyR est visible parstest », les polyméres de calséquestrine sont
denses aux électrons, et le DHPR est visible parfraccture. Les propriétés de ces protéines
ont été utilisées pour suivre leur agencement danmuscle cardiaque. Les diades sont
formées d’abord en périphérie, puis ensuite adtisur de |a fibrerranzini-armstronget al, 2005) La
calséquestrine est présente dans le RS de la fpi@dermée avant 'arrivée du RyR et du
DHPR. Le RyR et le DHPR arrivent ensuite simultaegtra la jonction préformée, ou le

complexe peut alors s’assembler (Figure 23 A). &té supposé que la junctophiline 1
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permettait la préformation de la jonction en maiatg le RS jonctionnel proche de la
membrane plasmique. Cependant, la présence dedrihs le KO junctophiline 1 remet en
cause cette hypothése. En outre, il a été monte&nméent dans des cultures primaires de
myotubes que les complexes RyR-triadine—junctinetpphiline 1 seraient préformés puis

adressés au RS jonction@kimancet al, 2000) (Figure 23 A).

La formation des triades implique de nombreusegsépres de la membrane plasmique,
comme Bin 1 ou la cavéoline-3, ou du RS, commeitaugumine 29. Des animaux KO pour
ces protéines ont été créés et tous présentereatgbations de la tubulogénése avec des
conséguences sur la structure des triades chaaltBadhinsi, les muscles de la souris KO
cavéoline-3 présentent des triades mal orientées.

Binl (ou amphiphysine 2) est une protéine localieé®ng du tubule-T chez l'adulte. Sa
suppression chez la drosophile provoque un défajgun de la tubulogénese qui résulte en
une désorganisation du réseau de tubules-T criAtEaRazzacet al, 2001)

Il en est de méme pour la mitsugumine 29, une pr@t@U RS jonctionNglakeshimaet al, 1998b)

qui a une interaction fonctionnelle avec le RyRiet al, 2002; paret al, 2004y LES muscles de la

souris KO mitsugumine 29 ont un réseau de RS lodgial tres appauvri et des triades mal

orientéesishi et al, 1999)

La présence des mitochondries a proximité desesiaal été étudiée récemment au
cours du développement par microscopie électrorsgueles muscles de souris entre 15 jours
post-natal (P15) et I'dge adulfgncompagniet ai, 2000y Il @ été mis en évidence qu'a P15 les
mitochondries se déplacent librement autour desfibrjites, de préférence au niveau de la
bande I, ou il y a plus de place (Figure 23 A).sPprogressivement le nombre de
mitochondries augmente et elles vont se stabiisge les triades, a l'interface des bandes A
et I. Cette stabilisation serait due a la mise kg d’'un lien dense aux électrons dont la
quantité augmente en parallele avec le nombre tichandries au cours du développement
post-natal. Ce lien servirait & accrocher puisadikser les mitochondries aux triades (Figure
23 B). Le nombre de mitochondries par paire dedéisaa été compté en microscopie
électronique par surfaces de 1007uthest multiplié par 9 entre P15 jours et 'aghike.
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V. Obijectifs de ce travalil

Il subsiste encore de nhombreuses questions, taihé snise en place des triades, que
sur le fonctionnement du complexe de mobilisationGH*, et sur le role que la triadine
pourrait y jouer. De facon globale, la fonctionldériadine reste mal comprise.

Les études réalisées par les autres équipes patenfirisk 95 dans le muscle
squelettique et Trisk 32 dans le coeur, et uniquérdans le cadre de la régulation des
relachements de &adu RyR. L'objectif de notre équipe depuis pluseannées est
I'identification de la fonction de la triadine dalesmuscle strié (squelettique en particulier).
Mon travail de thése se situe au carrefour de twoméja entamés a mon arrivée
(caractérisation de Trisk 95 et Trisk 51) et deweawx projets (caractérisation de Trisk 32 et
de la souris KO triadine).

Dans ce contexte, j'ai complété une étude initeg&eSp Vassilopoulos, en collaboration
avec le laboratoire de Kevin Campbell (lowa City§A) portant sur I'association entre les
triadines Trisk 95 et Trisk 51 et la cavéoline-3.

En parallele, mon projet de these a porté plusqudigrement sur l'isoforme Trisk 32
et lidentification de sa fonction. Pour cela, jtl@cherché ses partenaires et jai étudié
précisément sa localisation, notamment dans le lmgstelettique. J'ai poursuivi les travaux
montrant l'interaction entre Trisk 32 et le réceptele I'IR, et j'ai mis en évidence
I'association de ces deux protéines dans le tisscuhaire. Il était initialement prévu que je
réalise la sur-expression de Trisk 32 dans desiregltprimaires de myotubes de rat et dans
des cultures primaires de souris KO triadine afétudlier la fonction du récepteur de I'lP3
aprés modification de Trisk 32. Cependant la prtdoc des virus AdV-Trisk 32
indispensables pour cette étude ayant pris dudr@gtar’ai pas eu le temps de finir cette étude.

Une souris KO triadine a été créée au laboratdigg. initié sa caractérisation afin de
pouvoir ensuite étudier la fonction de chaque isoBbséparément. La souris KO triadine est
arrivée au laboratoire en décembre 2007, au caursalseconde année de thése. Mon projet
a porté sur I'étude de la morphologie des musdesette souris (localisation des protéines du
CRC par marquages immunofluorescents, étude ulidstale par microscopie
électronique). J'ai également réalisé une étudetitomelle de ces souris en collaboration
avec le laboratoire de L. Csernoch a Debrecen (H@®ngu je suis restée un mois, et en
collaboration avec le laboratoire de David Bendalharseille).
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Pendant ces trois années de thése jai donc pueétiadlocalisation, les partenaires et la
fonction des isoformes de la triadine par des agye différentes et complémentaires sur des
modeles allant de la lignée cellulaire a I'animahétiguement modifie. Ce choix vaste de

techniques et de modeles d’étude a permis de festéypothéses de travail émises au cours

de ma thése de la facon la plus appropriée possible
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l. Matériel

A. Anticorps

Les anticorps primaireg ébleau 3 et secondairesTébleau 2 utilisés au cours de cette
étude sont listés dans les tableaux suivants. i@ertdentre eux ont été développés au
laboratoire, notamment tous les anticorps antédines (les séquences des peptides ayant

permis I'immunisation sont précisées apres le nerfiashticorps).

Tableau 3: Anticorps primaires utilisés pour cettestude.

antigéne espéce dilution IF dilution WB origine
Nter des triadines . . .
TEITAEGNASTTTTVIY lapin 1/10 000 produit au laboratoire
Cter Trisk 32 isoforme de rat lapin, 1/500, . .
YGGPKRILDKKOI cobaye 1/200 1/10 000 produits au laboratoire
Cter Trisk 32 isoforme souris . . .
RRQOQEVORE lapin 1/500 1/10 000 produit au laboratoire
Cter Trisk 49 isoforme de rat . . .
YSTTGKHS Lapin 1/500 produit au laboratoire
Cter Trisk 51 lapin, 1/500, . .
YEQKKKSEAG cobaye 1/200 1/10 000 produit au laboratoire
Cter Trisk 95 lapin, 1/500, . .
YNPGKSNSPGOKQOEQ cobaye 1/200 1/10 000 produit au laboratoire
RyR lapin 1/500 1/10 000 produit au laboratoire
Cter du RyR cobaye 1/200 produit au laboratoire
. ABR Affinity BioReagent ref
CSsQ souris 1/100 1/10 000 MA3-913
lapin, . .
Nter a;s DHPR cobaye 1/10 000, 1/5000 produit au laboratoire
a;S DHPR souris 1/100 1/500 Abcam ref 2862
SERCA lapin 1/100 1/10 00 Don du Dr. M.J. Moutin
Cavéoline-3 souris 1/500 1/1000 BD Biosciences ref 610420
IPsR-III souris 1/20 1/1000 BD biosciences ref 610312
FoF1 ATPase lapin 1/100 1/10 000 Don du Pr J. Lunardi

Tableau 4: Anticorps secondaire couplés a un fluomhrome ou a la péroxydase

espéce cible |couplage |dilution IF | dilution WB origine

cobaye Alexa 546 1/500 X Invitrogen ref 11074

cobaye Alexa 488 1/500 X Invitrogen ref 11073
lapin HRP X 1/1000 eBioscience ref 18-8816 (TrueBlot)
lapin HRP X 1/10 000 Jackson ImmunoResearch ref 111 035 144
lapin Alexa 488 1/500 X Invitrogen ref 11008
lapin Alexa 546 1/500 X Invitrogen ref 11010

souris HRP X 1/1000 eBioscience ref 18-8817 (TrueBlot)
souris HRP X 1/10 000 Jackson ImmunoResearch ref 115 036 072
souris Alexa 488 1/500 X Invitrogen ref 11029

souris Alexa 546 1/500 X Invitrogen ref 21133
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B. Virus

Nous disposons d’adénovirus pour exprimer chacue® isoformes de la triadine
clonée chez le rat dans des cultures cellulaireshez I'animal. Les adénovirus AdV-Trisk
95, AdV-Trisk 51, et AdV-DsRed ont été produits@énéthon (Evry, France) et 'AdV-Trisk
32 a été développé au service de production dewectiraux de Nantes. L’ADNc est sous le

contrdle du promoteur CMV dans toutes les constnst de méme pour la DsRed.

C. Cellules

1. Culture primaire de cellules satellites

Les muscles squelettiques des pattes arrieres dyemd de rat a 20 jours de
développement embryonnaire, ou de souriceaux novve@s, sont prélevés, coupés en petits
morceaux et incubés en Trypsine 30 min a 37°C. d\pdéssociation mecanique et
centrifugation, les cellules sont ensemencées A®-8ellules/ml dans des boites recouvertes
de laminine, dans du milieu de prolifération (HarF$0, 20% sérum de veau foetal, 2%
Ultroser, 2% pénicilline — streptomycine). Une fo#& confluence, les cellules sont
difféerenciées dans du milieu de différenciation (BM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) Glutamax Glucose 1 g/l, 5% sérum de chel@d, pénicilline-streptomycine) ou

congelées dans du milieu cryoprotectant 90% FBS:Q% DMSO.

2. Culture de lignées cellulaires: la lignée L6

Les cellules L6 sont une lignée de myoblastes ténrmortalisés qui peuvent étre
différenciés en myotubes. Les ampoules de celldesgelées dans du DMSO sont
rapidement décongelées au bain-marie a 37°C atteliment versées dans 9 ml de milieu de
culture (DMEM 4,5 g/l glucose, 20% FBS, 1% péniadlstreptomycine) dans une boite de
100 mm de diamétre. Aprés avoir laissé adhérecdtsles, le milieu est changé pour retirer
le DMSO. Les cellules sont passées tous les 2 pnursoins au 1/10 pour les garder a faible

confluence et éviter la formation de clones etifférenciations incontrolées.
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II. Méthodes

Les étapes des protocoles suivants pour lesgualleEmmpérature n'est pas précisée

sont réalisées a température ambiante

A. Surexpression de protéines par infection virale

1. Infections de cellules en cultures

Les cellules peuvent étre infectées adhérentesnosuspension, ce qui est plus
efficace. Les virus sont dilués dans du milieu dikuce classique dans le cas d’'infection de
lignées cellulaires, ou dans du milieu de prolifiéra pour I'infection de cultures primaires.
Pour la dilution des virus, on compte 40 a 200s/wellule (MOI 40 & MOI 200) selon les
virus et le type d’expérience prévue avec les Edlunfectées. Pour une infection avec
plusieurs virus, le total des MOI de chaque virag étre égale a celle qui aurait été utilisée
pour une infection simple. Les cellules sont infest avec des MOI élevées pour les
expériences d'immunoprécipitation et avec des M@k daibles pour faire de I'imagerie
calcique. Les virus dilués sont directement déposés les cellules lorsqu’elles sont
adhérentes ou mélangés de facon homogene avecetlelesc en suspension. Pour étre
remises en suspension, les cellules doivent é&alglslement incubées en trypsine 5 min a
37°C puis centrifugées 5 min a 1000 rpm pour retadrypsine. Les cellules sont laissées en
présence des particules infectieuses une journée Ipumilieu est renouvelé aprés trois
rincages avec du PBS. Dans le cas d'infection debfagtes, la différenciation en myotubes
peut-étre induite lors du changement de miliedadt 3 & 5 jours pour permettre une bonne

(sur)expression de la protéine en paralléle a oned différenciation des myoblastes.

Les virus sont utilisés dans une piéce de culteraideau de sécurité 2 (P2). Tout au long de
I'expérience, des précautions sont prises pour am rgpandre les virus. Les virus sont
inactivés par de I'eau de javel, donc tous lesauiiet tout le matériel ayant été en contact

avec les virus sont incubés en présence d’eawdkegandant plusieurs heures.
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2. Infection de musclein vivo

Les expériences d’infection vivo ont été réalisées par S. Vassilopoulos au
laboratoire de Kevin Campbell a lowa City selopietocole suivant.
Des souriceaux C57/BI6 de 3 jours sont anesthésiéontact de la glace pendant quelques
minutes. Les virus AdV-Trisk 95, AdV-Trisk 51 et XeDsRed dilués 10 fois dans une
solution saline stérile 0,9% NaCl sont injectésnéramusculaire avec une seringue a insuline
en 4 points différents. La patte contro-latéraleitsune injection avec la solution saline seule.
Les injections de 10 pl chacune sont réalisées ldanisisse et le mollet. Les souriceaux sont
ensuite replacés avec leur mere pendant 3 jours dancompartiment réservé aux souris
infectées puis replacés dans I'animalerie convangbe. Les souris sont sacrifiées 30 jours

apres l'injection de virus et les muscles du madlede la cuisse sont prélevés.

B. Coloration histologique a I’lhématoxyline-éosine

Les colorations histologiques a [I'hématoxline-éesiront été réalisées par
S. Vassilopoulos au laboratoire de K. Campbell daradre de I'étude de la surexpression
vivo de la triadine.
Les coupes de muscle d’'une épaisseur de 8 a 1jleatées sur des lames de microscope
recouvertes de poly-L-Lysine sont fixées 5 min dangs solution de formaline 10% puis
rincées 10 min a I'eau du robinet. Les coupes solairées dans une solution d’hématoxyline
de Mayer pendant 1 min. Pour obtenir une coloratiomecte, I'exceés de colorant doit étre
éliminé de la coupe de muscle. Elles sont doncédsacpar trente bains successifs d’eau
distillée puis placées dans un bain d'alcool a@d6,5% puis dans une solution alcaline
(substitut d’eau de Scott) et dans une solutiothdigol 80%. Les structures cytoplasmiques
sont colorées avec une solution aqueuse d’éosindapé exactement 20 s. Les coupes de
muscle sont déshydratées par vingt bains succeakifs une solution d’éthanol 95%, 3 min
d’'incubation dans une solution d’éthanol 10% enteebains de xyléne. Les coupes sont
finalement montées avec un milieu de montage rasingermount). Une coloration
d’hématoxyline-€osine optimale permet d’obtenir gnfration bleue/noiratre des noyaux et

une coloration rouge/pourpre du cytoplasme.
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C. Marquage immunofluorescent

1. Prélévement et inclusion des muscles

Les souris sont sacrifiées par dislocation ceregicall asphyxie au CQles rats
sacrifiés par asphyxie au @GCOLes muscles (muscle squelettigue ou coeur) soFleyes,

congelés dans de I'isopentane refroidi a -80°Cdgafazote liquide, inclus dans du Tissu-tek
(Microscopy Electron Sciences), puis stockés aG2Q%s tissus musculaires sont ensuite
coupés au cryomicrotome (épaisseur des coupes20Quan) et les coupes sont déposées sur

des lames de verre recouvertes de poly-L-lysirsaetkée a -20°C apres avoir été chauffées
30 min a 50°C pour favoriser 'adhérence des cogpes$a poly-L-Lysine.

2. Préparation de fibres dissociées

La préparation de fibres dissociées de Flexort®igm Brevis (FDB) est réalisée
selon le protocole décrit par Sandrine Pouvig@Meawt al, 2007)
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Figure 24: Prélévement du FDB d'une patte de rat

Apres sacrifice de I'animal, la patte est coupé@essus du jarret au milieu de la cuisse puis
immobilisée par des aiguilles sur un support danfihger-Glucose (NaCl 136 mM, Hepes
10 mM, Glucose 10 mM, KCI 5 mM, CaCR,6 mM, MgC} 1 mM, pH=7,2) a 37°C. A
partir d'une boutonniere réalisée au niveau duntala peau est coupée jusqu’a la base des
doigts (Figure 24, 1) puis les parties latéralesadgeau sont retirées (2 a 4). Le FDB est le

muscle le plus superficiel de la plante de la pa#&fres avoir coupé le tendon relié au talon,

65



MATERIEL & METHODES

le muscle est libéré par section des faisceauxtmda des doigts. Les muscles sont ensuite
digérés par de la collagénase de type IA 2 mg/nban-marie a 37°C pendant 30 a 45 min
selon le poids de la souris (10 a 5 min de pluslgymids de la souris). Apres un rincage de
10 min dans un grand volume de Ringer-Glucosanlescles sont stockés au moins 2 h a 4°C
avant I'étape de dissociation mécanique consigtanine dizaine d’aspiration dans des cones
de 1 ml coupés de plus en plus fin. Les fibresiaissociées sont ensuite déposées sur le
support adéquat (lame de verre, boite de pétri.ansatilisation) avec un revétement de

laminine permettant leur adhérence.

3. Marguage immunofluorescent

Les cellules ou les coupes de tissu sont fixéesgataformaldéhyde 4% pendant 15
min ou au méthanol pendant 6 min a -20°C. Apresvades au PBS, la membrane plasmique
est perméabilisée au PBS-Triton X100 0,5% (1% peurDB) pendant 5 min (10-15 min
pour le FDB, méme apres une fixation méthanol).blecage des sites de fixation non
spécifiques est réalisé dans du tampon de satr@éum de chévre 2%, BSA 0,5%, Triton
X100 0,1%, PBS) durant 30 min. L’incubation aves hnticorps primaires est faite sur la
nuit a 4°C ou 1-2 h a température ambiante. Aprés/8ges de 10 minutes au PBS-Triton
0,1%, les cellules sont incubées avec les anticgrpsndaire 45 min a 1 h. Les anticorps non
fixés sont lavés 3 fois 10 min au PBS-Triton X10Q09%. Les noyaux sont colorés au topro3
dilué au 1/5000 dans le dernier lavage, puis apnesncage au PBS, les lames sont montées
avec du liguide montage. Les marquages sont olsawéicroscope confocal.

D. Microscopie électronique a transmission

Toutes les solutions (sauf les anticorps et lestdirs) utilisées en microscopie électronique
sont filtrées sur des tamis de 0,22 um pour éliminates les poussieres, amas ou micro-

organismes éventuels qui pourraient géner I'obsierva
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1. Microscopie classique

a. Préparation de grilles pour 'ultramicrotomie

Les grilles 100 mesh CP (mesh: nombre de barrealls/glus il y a de barreaux plus
les carrés sont petits, CP: cuivre sur une fackadiam sur I'autre) sont lavées avec 25 ml
d’éthanol pur dans un tube Falcon puis mises aeséchétuve a 60°C sur du papier Watman.
Vingt grilles sont ensuite déposées sur un filnkdenvar flottant a la surface d’'un ménisque
d’eau distillée dans un cristallisoir.
Le film de Formvar est réalisé en lachant une la®me/erre dans un récipient contenant le
Formvar et en la retirant lentement et régulieremiess trois arétes de la lame sont grattées
avec une lame de rasoir et les deux coins infé&xisant coupés pour permettre au film de
formavar de se désolidariser de la lame de veria pfongeant dans I'eau avec un angle de
45°,
Les grilles sont récupérées en plongeant verticatensur le film de Formvar, une lame de
verre recouverte d’'une étiquette blanche (typeuétig de bureau). Le Formvar vient se coller

sur la lame. Les grilles recouvertes de Formvat ensuite carbonées.

b. Coloration des compartiments en communication avete milieu

extracellulaire

La coloration a été adaptée a partir du protocél@idpar Galbiati et al. (2001). La
souris est anesthésiée au pentobarbital et perfasée un fixateur (2% PFA, 0,2%
Glutaraldéhyde, tampon phosphate 0,1 M), les msisptélevés sont dilacérés en petits
paquets de fibres. Aprés trois rincages en tampaodylate, les fibres sont post-fixées en
2,5% glutaraldéhyde, 75 mM CaClampon cacodylate 0,1 M, 2 h a 4°C. Le fixateirimcé
trois fois en tampon cacodylate puis les tubulaessverses sont colorés avec 1% Q®1%
KsFe(CN) 2 h, a I'obscurité. L'excés est rincé une foigampon cacodylate puis quatre fois
par de I'eau et le contraste est amélioré par otw@ation a I'acétate d’'uranyl 4% pH=4 (2 h

sur glace a I'obscurité). Les fibres sont ensuntduises en résine Epon.
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c. Immunomarquage a l'or en préinclusion

Les muscles sont prélevés sur une souris anesthagi@entobarbital et perfusée en
intracardiaque avec du fixateur comme décrit dararagraphe précédent. Les muscles sont
ensuite dilacérés pour obtenir des paquets d’'uneisafibres. La PFA est inactivée par de la
glycine 50 mM diluée dans du PBS pendant 15 mins l,eembranes sont ensuite
perméabilisées pendant 30 min dans le tampon Anf80glycine, 0,5% BSA, 0,05% azide,
0,03% saponine, dans du PBS) et les fibres sonbées avec I'anticorps primaire dilué dans
ce méme tampon a 4°C sur la nuit. Apreés trois lasate 30 min dans le tampon A, les fibres
sont incubées avec l'anticorps secondaire qui ersragment g, anti-espéce couplé a des
nano-particules d’or de taille suffisamment petiteir permettre leur pénétration a travers la
membrane perméabilisée (Nanogold® Gold-Antibody jGgetes, Nanoprobes). L'excédent
et les particules fixées de facon non spécifiqoes éliminés par trois lavages dans le tampon
A pendant 1 h. Les fibres sont rincées au PBS etdmuage est fixé en glutaraldéhyde 2%
tampon phosphate 0,1 M pH = 7,2 durant 1 h. Aplasigurs lavages a I'eau, la taille des
nano-particules d’'or est augmentée par enrobageodehe d’argent pour permettre leur
observation (HQ Silvél' enhancement kit, Nanoprobes). Les fibres sontodeeru rincées
a I'eau puis stockées pour la nuit dans du tamparsphate a 4°C. Les fibres sont colorées le
lendemain a I'obscurité 20 min sur glace avec droxgde d’'osmium 0,5% dilué dans du
tampon phosphate. Aprés quatre lavages a I'eafibles sont colorées a I'acétate d’uranyl
1% pH =4, dilué dans l'eau, a I'obscurité 15 an#@. Comme pour l'inclusion simple des
tissus, les fibres sont ensuite déshydratées dtisew dans la résine puis coupées a

['ultramicrotome.

d. Inclusion des tissus en résine

L’inclusion des muscles en résine épon peut étéequée d'un immunomarquage a
I'or en préinclusion ou d’une coloration des contipaents en communication avec le milieu
extracellulaire. Les muscles sont préleves aprdagien intracardiaque de fixateur (2% PFA,
0,2% Glutaraldéhyde, tampon Phosphate 0,1 M pF2}(fampon phosphate: mélange 81:19
de NaHPO, 0,5 M, NaHPO, 0,5 M dilué 5 fois dans de I'eau) sur une souré&ghablement
anesthésiée au pentobarbital. La fixation est ahepar une incubation de 2h en
glutaraldéhyde 2,5%, tampon cacodylate 0,1 M. Lesabkes sont ensuite coupés en petits

morceaux d’environ 1 miApreés trois lavages de 5 min en tampon cacodylesemuscles
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sont post-fixés et colorés au tetroxyde d’osmiufb (@sQ, tampon cacodylate 0,1 M) 1 h
sur glace. L'excés d’osmium est lavé dans du tanga@odylate puis dans de I'eau et le tissu
est coloré a l'acétate d’'uranyl 1% pH =4 sur & au4°C. Les muscles sont déshydratés par
des bains d’alcool successifs de concentrationssantes (30%, 60%, 90%, 3 x 100%).
L’éthanol est ensuite substitué dans le muscledpda résine epon par une incubation dans
un mélange 50% ethanol -50% résine Epon. Le tisswemsuite incubé et inclus en résine

Epon pure. La polymérisation de la résine estséalpendant trois jours a 60°C.

€. Coupe et coloration

Les blocs de résine sont coupés en tranches nbgfde 70 nm d’épaisseur a
I'utramicrotome. Une seconde étape de coloratitan suite de la coupe permet d’augmenter
les contrastes. Les sections sont incubées daraaate d'uranyl 5% pH =4 pendant
10 min a I'obscurité puis rincées a I'eau avantrd’@incubées dans du citrate de plomb 4%,

NaOH 10 mM, 5 min a I'obscurité. Le citrate de ploest rincé a 'eau.

2. Cryomeéthode

a. Congélation des tissus

Les souris sont anesthésiées et perfusées a |29k Alutaraldéhyde 0,2%, dans du
tampon phosphate 0,1 M. Les muscles sont préleéésupés en petits morceaux d’1 fren
incubés dans du cryoprotecteur (2,3 M sucroseMOtdmpon phosphate) pendant une nuit a
4°C sous agitation. Les muscles sont ensuite mostés des clous de microscopie
électronique en enlevant le maximum de sucrose ake@apier filtre. Le bloc clou-
échantillon est congelé dans 'azote liquide etaagipendant 15 s pour éviter la formation de

cristaux.

b. Coupe des tissus congelés a |'ultramicrotome

La chambre de coupe, les couteaux et le bloc da sent refroidis a -90°C a I'azote
liquide pour la taille grossiére (400 nm, 50 mnds¥ quatre cotés (couteau de tungsténe) et
de la face principale (couteau de verre). La teatpée est ensuite abaissée a -115°C pour les

coupes ultra fines (65 nm, 1 mm/s, couteau de difmhes coupes sont récupérées sur le
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couteau avec un anneau retenant une goutte de Inmoitthylose—sucrose. Puis la goutte
contenant la coupe est déposée sur la grille cagoon

c. Immunomarquage a l'or

Les grilles sont déposées sur de la gélatine 2% coéupe pour retirer la méthyl
cellulose. La gélatine est chauffée a I'étuve (8568 jusqu’a ce que les grilles soient bien
mobiles a sa surface. Pour bien retirer toute latipé des grilles, elles sont incubées sur des
gouttes de PBS—glycine 50 mM préalablement chadffiéguve (sinon la gélatine se fige sur
les grilles) trois a quatre fois 3 min (jusqu’aquee les grilles soient bien mobiles sur la goutte
de PBS-glycine). Les sites non spécifiques sorqu#e au PBS—BSA 10 mg/ml 15 a 20 min.
Les coupes sont ensuite mises en présence dectigidi primaire dilué dans le tampon de
saturation pendant 20 a 60 min. Apres trois lavad®es3 min en PBS-BSA 1 mg/ml, les
coupes sont incubées 30 min avec la protéine-Aléeu@ des billes d’or de 70 nm diluée
dans le tampon de lavage. L'excédent est élimarégpatre lavages de 5 min en PBS. Le
marquage est fixé 5 min par de la glutaraldéhydedil%¢e dans du PBS. Apres trois fois
3 min de lavage au PBS et dix lavages d'1 min auldes coupes sont rincées deux fois 5 s
puis 10 min, sur glace et a I'obscurité, en méteflulose 2% acétate d’'uranyl 0,4%. L'exces
de méthyl cellulose est absorbé sur du papier Watma

E. Préparation d’échantillons pour la biochimie

1 Lyse de cellule

Les cellules en culture sont rincées 2 fois paPB$ sans Cani Mg®" puis incubées
5 min a 37°C en présence de trypsine. Elles sauitencollectées et la tryspine est inactivée
par un volume équivalent de milieu de culture. loedlules sont centrifugées 10 min a
3000 rpm et resuspendues dans 120 a 300 ul de mawpdyse hypo-osmotique NacCl
15 mM/EDTA 1 mM en présence d'inhibiteurs de pregsa (PMSF 0,2 uM, DFP 1 mM).
Elles sont ensuite soniquées dans ce méme tampdoisliL s pour casser '’ADN.
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2. Homogénat total de tissu musculaire

Un morceau de muscle encore congelé est découpdusefinement possible au
scalpel. Le muscle découpé est ensuite broyé dartshe Eppendorf dans un volume de
100 ul de tampon de broyage (Sucrose 200 mM, HERESM pH = 7,4, CaGl0,4 mM,
inhibiteurs de protéases: DFP 100 uM, PMSF 20 |iM)broyage est réalisé avec un petit
potter adapté au tube Eppendorf, en environ tag fingt mouvements en rajoutant 100 pul
de tampon entre chaque série de vingt mouvementee s séries 'hnomogénat est refroidi
sur glace. La concentration de protéines membremast ensuite dosée par la méthode de

Folin Lowry.

3. Préparation de microsomes

Les microsomes sont une préparation tissulairecleierien fragments membranaires.
Environ 0,80g de muscle squelettique ou de cceuratdencore congelés sont découpeés tres
finement au scalpel puis broyés au Potter de Thotaas trois fois 10 ml de tampon de
broyage (Sucrose 200mM, HEPES 20mM pH = 7,4, €8@mM, inhibiteurs de protéases:
DFP 100 uM, PMSF 20 uM). Une premiére centrifugaiobasse vitesse permet d’éliminer
les gros débris cellulaires et les noyaux (10 miri5®0 g). Le surnageant est ensuite
centrifugé a haute vitesse (50 min a 41000 g) pollecter les membranes. Le culot est repris
dans 500 pl de tampon de stockage (NaCl 0,1 M,armul 30 mM pH = 6,8, sucrose %,
inhibiteurs de protéases: PMSF 0,2 uM, DFP 1 mM)aliguot est conservé pour réaliser un
dosage de protéines par la méthode de Folin-Loleg. microsomes sont conserves dans

I'azote liquide.

4. Dosage de protéines par la méthode de Folin Lowry

Une gamme de BSA de 0 a 80 ug est réalisée a dartdSA 1 mg/ml. La BSA est
déposée dans des tubes a hémolyse, ainsi que |2l ele5’échantillon a doser. 10 pl de SDS
sont ajoutés puis 2,5 ml du mélange 1:1 EDTAQN05%, NaCO; 4% et NaOH 0,2 M.
125 ul de réactif de Folin (Sigma-Aldrich ref FO25®nt ajoutés pour colorer les protéines.
La réaction se développe pendant 45 min a I'obtceti la DO est ensuite lue a 660 nm. La
concentration des protéines est calculée a pagtifé&djuation de régression linéaire de la

courbe de la gamme passant par O suivant la forroaeentration = DO / pente de la droite.
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F. Co-immunoprécipitation

1. Co-immunoprécipitation sur billes de sépharose-4B

Le principe de la co-immunoprécipitation est schis@aci-dessous.

ECHANTILLON

PROTE IQUE

INCURATION ANVES-
S ANTICORPS @IP(£S

A LA PROTEINEA SEPHWROSE

CQliapma. o apes Torecyd .com.)

AN @RS (@UAES
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AUTRES PROTENES

() !
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o #w
*;J oC!_o,;

O*O

ANALYSE PAR
WESTERN  BLoT

Figure 25: Représentation schématique du principeaco-immunoprécipitation

Pour chaque IP, 200 ug a 1 mg de protéines menikear{anicrosomes, cellules) est
solubilisés a 2 mg/ml dans du tampon de solubiisgaiCHAPS 1,6%, lipides 1 mg/ml, Pipes
20 mM, CaCJ} 100 uM, EGTA 50 uM, NaCl 0,9 M, inhibiteurs de f@ases). Aprés 45 min
de solubilisation sur glace, on réalise une ditutao 1/3 avec du PBS et de I'eau en quantités
égales. On utilise 10 mg de billes de protéine phaéose 4B (Sigma-Aldrich ref P3391) par

immunoprécipitation. Le signal non spécifigue e$imié@é en incubant les protéines

solubilisées avec de la sépharose 4B, 30 min sageglainsi qu’en saturant les billes de

protéine A-sépharose avec de la BSA (10 mg/ml).eAp2 h d’'incubation des protéines

solubilisées avec 10 ul d'anticorps ou de sérumimrdun, la protéine A-sépharose est
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ajoutée. Aprés 2 h d’incubation a 4°C sur agitatiasrbilles sont lavées au PBS, centrifugées
dans des tubes SpinX (Costar), puis incubées dapd @ tampon de décrochage (glycérol
10%, B-mercaptoéthanol 5%, SDS 2%, Tris base 385 mM, DIEB0 mM, bleu de
Bromophénol) pendant 30 min, pour décrocher legpres des anticorps et les anticorps de
la protéine A. Les protéines sont dénaturées perlarin a 100°C puis sont récupérés par
centrifugation. Une seconde élution est réaliséx &b | de tampon de décrochage pendant
15 min. La présence des protéines immunoprécipdans les échantillons est recherchée par
Western blot.

Classiquement, il est impossible d’utiliser en Westblot des anticorps primaires provenant
de la méme espece animale que les anticorps stiie@r la co-immunoprécipitation. Les
anticorps secondaires anti-espece couplés a lxymkse reconnaissant les anticorps utilisés
en grande quantité pour 'immunoprécipiation, cergad le Western blot totalement illisible
et ininterprétable. Pour pallier ce probleme disaii comme anticorps primaire en Western
blot un anticorps provenant de la méme espéce tuicbrps utilisé pour réaliser
'immunoprécipitation, j'ai utilisé les anticorpsesondaires du kit TrueBlot (Mouse
TrueBlot™ ULTRA: Horseradish Peroxidase anti-molg® et Rabbit IgG TrueBlot™ Set,
eBioscience). Ces anticorps ne reconnaissent guankicorps non dénaturés, c’est a dire les
anticorps primaires utilisés pour le Western Bldés anticorps utilisés pour les

immunoprécipitations étant dénaturés au coursédietion.

2. Co-immunoprécipitattion sur billes magnétiqgues pour la
spectrométrie de masse

Les échantillons analysés par spectrométrie de endssvent étre dépourvus de
contaminants pour éviter les résultats erronésr Pela des précautions sont prises tout au
long de I'expérience. Trisk 32 a été immunopréémitavec des anticorps préalablement
purifiés. Les anticorps ont été fixés sur une cotode protéine-A non pas couplée a de la
sépharose 4B mais a des billes magnétiques, gat pas besoin d'étre saturées avec de la
BSA. Les billes (60 ul) ont été préalablement ireegopendant 2 h sous agitation avec 300 pl
d’anticorps polyclonaux purifiés dirigés contreskri32. Puis 3 mg de microsomes de muscle
squelettique ou de cceur de rat solubilisés ongjéidtés, I'incubation dure 4 h a 4°C sous
agitation. Pour soustraire le bruit de fond dest§nes immunoprécipitées non
spécifiguement de la liste des protéines idensfié@ans I'immunoprécipitation, une
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immunoprécipitation avec du serum pré-immun de nlapi également été criblée par
spectrométrie de masse. L’élution a été faite &@&pl de tampon de décrochage (glycérol
10%, B-mercaptoéthanol 5%, SDS 2%, Tris base 385 mM, DIEB0 mM, bleu de
Bromophénol), puis les protéines ont été dénatyyérdant 3 min a 100°C.

L’efficacité de 'immunoprécipitation a été vériigpar Western blot sur une partie de
I'éluat. Le reste de I'éluat a été déposé sur unggedient 4-12% de polyacrylamide. La
migration électrophorétique a été faite sur unéadie de 2 cm, en « pseudo-separating », ce
qui permet de concentrer les protéines dans urmmimi d’acrylamide. Cette migration peut
parfois limiter la pénétration des tres grossesgmmes dans le gel. Celui-ci est ensuite coloré
au bleu de Coomassie (Brilliant Blue R250, BioRpudis les bandes colorées sont prélevées
par découpe du gel. Sept bandes de gel sont pesleud les 2 cm de la migration. Ces
bandes de gel contenant les protéines immunoptéespavec Trisk 32 subissent différentes
étapes. Les protéines sont digérées avec de kirteypour générer des fragments de coupures
suffisamment petits pour étre identifiés par lecamenetre. La séquence de ces peptides est
ensuite comparée a une base de donnée. L'expédataantlécide de la taille des peptides a
partir de laquelle le peptide identifié par le dp@métre est comparé a la base de donnée. Plus
ce seuil est bas plus la comparaison avec la baslmhée est longue. On estime ensuite la
probabilité de présence d’une protéine dans I'édl@mnen fonction du nombre de peptides
identifiés qui lui sont attribués. Plus ce nomisegrand plus la présence de la protéine dans

I’échantillon est certaine.

G. Western Blot

Les protéines sont séparées par migration sur ugrgeient 5%-15% d’acrylamide a
40 mA, puis transférées sur membrane Immobilon Rigere) pendant 3 h a 0,5A dans du
tampon de transfert (10% éthanol, Tris 25 mM, glgcil92 mM, SDS 0,025%) . Les
membranes sont saturées 30 min dans du tamportwtatem PBS—Tween 20, 4% lait. Le
pourcentage de Tween 20 dépend des anticorpséstil1% pour les anticorps purifiés,
0,5% ou 0,3% pour les sérums non purifiés. Puigrlembranes sont incubées sur la nuit a
4°C avec les anticorps primaires dilués dans legptamde saturation. Apres six lavages de
5 min par du PBS-Tween 20, les membranes sont égsulavec les anticorps secondaires

couplés a la péroxidase (HRP) pendant 3 h. Les maarab sont lavées trois fois 10 min dans
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du PBS-Tween 2000 puis la révélation est faite awecsubstrat chémiluminescent de la
péroxidase (Perkin Elmer).

H. Souris invalidée pour le géene de la triadine

1. Construction de la souris KO triadine

Les souris KO triadine et triadine flox ont étéliskes a I'Institut Clinique de la
Souris & Strasbourg (http://www-mci.u-strasbg.frte vecteur a été réalisé de la facon
suivante: le fragment de 1,2 kb comprenant I'exavéc I'ATG et les segments homologues
5 de 3,7 kb et 3’ de 3,3 kb ont été amplifies P&R puis clonés dans un vecteur contenant
les sites LoxP et la cassette de résistance admywine flanquée par des sites FRT pour
excision ultérieure par la recombinase FLP. La amégtodante et les jonctions ont été
vérifiées par séquencage. La construction linéaige électroporée dans des cellules souches
embryonnaires de souris 129S2/SvPas et apresisgleets clones cibles ont été identifiés
par PCR avec des amorces externes et confirméSaudihern blot avec des sondes externes
3’ et Neo. Trois clones positifs ont été obtenus. d¢s clones a été microinjecté dans des
blastocystes de souris C57BL/6J et les males ciqoes ont été utilisés pour la transmission
germinale. Pour obtenir des souris KO triadineltdés souris floxées hétérozygotes ont été
croisées avec des souris CMV Cteexprimant la recombinase Cre pour générer dedssour
KO triadine hétérozygotes (triadifi¢. Ces souris ont ensuite été croisées pour obtksir

WT (triadin€”) et des KO (triadin€) au sein d’une méme portée.

2. Génotypage par PCR

La lignée est entretenue a partir de croisemersides hétérozygote (triadifi@. Un
double génotypage par PCR sur ADN génomique eBls@&ésur les nouveaux nés par Julie
Brocard au laboratoire. Pour toutes les expérieramesitilise des souris KO et WT provenant

si possible d’'une méme portée.
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. Mesure de force musculaire

1. Mesure de forcein vivo

a. Test d'agrippement

Les souris sont posées sur une grille. La griltesesouée pour provoquer un réflexe
d’agrippement de la souris puis la grille est retée. La force globale de la souris est évaluée
par la mesure du temps qu’elle reste accrochégidlla Le test est arrété au bout de 5 min si

la souris n’est pas tombeée.

b. Spéctrométrie-RMN

Ces expériences ont été réalisées par David BendehaBenoit Giannesini au
CRMBM de Marseille sur 10 males KO et 10 méales Wilhteme age (5-6 mois).

i. Préparation des animaux

Les souris sont anesthésiées a lisoflurane 4% d@#®9% de NO et 33% d'G,
anesthésie maintenue en continu toute la duréexj@tience. Les pattes arrieres sont rasées,
et les animaux sont placés sur le dos dans undegmipé de deux électrodes transcutanées
qui se logent sous le genou et sous le talon esaqnti connectées a un stimulateur électrique.
Au sein du berceau, la patte gauche de la sourigtteshée a un ergometre composé d'une
pédale reliée a un transducteur de force (Figuje 26 position de la pédale est ajustée de
sorte que le gastrocnemien soit étiré passivemantepos et produise ainsi une force
isométrigue maximale en réponse a une stimulatipnagiminaire (2-4 mA, 1,5 ms) redéfinie
pour chaque animal. Deux antennes sont insérées lddmerceau: une pour le proton, une
pour le phosphore{P). La température corporelle est contrdlée parhaele de régulation
incluant une couverture chauffante électrique ethemmometre rectal, reliés a une unité de
contrdle de la température. Le berceau contenasauds est inséré au centre de I'aimant de
RMN.
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Figure 26 : Un électrostimulateur est placé sous lpatte de la souris fixée a une pédale.

ii. Protocole de stimulation de la patte et mesure oeé

Le protocole de stimulation transcutanée consiste 6emin de contractions
supraliminaires isométriques répétées a une fraguede 1,7 Hz. La force isométrique est

ensuite normalisée par le volume musculaire.
lii. Acquisition des images RMN et traitement

La mesure de force du gastrocnémien se déroule Wdaasmant de RMN horizontal
de 4,7 Tesla, il est possible de suivre le métabwi du muscle en paralléle a la mesure de
force (spectreé’P). De plus, les groupes musculaires peuvent @ametifiés par I'imagerie
anatomique (imagerie proton). De I'imagerie fonetielle peut également étre réalisée pour
mettre en évidence les zones dinflammation et fidtiation par identification des
composants eau/graisse/muscle. Pour I'imagerieselttions axiales sont réalisées, couvrant
toute la région du genou a la cheville (1 mm d’épaiiir et espacées de 0,5 mm). Pour chaque
section, le gastrocnemien est entouré manuellepmmt mesurer sa surface puis son volume
est calculé.

Le spectre du phosphore est réalisé avant chagjige de contraction. Ce spectre reflete le
métabolisme musculaire grace au suivi des variatitnphosphocréatine (PCr), de phosphate
inorganique (Pi), d’ATP et du pH intracellulaireHjp. Les pics de PCr, de Pi et d’ATP sont

identifiés informatiquement. Le pHi est calculéaatp du décalage du signal du Pi sur la PCr.
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2 Mesure de force sur muscle isolé

Ces expériences ont été réalisées a Debrecen auatépnt de Physiologie, au sein

de I'équipe de L. Csernoch sur cing femelles W3iefemelles KO de six mois.

Figure 27: Photo d'un EDL de souris monté dans leysteme de mesure de force sur muscle isoRour une
meilleure lisibilité, le muscle est cerné de noir.

Les EDL ou les soleus sont disséqués et un ncewdtashé a I'une des extrémités du
muscle (Figure 27). Le muscle est placé dans uramble perfusée avec du Krebs
(20 ml/min) (135 mM NaCl, 5 mM KCI, 2,5 mM Cag{ll mM MgSQ, 10 mM glucose,
10 mM NaHCQ; 10 mM Hepes pH = 7,2, température ambiante) asiltendu entre une
aiguille d’'un coté et un tenseur de force accrah@ceud de l'autre coté. Deux électrodes de
platine sont placées sous le muscle pour la stioual#lectrique. Le muscle est ensuite étiré
en ajustant la position du transducteur de fortaelangueur a laquelle le muscle développe
une force maximale pour une stimulation de 2 apevidant 1 ms a 1 Hz. Ces stimulations
uniques permettent d’obtenir des contractions @siples tetanus sont déclenchés par des
stimulations de 9 V a 200 Hz pendant 200 ms pa&IERRL et 100 Hz pendant 500 ms pour le
soleus. La fatigabilité du muscle est mise en éddepar une série de 150 tetani a une
fréquence de 0,5 Hz. L’amplitude de chaque tetasisnormalisée par rapport a la plus
grande amplitude de la série (en générafleu le 29 tetanus) puis la courbe est tracée point

par point en fonction de sa position dans la série.
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Partie | : Etude de la surexpression in vivo de Tk 95 et Trisk 51

La fonction de Trisk 95 et de Trisk 51 a été &adpar surexpression vivo dans le
muscle de souris. L'influence de cette surexpressig les autres membres du complexe de
mobilisation du C& a été caractérisée. Des conséquences de la sessixpr sur la
morphologie de la cellule et notamment sur la isasibn de la cavéoline-3 ont été mises en
évidence. Les résultats ainsi obtenus nous ontuitsn@ chercher une association de la

cavéoline-3 avec les protéines du complexe dehretaent du C3.

Partie Il ; Caractérisation de Trisk 32

Trisk 32 est l'isoforme cardiaque de la triadinaisrelle est également présente dans
le muscle squelettique ou elle n'a quasiment janei&s étudiée. J'ai donc étudié sa

localisation et ses partenaires dans ce muscéeesirvu d’étudier ensuite sa fonction.

Partie Il ;: Etude fonctionnelle de la triadine

Dans le but d’étudier la fonction de toute ledasmes de la triadine, une souris KO
triadine a été crée au laboratoire. Avant sonsatilbn en routine comme modele d’étude, jai
débuté sa caractérisation par differentes méthoaleplémentaires. Des études biochimiques,
ultrastructurales et physiologiques sont ressartiscertain nombre d’indices quant a la

fonction de la triadine dans le muscle squelettique
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Partie | : Etude de la surexpression in vivo de Tk 95 et de Trisk 51
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Les fonctions de Trisk 95 et Trisk 51 ont jusquragent été étudiées sur des modeles
cellulaires avec des surexpressions aigués a e rezquiet al, 2005y Dans le cadre d’'une
étude plus physiologique de la fonction de la triadelle a été surexprimée vivo, de fagon
chronique, dans le muscle squelettique de soums.cadractérisation histologique de ces
muscles ainsi que leur étude par marquages immuorefcents a été réalisée par S.
Vassilopoulos au cours de sa these au laboratoiliaboration avec K. Campbell (lowa
City, USA). Jai poursuivi ce travail par la quditation des protéines impliquées dans le
couplage-EC dans les muscles infectés puis parict@risation de I'association caveolin-3-
complexe de relachement du’Cdans le muscle normal. Ces différents résultats Ifobjet
d’'un article qui sera prochainement soumis a pahbba et dont le manuscrit est inséré en

annexe.

A. Infection de muscles de souris

La surexpression de la triadine a été effectuéénpastion des adénovirus codant pour
Trisk 95 et Trisk 51 (AdV-Trisk 95, AdV-Trisk 51).e contrdle est un adénovirus codant
pour la protéine fluorescente rouge, la DsRed (ABRed). Ces virus ont été injectés dans
différents groupes musculaires de pattes de s@urcéages de trois jours. Trente jours apres

I'infection, les muscles ont été prélevés.

B. Surexpression de la triadine et niveau d'expressiondes

protéines du RS

J'ai évalué par Western blot I'efficacité de laestpression de la triadine, ainsi que les
niveaux d’expression des protéines du RS dans dexles infectés avec AdV-Trisk 95,
AdV-Trisk 51 ou le virus contréle AdV-DsRed (Figu28). La surexpression des triadines a
été visualisée avec un anticorps anti-N-terminal rggonnait les trois isoformes par leur
partie commune et permet de les quantifier les ypesrapport aux autres. Le niveau
d’expression de chaque protéine a été normaliséapgort a celui de la chaine lourde de la
myosine, visualisée par coloration des membranedlau de Coomassie (Tableau 5).
Globalement, dans le muscle total infecté par Adék95 ou AdV-Trisk 51 respectivement,
chaque isoforme est surexprimée d’un facteur lrGgggort au contrble, les autres protéines

restant approximativement a leur niveau initial.
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Cependant avec ce type d’expérience sur musclerestiule I'expression globale des
différentes protéines est visible, le signal dese infectées étant moyenné par le signal des
fibres non infectées. Il est ainsi fort probable ¢p surexpression de la triadine dans les fibres
infectées soit en réalité bien supérieure a 1duetles autres protéines du RS présentent des

variations dans les fibres infectées indétectadated/estern blot sur muscle entier.
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Figure 28: Niveau d’'expression des protéines du Rfans les muscles gastrocnémiens surexprimant
Trisk 95 ou Trisk 51. 20 pg de microsomes de gastrocnémien de souesténpendant 30 jours avec les virus
AdV-Trisk 95 (T95), AdV-Trisk 51 (T51) ou avec lérus contrdle AdV-DsRed (DsRed) ont été déposégslr
d’acrylamide. Les anticorps anti-RyR, anti souséinis du DHPR, anti calcium ATPase et anti-calséquesstrin
ont été utilisés. Les expressions de Trisk 95 &kT51 sont visualisées grace a I'utilisation dmticorps anti-
N-terminal.

Tableau 5: Quantification de I'expression des proti@es du RS dans les muscles infectés

Inf AdV-Trisk 95 inf. AdV-Trisk 51 Inf. AdV-DsRed
RyR 0,92 0,97 1
DHPR 0,95 0,93 1
SERCA 0,98 1,1 1
Trisk 95 1.6 0,96 1
Trisk 51 1,04 1,6 1
CSQ 1,06 0,94 1

C. Localisation des protéines du complexe de relachemtedu Ca®*
dans les fibres infectées

Pour s’affranchir du moyennage du signal en Wedttrhdes fibres infectées par les
fibres non infectées, et pour évaluer les effetéadsurexpression de Trisk 95 et de Trisk 51
sur la localisation des autres protéines du coneplele relachement du calcium,

S. Vassilopoulos a réalisé des marquages immumneiaents de ces protéines sur coupes
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transversales de muscle squelettique. Les fibres infectées servent alors de controle

interne.

A. Infection AdV-Trisk 95 B. Infection AdV-Trisk 51

Figure 29: Localisation des protéines du complexeedrelachement du calcium dans les fibres surexprinmi
Trisk 95 ou Trisk 51. Double marquage immunofluorescent sur des coup@swersales de muscles infectés
avec AdV-Trisk 95 A) ou AdV-Trisk 51 B) observées au microscope confocal. Des anticarpsgR (e),01s

du DHPR (b) et calséquestrine (h) ont été utilié&s. triadines ont été visualisées avAg des anticorps anti-
Trisk 95 (a, d, g, j) et Trisk 51 (k) eB) Des anticorps anti-Trisk 51 (a, d, g, j) et Tré&k (k). La triadine
surexprimée est en rouge et ses partenaires erBeere d'échelle: 15 pm.

Dans ces cellules qui surexpriment Trisk 95 (Fig2®eA), I'intensité de la fluorescence de
Trisk 51 est plus faible que dans les cellules remviantes non infectées (Figure 29 A, k).
Cette baisse d’expression n’est pas suffisammembitante pour étre visible en Western blot
et doit donc étre inférieure au facteur de suresgpom de Trisk 95 (car on voit la
surexpression de Trisk 95 en Western blot). Laxquression de Trisk 95 est donc compensée

par la baisse de Trisk 51, mais pas dans un rafaplrt

Concernant les autres protéines du complexe dehetdent du calcium, dans les fibres
infectées avec AdV-Trisk 95 par comparaison avedilees contrdles environnantes, aucune
modification d’intensité ou de localisation n’essiole sur les marquages du DHPR (Figure

29, A, b), et de la calséquestrine (h). Le RyRuaefwis un marquage différent dans la fibre
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qui surexprime Trisk 95 par rapport aux fibres emwnantes. La surexpression de Trisk 95
modifie donc le niveau d’expression de Trisk 5p@drrait également avoir une influence sur
le RyR.

Dans les fibres qui surexpriment Trisk 51, on prutstater une baisse de I'expression
de Trisk 95 (Figure 29 B, k), tandis que le margudgs autres partenaires de la triadine dans
les fibres infectées avec Trisk 51 est indifférainlié des fibres contréles ((Figure 29 B, b, e,
h). La surexpression de Trisk 51, a la difféereneeelle de Trisk 95, ne semble pas affecter le
RyR.

D. Etude histologigue des fibres surexprimant la triaghe

Les conséquences anatomo-pathologiques de la sessign de Trisk 95 et de Trisk
51 ont été étudiées par coloration histologique 'énmatoxyline-éosine sur coupes
transversales de gastrocnémien (Figure 30). Lessfilmusculaires sont colorées en rouge, les
noyaux en bleu et le tissu interstitiel est en dldres signes d’'inflammation dus a I'infection
sont visibles pendant deux semaines puis dispardisées muscles infectés sont alors
indistingables des muscles ayant recu des injectdmn solution saline. Trente jours aprés
infection, il n'y a donc aucun signe d’'inflammativisible. On peut noter la présence de tissu
interstitiel dans les muscles infectés, des fitagephiées (astérisque), nécrotiques (téte de
fleche) et en régénération (fleches). Les muscitectiés avec AdV-Trisk 51 (Figure 30, c)
ont plus de fibres nécrotiques que les musclesté$eavec AdV-Trisk 95 (Figure 30 b). Le
défaut majeur des muscles infectés avec AdV-Triske& la perte de contact des fibres entre

elles et leur forme arrondie.

Figure 30: Coloration a I'hématoxyline-éosine des mscles infectés avec les virus AdV-Trisk 95 et AdV-
Trisk 51 30 jours aprés infection.Les fibres sont colorées en rouge et les noyaux@n Des infiltrations de
tissu fibreux (blanc) sont observables dans lesclessinfectés avec AdV-Trisk 51. Astérisque: fibres
atrophiées; téte de fleche: fibre nécrotique; fdlore en régénération. Barre d’échelle: 50 um.
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E. Morphologie cellulaire

L’étude histologique ne donne qu’une vue global¢ateeinte musculaire, or, d’aprés
les marquages immunofluorescents, l'infection nés pouché toutes les fibres du muscle.
Pour déterminer si les modifications de forme, ddlet et les centralisations nucléaires
observées en coloration histologique atteignentciBgeement les fibres infectées,
S. Vassilopoulos a réalisé un marquage immunofacen® de la membrane plasmique des

muscles infectés.

Muscle
controle

Muscle infecté
Trisk 95

Muscle
controle

Muscle infecté
Trisk 51

Figure 31. Modification du motif d'expression de lacavéoline-3 dans les fibres surexprimant la triadie.
Double marquage immunofluorescent de la triadinedetla cavéoline-3 sur des coupes transversales de
gastrocnémien infecté avec AdV-DsRed (a, b, ¢, 9, AdV-Trisk 95 (d, e, f) ou AdV-Trisk 51 (j, K) observé

au microscope confocal. Trisk 95 et Trisk 51 santauge et la cavéoline-3 en vert. Barre d’échdiepm.

Les fibres infectées ont été identifiées par ungmage avec des anticorps anti-Trisk 95 ou
Trisk 51 (Figure 31, en rouge) et leurs taillessague leurs morphologies ont été visualisées
grace au marquage d’'une protéine de la membrasengae, la cavéoline-3 (Figure 31 en
vert). La taille des fibres dans le muscle infeat@c AdV-Trisk 95 (Figure 31, d, e, f) est

moins homogeéne que dans le muscle controle (Figyre, b, ). Il apparait que beaucoup de
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fibres qui surexpriment Trisk 95 sont plus petites les fibres contréles avoisinantes. Les
fibres infectées avec Trisk 51, quant a elles, porg rondes et subissent une perte de contact
avec les cellules voisines (Figure 31, |, k, I).ttat le plus marquant est la modification du
marquage de la cavéoline-3 uniquement dans lesleeljui surexpriment la triadine. D’'une
part le marquage de la cavéoline-3 intracellulase beaucoup plus intense dans les fibres
infectées que dans les fibres non infectées, daadrt, il semble recouper le marquage de la

triadine.

La cavéoline-3 est impliquée dans la différencrati@s cellules satellites en myotubes. Pour
savoir si I'effet observé sur la cavéoline-3 estdamséquence d’'une régénération cellulaire,
les noyaux ont été marqués au Hoechst. Aucuneatisation nucléaire n'a été observée dans
les fibres infectées. Toutes ces caractéristiqua® famais été observées dans les muscles

infectés avec AdV-DsRed et ne sont donc pas diiedgexction en elle-méme.

L’augmentation de l'intensité du marquage de laéoéime-3 et la modification de sa
localisation dans les fibres surexprimant la tmadpeuvent étre dues a une surexpression de
la cavéoline-3 suivie d’'une relocalisation. J'astée cette hypothése par Western blot sur
muscles infectés avec AdV-Trisk 95, AdV-Trisk 51 awvec le virus contr6le AdV-DsRed
(Figure 32). La quantification du niveau d’expressie la cavéoline-3 par rapport a la chaine
lourde de la myosine indique que la cavéoline-3tpas modifiée dans les muscles infectés
ou du moins pas suffisamment pour étre détectabW&estern blot. Comme aucune variation
n'est donc visible en Western blot, il n'est pasgible de déterminer si la présence de la
cavéoline-3 a l'intérieur des fibres qui surexpné triadine est due a une relocalisation

simple ou a une surexpression suivie d’'une relsaatin.

Figure 32 :L'expression de la cavéoline-3 dans leuscle n'est pas modifiée par la surexpression de la
triadine. L'expression de la cavéoline-3 a été analyséaNstern blot sur des microsomes de gastrocnémien
de souris infecté avec AdV-Trisk 95 (T95), AdV-ki1l (T51) ou avec AdV-DsRed (DsRed). 5ug de
microsomes ont été déposés dans chaque puits.
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F. Interaction des protéines du complexe de relachemedu Ca®'
avec la cavéoline-3

La présence de caveéoline-3 a lintérieur des fibresculaires qui surexpriment la
triadine suite a l'injection des AdV-Trisk 95 etigk 51 suggere que la triadine pourrait étre
associée avec la cavéoline-3. Dans le but de tést@mraction entre Trisk 95, Trisk 51,
Trisk 32 et la cavéoline-3, j'ai réalisé différemtexpériences de co-immunoprécipitation sur

des microsomes de muscles squelettiques de ratsstuttis non infectés avec les adénovirus.
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Figure 33: Interaction entre le complexe de relachraent du C&* et la cavéoline-3lmmunoprécipitations

de Trisk 95 (IP T95), Trisk 51 (IP T51), Trisk 3P (T32) et contrble avec du sérum pré-immun (IPskt)des
microsomes de muscle squelettique de rat. L'effiéade I'immunoprécipitation ainsi que la présedceRyR

et de la cavéoline-3 co-immunoprécipités ont éttéte par western blot avec un mélange d'anticorps
spécifiques de chaque triadine, des anti-RyR etnticorps monoclonal anti-cavoline-3. Contréle pbsio g

de microsomes de muscle squelettique de rat (m.sq.)

L’association de la triadine avec la caveoline-3toat d'abord été testée par
immunoprécipitation de Trisk 95 (Figure 33, IP T,9bjisk 51 (IP T51) et Trisk 32 (IP T32)
sur microsomes de muscle squelettiqgue de rat. dms@ré-immun a également été utilisé
comme contrble négatif (IP Pl). La cavéoline-3 egtésente dans ces trois
immunoprécipitations et elle est invisible danshnunoprécipitation réalisée avec le serum
pré-immun. Elle est interagit donc avec les trecfarmes de la triadine.

Le RyR est également présent dans les immunoptatipis. Son interaction avec Trisk 95 et
Trisk 51 a éeté publiee précédemmgaisiopoulos:t al, 2005y €t SON interaction avec Trisk 32 sera

développée en partie 1l de ce manuscrit.

Cependant, il a été montré que le RyR est assoei@ la DHPRvarty et al, 1994) €1 l€
DHPR avec la cavéoline-gaiiepali et ai, 2006 L'€xpérience précedente ne permet donc pas de

discriminer quelle protéine entre le DHPR, le RyR les triadines est associée avec la
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cavéoline-3. Pour savoir si l'interaction de ladline avec la cavéoline-3 passe par le DHPR,
une immunoprécipitation du DHPR a été réalisée uileig34). L'immunoprécipitation du
DHPR entraine le RyR et la cavéoline-3 (IP DHPR)ismpas les triadines. Les
immunoprécipitations des triadines Trisk 95 et KB4 entrainent le RyR et la cavéoline-3
comme présenté en Figure 34, mais ne permettenti@a-immunoprécipiter le DHPR
(Figure 34, IP T95 et IP T51). Donc la cavéolineedimmunoprécipitée avec la triadine n’est
pas entrainée par le DHPR et, inversement, I'aggoni du DHPR avec la cavéoline-3 ne
passe pas par les triadines. Néanmoins, ces rissokapermettent pas de déterminer si la
cavéoline-3 est directement liée a la triadinesidiassociation triadine—cavéoline-3 passe par
le RyR.

-Q.
o
P 0‘3‘ 2 <9 »
& R R L R
RYR - s q o
DHPR - &= ‘
T95—.-—_ - —

T51 - e —--

Cay-3 - — - =

Figure 34: L'association de la triadine avec la caoline-3 ne dépend pas du DHPRmmunoprécipitation
du DHPR (IP DHPR), de Trisk 95 (IP T95), Trisk 3R [T51) et contrdle avec du sérum pré-immun (IPsBr)
des microsomes de muscle squelettique de rat.itaeffé de 'immunoprécipitation ainsi que la prése du
DHPR, RyR et de la cavéoline-3 co-immunoprécipias été testés par Western blot. Controle podififug
de microsomes de muscle squelettique de rat (. sq.

Pour répondre a cette question et s’affranchiraderésence du RyR, la triadine a été
exprimée par infection virale dans des L6 non diffi€iées, et des immunoprécipitations ont
été réalisées sur les cellules infectées (Figuyel3s cellules L6 sont une lignée de cellules
musculaires squelettiques qui, au stade myobldete; indifférencié, n’expriment pas le RyR
mais expriment la cavéoline-3 de facon endogénenu® le montrent les contrdles des
infections avec Trisk 95 (Figure 35 A, T95) ou Krisl (T51) ou sans infection (ctrl). Dans
ces cellules musculaires indifférenciées, les imopuécipitations de Trisk 95 et Trisk 51 (IP
T95, IP T51) ne permettent pas de co-immunopréxidd caveéoline-3. Ainsi, dans des
cellules musculaires indifférenciées qui n’exprimmgas le RyR, la caveoline-3 n’est pas

associée avec ces triadines.
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Dans le musclen vivo, Trisk 95 et Trisk 51 sont toutes deux associémssde
complexe de relachement du calcium. Il est dondsegeable que la présence des deux
triadines soit nécessaire pour I'association asecavéoline-3. Elles ont donc été exprimées
ensemble par co-infection dans la lignée L6 pummimoprécipitées (Figure 35 B). Les deux
triadines sont bien co-immunoprécipitées I'une lfFartre, cependant la cavéoline n'est pas
co-immunoprécipitée. La formation d’'un complexe skri95/Trisk 51 n’est donc pas la

condition pour I'association de la triadine avecdaéoline-3.

A. Immunoprécipitations de Trisk 95 et Trisk 51 B. Immunoprécipitations de Trisk 95 et Trisk 51

dans les L6 infectées dans des L6 exprimant les deux isoformes
1P T95 [P T51 L6 inf L6
> L s} TO95+T51 ctrl
FES S E88P Setinted
RYR - = «“D «Q) «0.)
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Figure 35: Trisk 95 et Trisk 51 ne sont pas asso@eé directement avec la cavéoline-3. A/érification de
I'infection des cellules L6 et des immunoprécipdas par Western blot. Les cellules sont infectgesc les
AdV-Trisk 95 (T95) ou AdV-Trisk 51 (T51) ou ne sopas infectées (ctrl). 60 ug de lysat cellulaire ét
déposés. Les immunoprécipitations ont été réaliages les anticorps anti-Trisk 95 (IP T95) ou dmisk 51
(IP T51). Contrble positif: 10 pg de microsomesrdascle squelettique de rd. Immunoprécipitations de
Trisk 95 (IP T95) et de Trisk 51 (IP T51) sur dedludes L6 infectées avec AdV-Trisk 95 et AdV-TriSk.
Contrdle positif: 10 g de microsomes de musclekdtique de rat.

Le résultat précédent montre qu’en I'absence de, RyiRk 95 et Trisk 51 ne sont pas
associées avec la cavéoline-3, ce qui suggéreigterdction de la triadine avec la cavéoline-
3 dans le muscle squelettique dépend du RyR. Ramiertl'interaction du RyR avec la
cavéoline-3 dans un contexte ou la triadine estrabs le RyR a été immunoprécipité dans
des microsomes de souris KO triadine (décrite emiePHl) (Figure 36). Comme dans le
muscle de souris sauvage (WT), la cavéoline-3 @stnmunoprécipitée avec le RyR dans le
muscle KO triadine. Ceci indique que linteracti®yR-cavéoline-3 ne nécessite pas de
triadine et pourrait étre directe. De maniere smpnte, dans le muscle KO triadine, il y a
plus de cavéoline-3 dans le contréle et dans lameodnoprécipitation que dans les
microsomes de muscle WT et ce pour une quantit®yl® immunoprécipitée qui semble

inférieure dans le muscle KO.
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Figure 36: La cavéoline-3 est associée avec le RylRimunoprécipitations réalisées avec des anticorps
polyclonaux anti-RyR (IP RyR) ou avec du sérumipréiun de lapin (IP Pi) dans des microsomes de rasscl
de souris WT ou KO triadine. L'efficacité de I'immaoprécipitation et la présence de la cavéoline-3 co
immunoprécipitée ont été testées par Western Gtitréles: jug de protéines de muscle WT ou KO triadine.

Ces reésultats impliquent que la cavéoline-3, déatmme une protéine de la membrane
plasmique, pourrait également étre présente daiSleDes travaux récents ont montré la
présence de cavéoline-3 dans des préparationssariées de RQ; et al, 2006y CEpEndant elle
n'a jamais été montrée distinctement dans le RBagscle squelettique intégre. Pour clarifier
cette situation, un immunomarquage a l'or de laéolime-3 a été effectué sur coupe
longitudinale de muscle squelettique puis observénicroscope électronique (Figure 37).
J'ai choisi d'utiliser une technique de marquage@erinclusion qui permet de conserver une
belle morphologie bien lisible en plus du marquagette technique a été utilisée notamment
pour montrer la localisation de la cavéoline-3 dhlsstubules-T dans le muscle de souris
adulteraiston & Ploug, 1999)L-a cavéoline-3 est bien visible sous la membgdasmique, dans les
cavéoles (Figure 37 A). Le marquage observé damdriades est faible par rapport au
marquage membranaire mais néanmoins présent (RBguis C, D, E). Il semble donc qu’il
puisse y avoir de la cavéoline-3 dans le RS. Toiggete résultat demande a étre confirmé par

des expériences complémentaires.
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Figure 37: Localisation de la cavéoline-3 dans le®R Immunomarquage de la cavéoline-3 en pré-inclusion
EDL de souris. Les coupes de 70 nm ont été obseraéemicroscope électroniquéd. Marquage sous-
membranaire de la cavéoline-3 a faible grossisserBel; D; E, marquage de la cavéoline-3 dans le RS ou le
tubule transverse des triades, observation a foasissement (barres d’échelle: 50 nm).
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G. Discussion

La surexpression a long terme des isoformes Ths&tIrrisk 51 a été induii@ vivo
par des injections intra-musculaires d’adénoviraissdles pattes arrieres de souris, trois jours
apres la naissance. La surexpression de l'unesdé&siines de la triadine est compensée par la
réduction du niveau d’expression de l'autre isofermes autres protéines du CRC (DHPR,
RyR, CSQ et SERCA) ne sont pas affectées par éxpression de la triadine. Cependant, ses
conséguences sont visibles par la coloration hémlite-éosine de coupes transversales de
muscles infectés: les fibres sont atrophiées, dresh dans le cas de Trisk 51, avec une
infiltration de tissus fibreux, des fibres nécraeg ou en régénération; autant de phénomenes
observés dans les muscles pathologiques humaiest ihtéressant de noter que I'aspect des
muscles infectés avec I'AdV-Trisk 95 est différelet ceux infectés avec 'AdV-Trisk 51, qui
entraine un phénotype plus marqué. |l apparattectent que I'infection modifie le marquage
de la cavéoline-3. Le marquage de la cavéolinet3reés intense a l'intérieur des fibres
infectées par comparaison avec le contréle, enillde colocalisé avec Trisk 95 et Trisk 51. Il
existe donc peut-étre un lien fonctionnel entredaéoline-3 et la triadine, deux protéines aux
localisations et aux fonctions différentes. Commedvéoline-3 est présente dans les tubules
transverseSraiston & Ploug, 1999)€t régule le fonctionnement du DHPRouchoux et al, 2007)
I'interaction entre la triadine et la cavéoline48 sein du CRC pourrait étre réalisée par une

autre protéine.

Les expériences de co-immunoprécipitation ont ngoqtre les isoformes Trisk 95,
Trisk 51 et Trisk 32 sont associées avec la cavediin vivo dans le muscle adulte.
Cependant, I'association directe n'a pas été re@eyar co-immunoprécipitation dans les L6
indifférenciées, donc dépourvues des autres mentreSRC, et infectées avec Trisk 95,
Trisk 51 ou Trisk 32. L'association de la triadieede la cavéolinén vivo nécessite donc
probablement un intermédiaire. Comme I'associatieria cavéoline-3 avec le DHPR et le
RyR a été montrée dans le cagidider al, 2005; Baliepaliiet al, 2006y CES Protéines pouvaient étre des
interacteurs potentiels entre la triadine et laéotime-3. L'absence de DHPR dans les
immunoprécipitations de la triadine montre qu’iest pas cet intermédiaire. Au contraire,
immunoprécipitation du RyR dans les souris K@diine entraine la cavéoline-3. La triadine
est donc probablement associée avec la cavéohi@4®8 RyR, ce qui semble logique au vu
de la modifiation de la localisation du RyR darsfieres infectées avec Trisk 95. Comment
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et pourquoi, la cavéoline-3, une protéine de la brame plasmique, est ainsi relocalisée dans
la cellule suite a la surexpression de la triadime protéine du RS?

Plusieurs résultats de la littérature concernanfohction de la cavéoline et des
cavéoles dans le muscle permettent d’émettre destligses sur I'association fonctionnelle
existante entre la cavéoline, le RyR et la triadipde r6le de la cavéoline dans le trafic
intracellulaire paron & simons, 2007ji) 1€ role de la cavéoline-3 dans I'homeostasatcique et

dans I'entrée CapaCiti\(eopescuet al, 1974; Fujimotcet al, 1992; Fujimoto, 1993; Isshiki & Anderson, 2003)

La cavéoline-3 est impliquée dans le trafic intthdaire de différentes protéines
membranaires dont la dysferlinfmpong et al, 2005; Hemandez-Devieet al, 2006y €t le complexe
dystrophine-glycoprotéinegsaniati et al, 2001y LeS marquages du RyR et du DHPR sont
perturbés dans la souris KO cavéoline-3 ce qui enggagin réle de cette protéine dans
I'adressage a la triade ou la formation du CR(plan de la formation des tubules-T. Comme
il a été montré que, au cours du développeme@RIE est préformé puis adressé a la triade,
il est possible que 'augmentation de la quantgeTdisk 95 et Trisk 51, associées au RyR
dans le CRC préformé, nécessite plus de caveoli@e8i soit par augmentation de la taille
des vésicules contenant le complexe, soit par anttien de leur nombre, ce qui
augmenterait la quantité de cavéoline-3 a 'intéree la cellule. Cette délocalisation pourrait
perturber le trafic des autres protéines membrasait étre responsable du phénotype observé
dans les muscles infectés avec la triadine de laem&con que la mutation P104L de la
cavéoline-3 détourne la cavéoline normale qui ng péors pas assurer sa fonction dans le
trafic et provoque une dystrophie muscul@iigi et al, 1998; Galbiatet al, 1999)

Il est par ailleurs intéressant de noter que Iantiigade caveéoline-3 associée au RyR est bien
supérieure dans le muscle KO triadine que dansukcla WT. L'expression du RyR n’est pas
modifiée dans le muscle de souris KO et la cavéedim’a pas été quantifiée. Si le niveau
d’expression de la cavéoline-3 est inchangé danmuscle KO triadine, alors on peut
conclure que, du fait de I'absence de triadineRi&R est peut-étre plus accessible a la
cavéoline-3. Il est donc indispensable d’évaluarileau d’expression de la cavéoline-3 dans
les muscle KO pour déterminer si la proportion detéines au sein de cette association est

modifiée.

Enfin, de plus en plus de protéines de 'homéostesicique sont retrouvées dans les

caveéoles ou des radeaux lipidiques: le DHERepalii et al, 2006) I'IP 3R (Fujimotoet al, 1992; Fujimotoet
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al, 1005y la pompe & Cé de la membrane plasmique (PMG#)imoto, 1093 TRPCLGervasioet al,
2008y Mais également SERCA dans la membrane dyiRS:, 2006y Il @ €galement été montré
que le regroupement de STIM1 dans le RS sous labmara plasmique, au niveau des
régions ou il interagit avec Orail, est lié a lagemce de radeaux lipidiques, qui impliquent
donc la présence de cavéolingsgi et al, 2008) Ces différents acteurs de I'entrée capacitive
(TRPC, Orail, STIM1) sont donc liés, au moins farotellement, avec la cavéoline-3 a la
membrane plasmique. Or, la surexpression de Thski&s les myotubes de rat réduit
I'entrée capacitiveyassiopouloset al, 2007y |l €St envisageable que la surexpression daddirie
relocalise la cavéoline-3 de la membrane plasmigue le RS et, par ce mécanisme, altére le
fonctionnement de I'entrée capacitive. De mémejusifait de sa surexpression, la triadine
forme de larges plateformes dans le RS, il estilplesgue I'agrégation de STIM1 dans le RS

soit perturbée, ce qui, la encore, ne favorisd’pagée capacitive.
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Partie Il ;: Caractérisation de Trisk 32
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Trisk 32 ést lisoforme majoritaire du muscle caglie (CT1), et notre équipe l'a
récemment mise en évidence dans le muscle sqgakttou elle est faiblement exprimée.
Son clonage dans le muscle squelettique, sa latialis dans le RS longitudinal et son
associationin vitro avec I'lPR-IIl ont été realisés au laboratoi{@assiopoulos et al, 2005)
Cependant, sa localisation précise dans les différeompartiments du RS reste a étudier, et
ses partenaires dans le muscle squelettique namepcore été identifiés vivo, notamment
son association avec I'4R-lll reste a confirmer. Dans le coeur, Trisk 32/C3sl associee
avec RYR2cuoet al, 1996y Il €St donc important de tester son associati@t &RyR1 dans le
muscle squelettigue. Les résultats obtenus congersa localisation et ses partenaires

constituent les premiers pas vers I'étude de setifimdans le muscle squelettique.

A. Expression de Trisk 32 au cours du développement

Pour déterminer le niveau d’expression des triadiae cours du développement
embryonnaire et de la croissance chez la souespiession des triadines a été analysée par

Western blot a différents ages prénataux (FigujeeB8hez I'adulte (Figure 39).

A. Trisk 32 B. Trisk 51 C. Trisk 95
E14 E17 E19 E14 E17 E19
- 150 - 150 E14 E17 E19
- 150
-100 100
TO5 - — -100
-75 - 75
T51: — - -75
- 50 _50
) - - 50
T32- — — - 37 - 37
=37
-25 -25
-25 3. P— 3.
Cav-3 - —— 50 Cav-3 - 50 Cav-3 - )

Figure 38: Expression prénatale des triadines et d cavéoline-3 chez la souridVestern blot réalisé sur
des microsomes de muscles squelettiques prélevedesisouris a 14 jours de développement embry@nnai
(E14), 17 jours de développement embryonnaire (18 19 jours de développement embryonnaire (E19).
40 pg protéines ont été déposés dans chaque puitgel gradient 5%-15% de polyacrylamide. La meanler

a été coupée entre 25 et 37 kDa, la partie supéraaté incubée avec des anticorps anti-C-terrdmahaque
triadine: Anti-Trisk 32 de isoforme de souris (Anpti-Trisk 51 (B) et anti-Trisk 95 (C). La partieférieure a

été incubée avec des anticorps anti-cavéoline-3.

Les expressions de Trisk 95, Trisk 51, Trisk 32jeela cavéoline-3 comme contrdle,

ont été étudiées par Western blot sur des microsaleanuscle squelettique de souris a 14,
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17 et 19 jours de développement embryonnaire (E1Z, E19) (Figure 38). Trisk 32 se
présente sous la forme d'un doublet/triplet a 3akRI0 a des modifications post-
traductionnelles. Trisk 32 et Trisk 51 s’exprimed&ja a E14. La quantité de Trisk 32
augmente entre E14 et E17 puis semble étre staidetia de E17. Trisk 51 augmente entre
E14 et E19. Une bande apparait au dessus de lacpeeemtre E17 et E19, probablement due
a une modification post-traductionnelle. Enfinxpeession de Trisk 95 est indétectable a E14
puis elle apparait a E17 et augmente de E17 aFdr®ni les isoformes testées, Trisk 32 est
donc la seule a avoir une expression stable enfreetl19 jours de développement

embryonnaire.

Les expressions de chaque isoforme chez la soduiéeaont ensuite été visualisées
par Western blot (Figure 39). Trisk 32 est trebl&anent exprimée, Trisk 95 est I'isoforme

majoritaire.

adulte

795 - | ()
T51 - |

T32 -

Figure 39: Expression des différentes isoformes da triadine chez la souris adulte. Western blot réalisé
sur des microsomes de muscles squelettiques dés saduwlte. 20 pg protéines ont été déposés surelin g
gradient 5%-15% de polyacrylamide. Un mélange ianps anti-C-terminal de chaque triadine a étésati

Il ressort de ces deux expériences que Trisk 95Ttk 51 sont exprimées
majoritairement chez l'adulte alors que Trisk 32 esprimée beaucoup plus précocement
chez I'embryon. Trisk 51 et Trisk 95 joueraieningipalement un role a I'age adulte alors que

Trisk 32 aurait plutdt une fonction dans le stadenptal.

L’expression de chaque isoforme entre E19 et fesnigrs mois de la souris sera
détaillée par des expériences complémentairesniveaux d’expression des triadines seront

eégalement quantifiés les uns par rapports aux sapie Western blot grace a l'utilisation de
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I'anticorps anti N-terminal des triadines. Ces h&ds nous permettront de détailler
précisément les niveaux d’expression de chaqueorivef entre les stades précoces de

développement embryonnaire et la souris adulte.

B. Localisation de Trisk 32 dans les muscles striés

Il a été publié précédemment par le laboratoire sk 32 est située entre les triades,
au niveau de la strie Z, ou elle est colocalisax d¥P;R-11l, a proximité des mitochondries.
La localisation de Trisk 32 a été précisée par saree dimmunomarquages observés a tres
forts grossissements, jusqu’a la limite de résofutilu microscope confocal. Les résultats
n'étant pas tres clairs quant a sa localisatiorctexgai réalisé des immunomarquages a l'or
observés au microscope électronique, ce qui perdiglentifier les compartiments

subcellulaires qui contiennent Trisk 32.

1. Localisation de Trisk 32 par rapport aux canaux catigues du RS

La localisation précise de Trisk 32 dans les mgsstdés de rat adulte a été étudiée
par marquage immunofluorescent sur coupes longialels de muscle cardiaque et de muscle
squelettique avec des anticorps anti-Trisk 32 di-RyR (anticorps réactifs avec les
isoformes cardiaques et squelettiques) (Figure@0mnme il a déja été publié dans le muscle
cardiaque, Trisk 32, en rouge sur ces images, alidecparfaitement avec RyR2, en vert, sur
une strie simple ponctuée (Figure 40 A). La repotida de ce résultat publié fourni donc un
contrdle positif quant a I'étude précise de la lisedion de Trisk 32 par rapport au RyR1 dans
le muscle squelettique.

Dans le muscle squelettique, le marquage de T&doi@ne une simple strie ponctuée
qui se situe entre les deux rangées de points B4 Ryest-a-dire entre les triades (Figure 40
B). A tres fort grossissement, si il est clair daenajeure partie de Trisk 32 est située dans le
RS longitudinal, le long de la ligne Z, il apparéigjalement que son marquage s’étend
jusqu’aux triades ou Trisk 32 colocalise en paatiec RyR1 (Figure 40 C).
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superposition

A. Muscle
cardiaque

superposition

B. Muscle
squelettique

C. Muscle
squelettique

Figure 40: Immunomarquage de Trisk 32 et du RyR surcoupe longitudinale de muscles striésLa
localisation de Trisk 32 (rouge) et du RyR (vert}té mise en évidence par marquage immunofluorescen
coupes longitudinales de muscle cardiagig €t de muscle squelettiquB €t C a fort grossissement) de rat
avec un anticorps anti-Trisk 32 et un anti-RyR,esté au microscope confocal. L'anticorps utiliséiple RyR
reconnait toutes les isoformes du RyR. Barre di#e(@) = 1 um.

Le RS longitudinal, ou se situe la majorité du roage de Trisk 32, abrite un autre
canal calcique, I'lgR-IIl. La localisation de Trisk 32 par rapport 8ER-IIl a été étudiée par
marquage immunofluorescent sur coupes longitudsnédemuscle squelettique et de cceur de
rat (Figure 4). Dans ces deux muscles striés, JRAIl, en vert, est situé sur une simple strie
ponctuée et le marquage de Trisk 32, en rougdoedlisé dans la méme région. Ce résultat
indique que I'IBR-IIl est dans la méme région que Trisk 32 dansescle squelettique et

dans le coeur.

104



RESULTATS

superposition

A. Muscle
squelettique

B. Muscle
cardiaque

Figure 41: Immunomarquage de Trisk 32 et de I'IRR-IIl sur coupe longitudinale de muscles striésLes
localisations de Trisk 32 (rouge) et de HRRIIl (vert) ont été mises en évidence par margeage
immunofluorescents sur coupes longitudinales declausquelettiqueX), et de muscle cardiaqu8)(de rat
observés au microscope confocal. Barre d’échellem2

2. Localisation de Trisk 32 par rapport aux mitochondries

L’organisation des muscles striés, et en particidadle du muscle squelettique, est
tres précise. Ainsi, dans le muscle squelettighagae couple de triade est situé de part et
d’autre de deux mitochondries. Comme les mitochiesdsont extrémement proches du RS
longitudinal, il est probable que Trisk 32 soitdsée dans la région péri-mitochondriale. La
localisation de Trisk 32 par rapport aux mitochoeslra été étudiée par marquage
immunofluorescent avec des anticorps anti-FoF1-A€Paine protéine de la membrane
mitochondriale interne (Figure 42). Le marquageldsk 32 est dans la méme région que le

marquage FoF1-ATPase aussi bien dans le muscléetigues que dans le cceur.
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“FoF 1 ATPase,_
il

A. Muscle
squelettique

FoF1 ATPase

B. Muscle
cardiaque

Figure 42: Trisk 32 est localisée dans la région maichondriale le long de la strie Z dans les musclesriés.
Les localisations de Trisk 32 (rouge) et des mitochies (FoF1-ATPase, vert) ont été mises en écElgar
marquage immunofluorescent sur coupes longitudindéemuscle squelettiqud); et de muscle cardiaquB)(
de rat observées au microscope confocal. La sugiéigpodes deux marquages indique que Trisk 32@eré
dans la méme zone que les mitochondries.

J'ai réalisé un marquage a I'or en microscopie téaique sur muscle squelettique

(Figure 43) pour identifier les compartiments otsiee Trisk 32. Ce marquage a été effectué

sur des coupes congelées et coupees a froid, qont pas subi de coloration au tétroxyde

d’osmium. Les images apparaissent donc avec unrastet négatif par rapport a la

microscopie électronique classique. Cette expéeienpermis de montrer que Trisk 32 est

localisée dans les triades et dans le RS longi@lidirigure 43 B et C). Elle est parfois

localisée a l'interface RS/mitochondrie (Figure A3et B). Un marquage de Trisk 32 a

également été observé dans les mitochondries @#fIA et C).
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mitochondrie

triade

ligne Z

Figure 43: Localisation de Trisk 32 dans le RS de vscle squelettique de rat par immunomarquage a I'or
en microscopie électroniquelLa localisation de Trisk 32 dans le RS a été miséwdence par marquage a l'or
sur coupe longitudinale d’'EDL de rat. Trisk 32 &mtalisée dans le RS longitudinal){ a l'interface du RS
longitudinal et des mitochondrie& (B), et dans les mitochondrie& €tC). Barres d’échelle sur A et C: 500 nm.

Ces résultats montrent donc que Trisk 32 est atik#e avec le RyR dans les triades
(RyR1 dans le muscle squelettique, RyR2 dans ler)¢ceti avec I'IBR-IlIl dans le RS
longitudinal a proximité des mitochondries. La lization de Trisk 32 dans les

mitochondries doit étre plus amplement étudiée.
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C. Les partenaires de Trisk 32

Les différents partenaires de Trisk 32 ont été eni®€vidence par des expériences de
co-immunoprécipitation dans plusieurs modeéles. pestenaires potentiels ont été soit

identifiés par une approche ciblée, soit recherpla@sine approche de criblage sans a priori.

1. Association de Trisk 32 avec les canaux calciques RS

Il a déja éte publié que Trisk 32/CT1 est assoaise RyR2 dans le coeur de lagin,
et al, 1996b)C€ que j'ai confirmée dans le coeur de rat (Figdré\). Ceci, avec la colocalisation
de Trisk 32 et RyR1 dans le muscle squelettiquggérerait que Trisk 32 pourrait étre

associée avec RyR1. Cette association n'avaitgagbéervée jusqu’a présent au laboratoire.

A. Immunoprécipitation sur muscle cardiaque B. Imnunoprécipitation sur muscle squelettique
V @
> ‘bql ¢7§ 'Q\ f&‘béo"c}
LS NI
1 2 3 1 2 3
kDa ¥ <RyR kDa 2 <RWR
250 - . 250 -
100 -
100 - - CT95
75 - 75 -
50- 50 - =« T51
37- @ €« T32 37- &  «(T32
25 - 25 -

Figure 44: Trisk 32 est associée avec le RyR dane toeur et dans le muscle squelettique.
Immunoprécipitations réalisées avec des anticogmgre Trisk 32 (IP-T32) et du sérum pré-immun de
lapin (IP-PI) sur microsomes de coeft) pu de muscle squelettique de mj}.(La présence du RyR et de
Trisk 32 a été testée par Western blot. ControstipgA et B puits 3): 20 pg de microsomes de caaur
de muscle squelettique de rat.

L’association de Trisk 32 avec RyR1 a été testéecpammunoprécipitation sur muscle de
rat avec un sérum polyclonal spécifique de TriskBigure 44 B, IP-T32), et en controle
négatif avec un sérum pré-immun provenant du mépi@ lavant immunisation (IP-PI). Le
résultat des immunoprécipitations a été analysé/Nsestern blot. Le RyR (identifié par une
ou plusieurs bandes en fonction de sa dégradatimeqgytique) a été co-immunoprécipité
avec Trisk 32 dans le muscle squelettique (FiguteB4 comme observé dans le muscle

cardiaque (Figure 44 A). Trisk 32 est donc bienocig® avec RyR1 dans le muscle
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squelettique comme elle I'est avec RyR2 dans lerc@eisk 95 et Trisk 51 ne sont pas co-
immunoprécipitées avec Trisk 32 (Figure 44 B) cé montre que l'immunoprécipitation
d’'une protéine du RS n’entraine que ses partenairpas la totalité des protéines présentes
dans la membrane du RS. D’autre part, 'absenceTdsk 95 et de Trisk 51 dans
'immunoprécipitation de Trisk 32 suggére I'existende deux types de complexes, un avec
RyR1/Trisk 95/Trisk 51, un avec RyR1/Trisk 32.

Trisk 32 est en partie seulement associée a RyRquce’explique par sa colocalisation
partielle dans les triades, et ce qui explique @ooirleur association n’avait pas été mise en

évidence précedemment.

A. Immunoprécipitations sur muscle squelettique. Blmmunoprécipitations sur muscle cardiaque.
N & \\\ NS
Q\Q N \} Q\
2V o < ’I, N4
B eTel & SR
A AN & ‘?@b\q &%
IP,R-IT - ~ T | -250 IP,R-IlI - - - 250
-75 _75
- | - - 50
T32: | 4 -37 T32: = a -37
-25

Figure 45: Trisk 32 est associée avec I'lR-IlIl dans les muscles striésiImmunoprécipitations réalisées sur
microsomes de muscle squelettique de rat avec mtEmigps de lapin contre Trisk 32 (IP T32), du sérpré-
immun de lapin (IP Pi lapin), des anticorps monpalox anti-IBR-III (IP IPsR-IIl), et du sérum pré-immun de
souris (IP Pi souris). La présence de Trisk 32eeIB;R-11l a été testée par Western blot. Contrélestigssi.

80 ug de lysat de la lignée de cellules musculdi6estB. 120 pug de microsomes de cceur de rat.

Dans mes expériences de colocalisation en micrescopnfocale, nous avions
observé que Trisk 32 ne colocalisait que partidleimavec RyR1, et se trouvait
principalement avec I'IfR-IIl. L'IP 3R-1ll présente des homologies avec la séquenceade |
partie canal du RyR qui comporte un domaine d’axdgon avec la triadine. Ces informations
font de I'lPsR-IIl un partenaire potentiel direct de Trisk 32t association a été montrée au
laboratoire par co-immunoprécipitatian vitro dans la lignée de cellules musculaire L6
transfectée avec 'ADNc de Trisk Jessiopouloset al, 2005y Pour tester I'associatian vivo de
ces deux protéines dans le cceur et le muscle sigede jai réalisé des
immunoprécipitations de Trisk 32 dans des microsode muscle squelettique ou cardiaque
de rat (Figure 45) et jai testé la présence d&RHII co-immunoprecipitée par Western blot.
Un lysat de L6 a été déposé comme contrdle popiifr I'lPsR-1Il car ces cellules
indifférenciées I'expriment fortement a la diffécendu muscle squelettique adulte dans

lequel il est tres peu exprimé. Trisk 32 immunojpé€e dans le muscle squelettique (Figure
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45 A, IP T32) et le cceur (Figure 45 B, IP T32) amte I'IR-1ll. Mais inversement,
'immunoprécipitation de I'lBR-1Il ne permet pas la co-immunoprécipitation desk82 (IP
IPsR-III). Il apparait donc que seule une partie d@s;R-IIl est associee avec Trisk 32.
Trisk 32 est donc associée a la fois avec le RyRReR-IIl dans le coeur et dans le muscle

squelettique.

2. Recherche de partenaires de Trisk 32 par spectromée de masse

Dans le but de balayer objectivement un large spedé protéines susceptibles
d’interagir avec Trisk 32 et non plus seulementitier celles pour lesquelles une interaction
peut étre a priori envisagée, de nouveaux parenaint été recherchés par spectrométrie de
masse en collaboration avec le laboratoire de Ghioes Protéines dirigé par Jérbme Garin
(CEA Grenoble).

Une immunoprécipitation de Trisk 32 a été réaliséeedu muscle squelettique et sur
du muscle cardiaque, et les protéines co-immungptées ont été analysées par
spectrométrie de masse. Pour soustraire le bruibrt des protéines co-immunoprécipitées
de facon non spécifique de la liste des protéidestifieées dans I'immunoprécipitation, une
immunoprécipitation avec du serum pré-immun de nlapi également été criblée par
spectrométrie de masse. Les immunoprécipitation3regk 32 dans le cceur et le muscle

squelettique ont été traitées séparément.

Malgré I'enrichissement de I'échantillon en Trisk, Xelle-ci n'a pas été retrouvée
dans le muscle squelettique. Ceci peut étre exdlpgur I'utilisation de trypsine avant analyse
au spectrométre de masse. La trypsine coupe ldé6impes au niveau des arginines et des
lysines, or Trisk 32 contient 57 lysines sur uraktate 287 acides aminés. Il y a 60 sites de
coupure de la trypsine sur Trisk 32 (Figure 46arge). La taille des fragments ainsi généreés
au cours de la digestion trypsique de Trisk 32t étdérieure au seuil fixé dans la base de
données lors de la premiére expérience réaliséée smuscle squelettique. Dans le muscle
cardiaque, Trisk 32 a été retrouvée en diminuatdilie des peptides a comparer avec la base

de donnée.
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Figure 46: Sites de coupure de la trypsine sur laéguence de Trisk 3260 sites de coupure de la trypsine (en
rouge) ont été identifiés le long de la séquenceériik 32. La taille des fragments varie en moyedeel a 7
acides aminés. Trois gros fragments de 20, 40 atitles aminés sont également générés.

En excluant les anticorps, I'analyse différentieles immunoprécipitations réalisées avec les
anti-Trisk 32 et le serum pré-immun a permis d’iifer 16 protéines pertinentes co-
immunoprécipitées avec Trisk 32 dans les muscleglstiique et cardiaque (Tableau 6).
Parmi elles, 13 sont mitochondriales dont seulentgenix, les Voltage Dependant Anion
Channels 1 et 2 (VDACL1 et 2), appartiennent a lanbrane mitochondriale externe. Les
onze autres protéines mitochondriales identifi@ed des protéines de la chaine respiratoire,
elles appartiennent donc a la membrane mitochdedimdéerne. Trois protéines du RS ont
également été identifices dans le muscle squelettiRyR1, la calséquestrine 1, et la
mitsugumine 23 (MG23). Dans le muscle cardiaques forotéines du RS ont été identifiées:

Trisk 32, la calséquestrine 2 et la mitsugumine 23.

Tableau 6: Synthése des protéines co-immunoprécipits avec Trisk 32 identifiées par spectrométrie de
masse(OMM: membrane mitochondriale externe, IMM, memlaramtochondriale interne)

Type de muscle

Muscle squelettique

Muscle cardiaque

Trisk 32 %k
" RyR1
Protéines du RS CS01 csoz
Mitsugumine 23 Mitsugumine 23
Protéines de 'OMM VDAC1, VDAC2 VDAC1, 2

Protéines de I'IMM

Protéines de la chaine respiratoire

Protéines de la chaine respiratoire

La présence du RyR et de la calséquestrine étaiidate. La mitsugumine 23 est une
protéine transmembranaire présente dans la tothlitRS, qui a été clonée en 1998 puis n'a
plus jamais eté étudi@@sniet ai, 1998y Sa fonction est donc totalement inconnue. Ay&s peu
d’'information sur cette protéine et aucun outiltaté disponible dans I'immédiat, j'ai choisi
de ne pas poursuivre I'étude de I'association d&kT32 avec la mitsugumine 23.

Les VDAC sont intéressants car ils sont dans la lonane mitochondriale externe et dans le
RS. En outre leur fonction de canaux les rapprashdeux autres partenaires de Trisk 32, le

RYR et I'IP3R.
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La présence d'un trés grand nombre de protéinda odembrane mitochondriale interne, les
marquages immnuofluorescents de Trisk 32 et legjuages a I'or (Figure 42 et Figure 43)
indiquent que Trisk 32 est en relation avec leoahibndries. Si la présence de Trisk 32 au
niveau des points de contact du RS semble tout arfaisageable du fait de son interaction
avec I'lP;R-11l, sa présence dans les mitochondries rest@suitat étonnant et inattendu. Des
expériences complémentaires sont indispensables g&iarminer si Trisk 32 est mise en

évidence dans les mitochondries de facon artefietore si il s’agit d’une réalité.

D. Etude de la régulation des canaux calcigues du R&pTrisk 32

Trisk 32 est associée avec les deux canaux cakidudrS, le RyR et I'lfR, et peut
donc potentiellement réguler leur activité. Afiretlidier la modulation des relachements de
Ca&* du RyR par Trisk 32, j'ai débuté des expérienaesutexpression de Trisk 32 dans des
cultures primaires de myotubes avec le virus AdK 32, disponible depuis peu au
laboratoire. Ultérieurement les relachements & par le RyR seront visualisés par imagerie
sur des cultures primaires de myotubes de sourise?WHKO dans lesquelles Trisk 32 sera
surexprimée ou réintroduite par infection. La régioh des relachements de’Cde I'lP;R
par Trisk 32 sera étudiée au laboratoire de L. i@sdr par imagerie calcique sur une lignée

stable de cellules L6 qui surexpriment Trisk 32.

1. Surexpression de Trisk 32 dans des cultures primags de
myoblastes en vue de I'étude de la régulation du Rypar Trisk
32

L’adénovirus AdV-Trisk 32 a été testé sur cultupemaires de myoblastes de rat. Les
myoblastes ont été infectés a MOI36 (36 particiddsctieuse/cellule) pendant deux jours.
L’efficacité de linfection a ensuite été testéea péestern blot (Figure 47). Trisk 32 est
surexprimée d’'un facteur 4,5 dans les cellulesciéfes avec I'AdV-Trisk 32 par rapport aux

cellules contrbles.

112



RESULTATS

TEEE ; - ——- _3?

Figure 47: Surexpression de Trisk 32 dans des myoblastes detrpar infection virale. L'efficacité de
l'infection par AdV-Trisk 32 a été testée par WestBlot sur 60 ug de protéine de myoblastes coegrfttrl)
ou infectés (inf T32). 5 pug de protéines de micnoes® de muscle squelettique de rat ont été dépaseme
contrdle positif

Ces virus vont étre utilisés pour ré-exprimer K132 dans des cultures primaires de
myoblaste de souris KO triadine. Les myoblastesrdeznsuite induits en différenciation et
les relachements de calcium par le RyR seront dedéds les myotubes KO et KO ré-
exprimant Trisk 32.

2. Etude de la réqgulation de I'lP;R par Trisk 32

Les relachements de calcium par $fRPsont difficiles & étudier en présence du RyR
car ces deux canaux sont sensibles aux mémes @gondont le Cd. Comme les
relachements de &apar I'IP;R sont de trés faible amplitude par rapports a chuRyR,
I'ouverture du RyR par CICR suite a I'ouvertureldle ;R risque de masquer les relachements
de C&" par I'lPsR. La régulation de I'lfR par Trisk 32 sera donc étudiée dans une lignée de
L6 surexprimant Trisk 32 de facon stable crééeaborhatoire de L. Csernoch. Cette lignée de
L6 est incapable de se différencier et n’est dag qupposeée exprimer le RyR. J'ai veérifié la
surexpression de Trisk 32 et I'absence du RyR pasté/n blot (Figure 48 A) J'ai ensuite
réalisé une co-immunoprécipitation pour testerndiaction entre Trisk 32 et I'jR-1ll dans

cette lignée cellulaire (Figure 48 B).

Cette lignée de L6 qui ne se différencie pas entubgs (et donc n’expriment pas le RyR) et
qui surexprime Trisk 32, laquelle est associée dVEgR-IIl, constitue donc un excellent
modéle d’étude de la régulation de gPpar Trisk 32 par imagerie calcique.
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A. Expression de Trisk 32 et du RyR B. Interactiorde Trisk 32 avec I'IPsR-III
5 :
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Figure 48: L'IP 3R est le seul canal calcique du RS dans la lignée 86 qui surexprime Trisk 32. A. Vérification, par
Western blot, de I'expression de Trisk 32 et dbd&nce du RyR dans la lignée de L6 stable (L6 T&2ug de protéines de
lysat cellulaire ont été déposés, contréle: 10 gignétrosomes de muscle squelettique deBratérification de I'association
de Trisk 32 avec I'lER dans les L6 surexprimant Trisk 32 par immunomiétion avec des anticorps anti-Trisk 32 (IP T32)
ou avec du sérum pré immun (IP Pi) suivie d’'undyeeapar Western blot.

Pour étudier la régulation de I4R-Ill par Trisk 32, nous disposons également du
virus AdV-Trisk 32 pour la surexprimer. J'ai vééfpar co-immunoprécipitation que Trisk 32
surexprimée pas infection virale se comportaitadmé&me facon que la protéine surexprimée
par transfection de 'ADN@yassiopouloset al, 2005) €t que Trisk 32 exprimée dans la lignée de L6
stable présentée ci-dessus. Les cellules L6 ont dténinfectées avec AdV-Trisk 32 (Figure
49 A). L'immunoprécipitation de Trisk 32 sur cesllages infectées permet bien la co-
immunoprécipitation de I'lgR-111 (Figure 49 B). Selon les besoins, nous digpesdonc de
différents outils pour étudier Trisk 32 et I3R: des virus AdV-Trisk 32 efficaces dans

différents types cellulaires, et une lignée stgaler la surexpression de Trisk 32.

A. Lignée L6 infectée avec AdV-Trisk 32 B. Immunoprécipitation de Trisk 32 dans les L6

infectées

IP T32 IPPi
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Figure 49: Efficacité de la surexpression de TrislB2 par infection virale et association avec I'lgR-Ill. A. Western
blot sur 60 ug de lysat de cellules non infecté€scfrl) ou infectées avec AdV-Trisk 32 (L6 T32)ysovérifier I'efficacité
de l'infection, et I'absence de RyB. Immunoprécipitations avec des anticorps spéciaiee Trisk 32 (IP T32) ou avec
du sérum pré-immun (IP Pi). La présence de de Baskt de I'IBR-IIl a été testée par Western blot.
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E. Discussion

L’isoforme Trisk 32 de la triadine se comporte éifmment de Trisk 95 et Trisk 51
de par ses localisations, ses partenaires et spression dans le coeur, suggérant une
fonction toute différente. Les marquages immunafisoents et a l'or ont montré les
multiples localisations de Trisk 32 dans les défés compartiments du RS et les co-
immunoprécipitations ont mis en évidence des paites connus pour étre présents dans les
méme endroits que Trisk 32. Nos résultats sugg@lemt que Trisk 32 est localisée d’'une
part dans les triades ou elle est associée au RgRaecalséquestrine, et d’autre part dans le
RS longitudinal ou elle est associée adRAIl et semble également avoir un lien particulier

avec les mitochondries.

1. Les partenaires de Trisk 32

Au cours de cette étude jai identifié de nombreguectenaires de Trisk 32. Ses
interactions avec les canaux calciques RyR1, RyRIPR-Ill seront discutées dans les
paragraphes suivants. La spectrométrie de masserraispde mettre en évidence des
partenaires de Trisk 32 connus (RyR et calséquestrce qui valide I'expérience, mais aussi

de nouveaux partenaires: VDAC et la mitsugumin€\2G23).

La mitsugumine 23 est une protéine de 23 kDa, e¥g®idans de nombreux types cellulaires,
et qui possede trois segments transmembranairesefiant sa localisation dans différents
compartiments membranaires. Elle a été localisés Bacouronne de RS périnucléaire, dans
le RS longitudinal et dans le RS jonctionnel. Aug@antenaire ni aucune fonction ne lui ont
été attribués jusqu’a ce joplfsniet al, 1908y Il N'est pas possible de déterminer si Trisk B2kt
associée directement, mais il est envisageablegxymnple que Trisk 32 lui soit associée via
I'lP3R ou VDAC. Il est prévu de rechercher la localsatde Trisk 32 dans la couronne de
RS périnucléaire du fait de la localisation de ddexses partenaires dans ce compartiment,
('P3R-1Il et MG23).

VDAC est un canal de faible sélectivité (qui laissasser le C&) localisé dans les
mitochondries et dans le RS au niveau des MAM fesnbranes de RS associées aux
mitochondries). Son association avec Trisk 32 sentbut a fait probable, tant par sa
localisation a I'interface mitochondrie/RS que parfonction canal.
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2. Deux complexes de relachement du &a

Dans le cceur, il a été montré que Trisk 32/CT1 asstociée avec RyR2 et la
calsequestrine Znanget al, 1997y Dans le muscle squelettique, son association Rygtl est
plus discrete que celle de Trisk 95 et Trisk 5EsH d’ailleurs intéressant de noter que les co-
immunoprécipitations de Trisk 95 ou de Trisk 51 r&iment systématiquement Il'autre
isoforme en plus de RyR1. Trisk 95 possede deutéiryess dans sa partie C-terminale et il a
éte montré qu’elle forme des homopolyméres de paigls moléculaire par ponts disulfures
(Froemminget al, 1999) Comme Trisk 51 posséde également une cystéieepalit s’associer avec
Trisk 95 par pont disulfure. Trisk 32, qui ne paks@as de cystéine, n’est jamais retrouvée
dans les immunoprécipitations de Trisk 95 et dekTsil, et inversement Trisk 95 et Trisk 51
ne sont pas entrainées dans les co-immunoprémpgatrisk 32/RyR1. Il est donc probable
gue I'absence de cystéine dans la séquence de3lrisdmpéche de s’associer avec Trisk 95
et Trisk 51, formant ainsi deux types de complexescomplexe composé de Trisk 32/RyR,
et un complexe Trisk 95/Trisk 51/RyR. Cette hypethéeut étre testée en rajoutant une
cystéine a la séquence de Trisk 32 par mutagénégée] et en transfectant cet ADNc
modifié avec celui de Trisk 95 et de Trisk 51 dales cellules L6 et de les induire en
différenciation pour qu’elles expriment le RyR.I& immunoprécipitations de Trisk 95 et de
Trisk 51 montrent une association de Trisk 32-dgstéalors c’est que cette cystéine est
importante pour la ségrégation de Trisk 32 et dek@5/Trisk 51. Inversement, il pourrait
étre intéressant de retirer la cystéine de Trisk®&dr voir si elle se comporte de la méme
facon que Trisk 32. On pourra ainsi voir si ellaiptoujours former des complexes avec
Trisk 95, si elle se trouve localisée dans la &iad dans le RS longitudinal et, pourquoi pas,
si elle est associée avec BRIl Ces expériences permettraient de détermqerile(s)

particularité(s) de Trisk 32 sont liées a I'absedeeystéine sur sa séquence C-terminale.

Dans le cceur, RyR2 n’est pas couplé physiquememHRR;; et il a été montré
que, dans le muscle squelettique, la moitié deawaRyR1 n’est pas couplée au DHRR
(Block et al, 1996y ON pourrait alors imaginer que, comme dans lecteusardiaque, Trisk 32
s’associerait au RyR sans que le DHPR y soit plgsigent associ€, et qu'il pourrait ainsi y
avoir deux complexes: un complexe Trisk 32/CSQ1/RyRet un complexe
Trisk 51/Trisk 95/CSQ1/RyR1/DHPR (Figure 50). L'stence d’'un complexe couplé et d’'un
complexe non couplé au DHPR ne peut pas étre tpatéep-immunoprécipitatiom vivo car
'immunoprécipiation des triadines ne permet pasntiainer le DHPR et inversement. Ce
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résultat indique: i) soit que la technique d'immpréxipitation utilisée n’est pas suffisament
efficace ou trop stringente pour co-immunoprécipdes protéines en série (triadine, puis
RyR, puis DHPR), ii) soit que les triadines en gaheéet pas seulement Trisk 32, sont

associées aux RyR non couplés.

Figure 50: Deux complexes de relachement du €adans la triade du muscle squelettique.

En considérant I'hypothése de I'existence de deped de complexe sans tenir compte du
DHPR on peut envisager la possibilité d’'une contipétientre Trisk 95/Trisk 51 et Trisk 32
pour I'association avec le RyR. Cette hypothésd pre testée par immunoprécipitation des
triadines dans des myotubes de souris KO triadnfieciés avec les AdV des triadines.
L’infection par AdV-Trisk 32 plus ou moins AdV-TKs95 ou AdV-Trisk 51 devrait
permettre de voir si I'ajout de ces isoformes déplbinteraction de Trisk 32 avec le RyR.
Cette hypothese pourrait également étre testé@iroorporant le RyR purifié en bicouche
lipidique pour suivre les mouvements de’Ca’ajout de Trisk 32 purifiée devrait modifier
les courants calciques. Si il y a compétition etgseisoformes, I'ajout de Trisk 95/Trisk 51
purifiées aprés Trisk 32 ne devrait pas modifierdeurants calciques du RyR une seconde
fois. Et inversement, I'ajout de Trisk 32 apresskrB5/Trisk 51 ne devrait pas re-modifier

leur effet sur le fonctionnement du RyR.

En admettant que I'absence de DHPR dans les immeécipiations de Trisk 95 et de
Trisk 51 n’est due qu’a des considérations techesget que le RyR associé a Trisk 95 et a
Trisk 51 I'est également au DHPR, on peut alorsgimer une association préférentielle du
DHPR avec le complexe Trisk 95/Trisk 51/RyR plugGtavec le complexe Trisk 32/RyR.
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La fonction de régulation de RyR2 par Trisk 32/C3st avérée dans le coeur. Sa
surexpression dans un modele de souris transgéniggrmente la sensibilité de RyR2 a la
caféineirchneteret al, 2007 €t augmente la durée et I'amplitude des relachesTi Ca" (irchnor
et al, 2007y Sa surexpression par infection avec un virus mbogour I'ADNc dans des
cardiomyocytes en culture augmente également litudiel et la durée des relachements de
Ca* par RyR2(terentyevet al, 2005y Trisk 32 semble donc avoir un effet activateur RyR2. I
semble donc que l'infection de myotubes de soufs tadine (décrite en partie Ill) avec
AdV-Trisk 32 devrait porter ses fruits quant auée de la régulation de RyR1 par Trisk 32

par imagerie calcigue dans le muscle squelettique.

3. Trisk 32 et I'lP3R-Ill : une implication de Trisk 32 dans le dévelopement
musculaire?

L'IP3R est localisé dans le RS jonctionnel, associéjanietate qui lie le C& (Treveset
al, 2004y Il est également associé a Trisk 32. Ces troi¢epres pourraient former urt™s
complexe de relachement du %GalPsR/junctate/Trisk 32. Il a ét¢ montré que les
relachements de &apar I'lPsR dans les neurones régulent I'expression de OPHES! al,
1997) €t que son activité de canal calcique permet égale d’amorcer la cascade de
phosphorylation des facteurs de transcription CREBIAPK dans le muscle squelettique
(Powell et al, 2001y Comme Trisk 32 est la premiére isoforme de kdtrie a s’exprimer dans le
muscle squelettigue au cours du développement embayre, et que 'R s’exprime
majoritairement dans le muscle en développemersentble probable que Trisk 32 puisse
réguler les relachements de’Cee I'lPsR et par la méme qu’'elle puisse étre impliquée dans
la régulation de I'expression des géne au coudégeloppement musculaire.

La régulation de la différenciation des myotubes Ppask 32 sera étudiée par ré-
expression de Trisk 32 dans des myoblastes dess#@i triadine et par analyse des
marqueurs de différenciation dans ces cellulesrppport aux KO. Ainsi, le suivi de la
phosphorylation de CREB et des MAPK aprés le détlement de vagues calciques de
I'lP 3R pourra permettre de déterminer les effets dek B2ssur la régulation de I'expression
des genes. Le nombre de noyaux par myotubes enidondu temps de différenciation
(indice de fusion) et la mise en place d’'un appammtractile strié sont également de bons

indicateurs de la différenciation musculaire.
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Nous avons vu que Trisk 32 est la premiére isofommerimée au cours du
développement embryonnaire. Or, dans le muscle tomma l'instar du muscle cardiaque, ce
sont les isoformes RyR2 et DHRIRC qui sont exprimées. On peut donc envisager kencse
d’'un complexe Trisk 32/RyR2/DHP&;c dans le muscle immature qui sera ensuite remplacé
par le complexe Trisk 95/Trisk 51/RyR1/DHRIs dans le muscle adulte. Trisk 32 pourrait
donc jouer un réle dans le développement muscul@ette hypothése est confortéee par
I'association de Trisk 32 avec I'4R-Ill, qui est impliqué dans la régulation de I'egpsion

des génes.

La régulation des relachements dé'Gte I'lPsR par Trisk 32 n’a jamais été étudiée ni
dans le cceur ni dans le muscle squelettique. Jetera réalisé en collaboration avec L.
Csernoch. La lignée de cellule L6 qui surexprimiskiB2 et ne peut pas se différencier est un
modele d’étude idéal. L’'HR-11l y est exprimé en grande quantité et le RyRadsent. J'ai
montré que dans ces cellules Trisk 32 surexprirsé@associée avec I'{R-Ill endogéne, ce
qui rend donc possible I'étude de la régulatiom@eanal par Trisk 32 en imagerie calcique.

4. Trisk 32 et les mitochondries

La mise en évidence de Trisk32 dans les mitochesmdmpar marquages
immunofluorescents et par marquages a I'or, etfitdication de protéines mitochondriales
par spectrométrie de masse dans I'immunoprécipitatie Trisk 32 sont autant de résultats
indiquant la présence de Trisk 32 dans les mitodties.

Cependant, il est indispensable de déterminer lécentre Trisk 32 et les mitochondries est,
ou non, artefactuel. Si les mitochondries sont maoes de facon non spécifique par les
anticorps anti-Trisk 32, méme purifiés, ou si ekesollent » dans les immunoprécipitations,
ce résultat serait totalement artefactuel. Cestwdifits éléments amenent de nombreuses
qguestions. Ce résultat est-il réel ou artefactuéelrisk 32 est-elle située dans les
mitochondries, sachant qu’elle ne posséde pas gieesée d’adressage ? Quelle pourrait y
étre sa fonction ?

Pour savoir si I'anticorps spécifique de la séqee@eterminale de Trisk 32 peut reconnaitre
une protéine mitochondriale, une recherithisilico de protéines mitochondriales contenant la
séquence speécifique de Trisk 32 utilisée pour imsainles lapins a été réalisée. Aucune

protéine mitochondriale connue contenant cette esgérpi n'a été trouvée, n’infirmant pas
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I'hnypothése de la détection de Trisk 32 dans leechondries. L'isolation de mitochondries
par fractionnement subcellulaire pour y cherchepréssence de Trisk 32 par Western blot est
une meéthode risquée car il est tres difficile deavoir aucune contamination des
mitochondries par le RS, ne serait-ce qu’a causia geésence de MAM. Dans I'immédiat,
I'utilisation de la souris KO triadine pour faire unarquage Trisk 32 et vérifier son absence
est impossible car la séquence spécifique de Blsk'est pas conservée entre le rat et la
souris et les anticorps produit au laboratoire @iitrisk 32 de souris ne fonctionnent ni en
marquage immunofluorescent ni en marquage a I'éewbrait donc reproduire des anticorps.
Une solution pour éclaircir la présence de Triskdags les mitochondries en s’affranchissant
des problemes de spécificité des anticorps, dertiinsfection de I'ADNc de Trisk 32 de rat
couplé a la GFP dans des cultures primaires désski@r triadine. La fluorescence de la GFP
doublée d’'un immunomarquage des mitochondries uetajt si Trisk 32 est effectivement
localisée dans les mitochondries. Un marquage & di®c des anticorps anti-GFP est

également réalisable sur ces cellules pour la mécoie électronique.

La réalité biologique de la présence de Trisk 3hsddes mitochondries n'est pas
inconcevable. RyR1 a été retrouvé dans la membrateehondriale intern@eutneret al, 2001;
Beutneret al, 2005) OF Ui non plus ne comporte pas de séquence eBadge aux mitochondries.
Trisk 32 pourrait donc étre transportée avec ce RyR couplé au DHPR dans les
mitochondries. VDAC, un canal de la membrane mibochiale externe, est également
retrouvé dans la liste de protéines co-immunopitéep avec Trisk 32 identifiees par
spectrométrie de masse. VDAC est localisé dansdmlmmane mitochondriale externe mais
également dans le R&oshan-Barmatet al, 1996)0U il €St supposé permettre I'entrée d’ATP dans le
RS de part sa faible sélectivité. Il permet le mevuent d’anions, mais également de cations
comme le C& et d’adénonucléotides. Cette protéine canal pittdtee associée avec Trisk
32 de la méme facon que les autres canaux du RSdi@érents interacteurs placeraient
Trisk 32 au cceur du dialogue calcique entre le REsemitochondries. Il peut étre envisagé
de faire des expériences de relachement o€ €ar mitochondries isolées de cultures
primaires de myotubes souris KO triadine, infeaesc I'AdV-Trisk 32, par rapport a des
mitochondries provenant de cellules non infectémg poir si la modification de la quantité
de Trisk 32 modifie les mouvements de’Cade méme, si Trisk 32 régule le dialogue
calcique entre différentes organites, de I'imagedkeique peut-étre réalisée avec des sondes

calciques de type caméléons adressées au RS etitnchondrieSgowseret al, 2002) & encore
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dans des myotubes de souris KO triadines par rappdes myotubes qui ré-expriment Trisk
32.
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Partie Ill : Etude fonctionnelle des triadines
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L’outil de choix pour I'étude physiologique deflanction de la triadine et la mise en
évidence d’'une pathologie associée a son défautnessouris invalidée pour le géne de la
triadine. Le développement de cette souris KO aeatéepris au laboratoire en 2005 et les
premieres souris, créées a la Clinique de la S@IES, Strasbourg), ont été obtenues fin
2007. La stratégie utilisée pour déléter la triadast la suppression di' &xon du géne,
commun a toutes les isoformes. La souris KO triadist viable et fertile. Je me suis attachée
a sa caractérisation phénotypique, réaliséee awdttdire et en collaboration. Ces différents
résultats font I'objet d’un article pour J.Biol.Ghe actuellement en cours de révision, inséré

en annexe, en fin du manuscrit.

A. Validations moléculaires et biochimiques de la sois KO
triadine

Le premier exon du géne de la triadine, représentbleu clair sur la Figure 51 A, a
été flanqué de deux sites LoxP (allele « floxéGgs souris «floxées» ont été croisées avec
des souris qui expriment la recombinase Cre. Lambinase a supprimé les séquences qui se
situent entre les sites LoxP, donc I'exon 1 deitaline, ce qui a donné naissance a des souris
KO triadine (-/-). Un double génotypage est réadisechaque souris, afin de s’assurer de leur

statut avant caractérisation (Figure 51 B).

A. Construction de la souris KO B. Génotypage par ER
++ +- -
exon 1
allele WT ———
A B c D Eoit.
alléle floxé —?%‘_B:?ll_)h ey .'
alléle KO —?H‘B— 300 -

site LoxP | 200 - "

site FRT [

Figure 51: Construction utilisée pour invalider legéne de la triadine et génotypage des souris par RC.

A. Représentation schématique des alléles sauvagrss fet KO avec les amorces A, B, C et D utiliggms

la PCR.B. Amplification par PCR de 'ADN génomique avec lasiorces A, C et D. La bande a 240 kb
correspond aux animaux WT (+/+) (amorces C et ®hdnde a 47Kb aux animaux KO (-/-) (amorces A et
D) et la présence de 2 bandes indique que I'angstahétérozygote (+/-).
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L’absence de la triadine dans les souris KO a éfiée par Western blot sur
microsomes de muscles squelettiques et cardiagues lanticorps anti-N-terminal des
triadines (Figure 52 A) et un mélange d’anticorpsi-€-terminal spécifiques pour veérifier
gu’il 'y a pas d’expression de triadine tronquéass leur partie N-terminale (Figure 52 B).
Le Western blot réalisé avec les anticorps anteffiinal montre trois bandes: la bande
correspondante a Trisk 49 est confondue avec aidleTrisk 51. Toutes ces bandes
disparaissent dans les microsomes de muscle stogabetie souris KO triadine.

Dans le cceur, Trisk 32/CT1 a également été vissabsec les deux anticorps, anti-N-
terminal (A) et anti-C-terminal spécifique de TridR (B). La bande a 37 kDa signalant sa
présence dans les microsomes de coeur WT disparaite coeur KO.

La suppression du®lexon du géne de la triadine abolit donc bien Ifrespion de

toutes les isoformes de la triadine.

A. anticorps anti N-terminal B. anticorps anti C-terminal
kDa 12 3 4 kDa 1 2 3 4
250' 250_

150- 150-
100- I 100- ™
75 - 75 -
& -
50 - — 50 -
V-=- = 37 - S
25 - 25 -

Figure 52: La souris KO triadine n'exprime aucune as isoformes de la protéineVeérification par
Western blot de I'absence de triadine dans la sok®. Des quantités équivalentes de protéines de
microsomes de muscle squelettique de souris Whgllg, de muscle squelettique de souris KO, (lighe

de cceur de souris WT (ligne 3) et de coeur de s&igligne 4) on été déposées sur un gel d’acrydemi
5%-15%. Q) Les triadines sont ciblées par un anticorps Ergrminal ou B) avec un mélange d'anticorps
anti C-terminal spécifique. Les signaux correspaisla Trisk 95 (100 kDa), Trisk 51 (60 kD) et TrZk

(37 kD) sont absents des muscles squelettiques@dibiques de souris KO.

B. Expression des protéines du complexe de relachemeaht Ca®"

L'absence d'une protéine étant souvent compenaéealgs variations d’expressions
d’autres protéines, les niveaux d’expression desépres de I’homéostasie calcique ont été
évalués par Western blot quantitatif dans le musgele (EDL) et lent (soleus) (Figure 53 et
tableau associé). Le RyR, le DHPR, SERCA, la calsgiine 1, la junctine et la quantité de
mitochondries (visualisées grace a un anticorpsFaritl-ATPase) ont donc été ciblés avec
des anticorps spécifiques puis quantifiés par p@da chaine lourde de la myosine. Le

niveau d’expression de ces protéines dans les esI¥¢T est pris comme référence et fixé a
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100%. Les expressions du RyR, de SERCA, et de FL#AdPase ne sont pas modifiées
significativement dans les EDL et les soleus KOjuratine est sous-exprimée dans le soleus
de souris KO. Le DHPR est surexprimé dans I'EDL &Gsous-exprimé dans le soleus KO.
Quant a la quantité de calséquestrine 1, elle mstég par 4 dans le muscle KO. Ces

variations importantes indiquent donc une adaptad&s muscles a la perte de la triadine.

Quantification de I'expression des protéines de

Niveaux d'expressions de protéines des muscles ! - .
I'homéostasie calcique.

rapides et lents de la souris KO triadine

A
S ELE
SR P
R kba ©
y ——— 100 "}’ I—EI
-250 £ EDL Sol
DLPR [ _150 "1 [_] EDL KO Sol KO
*"EpL sol RyR 125% + 33% 102 %+ 17%
DHPR | 170% + 14% % | 75% + 14% %
| = 100
SERCA Wh@emes -100 TI[ SERCA | 104% = 5% 90% * 6%
EDL Sel
. CSQ 27% + 4% % | 19% 4% *
csa (SR - 75 " %[ AFTOPFals'e 116% + 6% 94% + 8%
-50 EDL  Sol
junctine 89% + 12% 55% + 12% %
FOF1-ATPase === -50 wi[f o

- 0
37 EDL Sol

Junctin = =— e -25 oy I—EI =

EDL Sel

Figure 53: Quantification des niveaux d'expressiongle protéines des muscles rapides et lents de la
souris KO triadine. 40 a 80 ug de protéines d’homogénats d’'EDL (musgéde) et de soleus (muscle lent)
de souris WT et KO ont été déposés sur un gel dagrylamide 5%-15%. Des anticorps spécifiques anti
RyR, sous-unitéols du DHPR, SERCA, calséquestrine 1, FoF1-ATPagenetine ont été utilisés pour
I'analyse par Western blot. La quantification dueaadu d’expression de chaque protéine a été nodmagtiar
rapport & la quantité de chaine lourde de myosisaalisée par coloration des membranes au bleu de
Coomassie. Les quantifications correspondantes repmésentées par des histogrammes a droite deiehaq
blot. Le niveau d'expression des protéines daM¥Teest fixé a 100%. Les expériences ont été résdisér 3
souris WT et 3 souris KO de 6 a 9 maigbleau : Données représentées en histogrammes sur la figure
gauche. Lesk indiquent les valeurs significatives

C. Localisation des protéines du complexe de relachemedu Ca*

Pour mettre en évidence une influence de la perta driadine sur la localisation de
ses partenaires, la localisation du DHPR et du RyRété étudiée par marquage

immunofluorescent. Des doubles marquages immunaftewents du RyR (en vert) et du
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DHPR (en rouge) (Figure 54 A) ont donc été réalsésfibres dissociées de FDB de souris
WT et KO.

: DHPR
I

PAdd L Ah 4l

) "'-'uf ‘l\f ‘J'(‘

w’! Vey \; V "“'\J i Tk
: DHPR
f:\m A mm
\"-‘ I}Wh / Ww\/l 'ﬁrjww
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Figure 54: L'absence de triadine ne modifie pas lbcalisation des protéines du complexe de mobilisah

du calcium a la triade. Un double marquage immunofluorescent a été réslisdibres dissociées de FDB de
souris WT et KO puis observé au microscope confdaz localisations du RyR (a, d, g, j), du DHPRd) et

de la calséquestrine (h, k) ont été mises en évegmace a des anticorps spécifiques de chaquéimeot
L'intensité de la fluorescence sur une ligne patalla I'axe de la fibre passant par 6 paires dedes
consécutives a été reportée sur les graphiquesite dte chaque panneau. Le code couleur utilisélesur
graphique correspond a la couleur de chaque maegudg courbe verte représente la fluorescence du
marquage avec le fluorochrome vert et la courbgyeoda fluorescence du marquage avec le fluorochrome
rouge. Barre d’échelle: 1 um.

Le RyR et le DHPR ont tous deux un marquage enldeulangées de points (chaque point
étant une triade), marquages qui colocalisent panfi@nt (en jaune). Ces marquages sont
identiques dans le muscle WT et dans le muscle Ba@hs le but de mettre en évidence des
différences fines entre les deux marquages, desbesureprésentant l'intensité de la

fluorescence en fonction de la distance sur uneelidroite ont été tracées. La courbe verte

représente le marquage du RyR, et la courbe rogigedu DHPR. Ces courbes ont le méme
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profil pour les FDB de souris KO et de souris WT.né semble donc pas y avoir de
modification de la localisation du DHPR et du Ry&hd les muscles de souris KO.

La méme expérience a été réalisée pour étudiescidisation de la calséquestrine
(Figure 54 B). Comme la triadine est un lien eldgepolymeres de calséquestrine et le RyR,
il est possible que la suppression de ce lien Bmnane dispersion de la calséquestrine dans
le RS. Etonnamment, les marquages de la calsémgegptr rapport au RyR sont toujours
parfaitement colocalisés et tout a fait semblalibess les FDB WT et KO. Les graphiques de
l'intensité de la fluorescence en fonction de Iastalice ne montrent pas non plus
particulierement un étalement du marquage de &#qakstrine dans le FDB KO.

L’'absence de la triadine ne semble donc pas modifielocalisation des autres

protéines du complexe.

D. Etude ultrastructurale

La morphologie des muscles de souris KO triadinété étudiée par microscopie
électronique (Figure 55). Certains muscles de soMiT et KO ont subi une étape
supplémentaire de coloration des compartiments cuinmuniquent avec le milieu
extracellulaire, coloration qui permet donc de mimer les tubules transverses, et dans le cas
de désorganisations importantes des membranessdéstinguer du RS (Figure 55 a, c, d).
Dans I'EDL de souris WT, l'orientation des tubulémnsverses (colorés en noir) est
perpendiculaire a I'axe des sarcomeéres, et pazai@k lignes Z (Figure 55 a). Dans 'EDL de
souris KO triadine, on remarque un certain nombeetubules transverses obliques ou
paralleles a I'axe de la fibre, perpendiculairés Bgne Z (Figure 55 c). A fort grossissement,
on peut voir que ces tubules-T sont associés adisules allongées de RS, ce qui forme une
triade mal orientée (Figure 55 d). L'EDL KO comme moyenne 25% de triades mal
orientées contre 3% dans I' EDL WT (soit 8 foisg)luCette situation est souvent observée
sur des triades en série, entre deux myofibrifles toute la longueur de la fibre. Le soleus ne
présente pas ce défaut de désorganisation desdriad

Une diminution de I'épaisseur des citernes termeimale RS a également été observée
dans les muscles KO (Figure 55, comparer b et &jsiAles citernes terminales ont une
épaisseur moyenne de 68 nm £ 3 nm (n = 34) dansnlexles WT et de 26 nm + 1 nm

(n = 55) dans les KO, soit une réduction de 60%.
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Figure 55: Les triades sont orientées longitudinalment dans les muscles de souris KO triadine et lesternes
terminales du RS sont atrophiéesLes EDL de souris WTa( b) et KO ¢, d, €) ont été observés au microscope
électronique. Les coupes de 70 nm d’épaisseurténiliservées a faible grossissemant) et a fort grossissement
(b, d, €) avec &, c, d) ou sanslf, €) coloration des tubules au ferrocyanate de patass25% des triades de I'EDL
KO sont orientées longitudinalement au lieu desvansalement (astérisques) et I'épaisseur desegderminales de
la souris KO est réduite de 60% par rapport a ol souris WTe).

Dans 'EDL KO, lorsque les triades sont mal oriestéon peut constater qu’elles sont
souvent dépourvues de mitochondries adjacentesi,Alans une situation classique ou les
deux triades d'une méme paire sont orientées demmmt, deux mitochondries sont
présentes dans 58% des cas, et elles sont abpente36% des paires de triades (Tableau 7).
A l'opposé, lorsque les deux triades sont mal ¢ées il y a deux mitochondries pour 19%
des paires et aucune mitochondrie pour 80% desdiius précisément, dans la situation
intermédiaire ou une triade de la paire est norrealéautre mal orientée, on peut observer
que la proportion de paires de triades avec deure au aucune mitochondrie est
sensiblement la méme que dans le cas ou les dadegrsont normales. Pourtant dans 10%
des cas ou une seule mitochondrie est présenteeslidu coté de la triade normale et dans
3% des cas, du coté de la triade mal orientéet(sastfois moins souvent).

Il y a donc une corrélation entre l'orientation deades et la présence d’'une mitochondrie
adjacente, probablement due a la mise en placmideshondries au cours du développement
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qui nécessite leur ancrage a la citerne terminaldR8 pour étre présente a proximité des
triades.

Tableau 7: Corrélation entre I'orientation des triades et le nombre de mitochondries associées darisDL
de souris KO.

) /o)
. S
2 triades PVVIIN PV
transversales “ O
[ [
vV i v
15,1% 26,7%
A | QUL
2 triades i
longitudinales VN O
4 J> Ji>
19% 1% 80%
<
1 triade ﬁ
longitudinale AN
+ 1 triade O
transversale O
N
3%
13%
Légende
S@ O
triade mitachondrie ligne Z absence de triade
transversale mitochondrie longitudinale

E. Etudes physiologiques

La triadine étant une protéine du complexe de heldent du Cd, complexe
indispensable a la contraction musculaire, noussvecherché une faiblesse musculaire chez

la souris KO triadine. La force musculaire de larsoKO triadine a été testée par différentes
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méthodes. La force globale a été évaluée par dés déagrippement sur animal vigile. La
force de différents groupes musculaires a enstdtéedtée soit sur animal anesthésié pour le
gastrocnémien au laboratoire de David Bendahan NIGBMarseille), soit par mesure de
force directe pour 'EDL et le soleus au laboraale L. Csernoch (Physiologie Departement,

Debrecen, Hongrie).

1. Mesure de force globale

La force globale de la souris KO triadine a étél@a par un test d’agrippement
simple: la souris est déposée sur une grille a Plais la grille est retournée et le temps que la
souris passe suspendue a la grille est chronométsésouris WT restent accrochées 290 s £
10 s tandis que les souris KO triadine tombent@ut de 45 s + 12 s. Cette différence d’un

facteur 7 dénote clairement une faiblesse museutgibale des souris KO triadine.

2. Mesure de force du gastrocnémien

Pour s’affranchir de toute composante autre queculaise squelettique (probleme
d’équilibre, composante neurologique ou cardiaqlee)nesure de force a été faite sur le
muscle gastrocnémien de souris anesthésiées eimwco@ies expériences auquelles jai pu
assister ont été réalisées a Marseille en collabaraavec David Bendahan et Benoit
Giannesini.

Pour mesurer la force du gastrocnémien, un stimutatanscutané est placé contre la
peau du mollet et la patte est attachée a un paiteile enfonce a chaque stimulation. Le
muscle est stimulé a 1,7 Hz pendant 6 min. Leslte#susont présentés sous forme d’'une
courbe de la force isométrique développée par lsctaten mN/contraction/nthen fonction
du temps (Figure 56 A). La force isométrique esfolee développée par le muscle sans
raccourcissement des fibres. L’augmentation deolaef au cours de 1a®% minute de
stimulation est I'effet « staircase ». Au bout dduminute de stimulation, la force décroit car
le muscle se fatigue. En début d’expérience, lérgasémien de souris KOB() développe
une force inférieure d’'1/3 au WTO(), puis atteint un maximum qui correspond a ladade
départ du WT. Apres 6 min de contraction, le gastémien KO développe une force égale
au gastrocnémien WT. L'absence de triadine engathmite une faiblesse musculaire.

Le calcul du rapport de la force développée a gbatimulation sur la force de départ

représente la fatigue musculaire (Figure 56 B).niveau de référence étant la premiere

132



RESULTATS

stimulation, il est fixé a 100%. Etonnamment, lecéodu gastrocnémien KO augmente plus
que la force du gastrocnémien WT. Le rapport dimimmsuite mais celui du KO reste
supérieur a celui du WT jusqu’a la fin de I'expéie. Les muscles de souris KO triadine
présentent donc une résistance accrue a la fatiggegastrocnémiens qui n’expriment pas la

triadine développent donc moins de force que lesritdis résistent mieux a la fatigue.
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Figure 56: La souris KO triadine a une faiblesse msculaire mais résiste a la fatigue. AForce isométrique
des gastrocnémiens normalisée au volume muscdaif®nction du temps développée a chaque contractio
déclenchée par une stimulation électrique supraiimé a 1,7 HzB. Force relative développée a chaque
stimulation. Les astérisques indiquent une difféeesignificative entre les groupes de souris (ps0.0

3. Distinction entre muscle lent et muscle rapide

Le gastrocnémien est un muscle composé de fibrgeslest de fibres rapides. Pour
tester la force de chaque type de fibre, des wstsontraction sur muscles isolés ont éte
réalisés sur EDL (muscle rapide) et soleus (musal®. J'ai réalisé cette série d’expérience a
Debrecen (Hongrie) en collaboration avec Laszla@ssh et Peter Szentesi.

Pour mesurer la force de 'EDL et du soleus, dedraations musculaires uniques ont éte
déclenchées par stimulation supraliminaire a uaquience de 1 Hz. L’'EDL de souris WT
développe une force supérieure a 'EDL de souristk@line (Figure 57 A). Le soleus de
souris WT développe également une force supériaur&O (Figure 57 B). Globalement,

'EDL et le soleus de souris KO triadine produisenviron 50% de la force des WT.
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Figure 57: Les contractions simples de I'EDL et dwsoleus indiquent une faiblesse musculaire chez les
souris KO. Les contractions provoquées par des stimulatiopsaiminaires a 1 HzA: EDL, etB: soleus)
montrent une faiblesse musculaire des KO (ligneatisnue) par rapport aux WT (ligne continug).
Histogramme des forces maximales moyennes des EBdleus de 5 souris W) et de 6 souris KO(). Les
astérisques indiquent une différence significaémre les groupes de souris (p<0.05).

La force maximale de chaque muscle a été atteire des trains de stimulation
supraliminaires a haute fréquence (stimulatioreniqies de 100 Hz pour les EDL et 500 Hz
pour les soleus). La courbe de la force (mN) ertion du temps (ms) des EDL est typique
des muscles rapides avec une augmentation rapidie fdece suivie d’'un bref pic et d’'un
court plateau puis d’'une diminution tres rapide k&en de la stimulation (Figure 58 A). La
forme de la courbe des KO est difféerente de cetle WT: le plateau a la suite du pic est
absent. De plus, une fois encore, 'EDL WT dévetopme force supérieure au KO. Le
soleus, gquant-a-lui, développe sa force maximads progressivement puis elle décroit
immédiatement apres arrét de la stimulation (Fig&®). Le soleus WT développe une force
supérieure au soleus KO. Ces résultats indiqueatqgel que soit le type de muscle ou de
contraction, les muscles de souris KO développeatfarce inférieure aux muscles de souris
WT.
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*
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Figure 58. Les contractions tétaniques de I'EDL etlu soleus indiquent une faiblesse musculaire de la
souris KO. Les tetani provoqués par des trains de stimulatgupraliminaires a haute fréquenge (00 Hz
pour les EDL, eB: 500 Hz pour les soleus) montrent une faiblessecuiaire des KO (ligne discontinue) par
rapport aux WT (ligne continuelC. Histogramme des forces maximales moyennes des EDBbleus de 5
souris WT @) et de 6 souris KO).Les astérisques indiquent une différence sigaifie entre les groupes de
souris.
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Les stimulations tétaniques ont été répétéesdiS@bdnsécutives toutes les 4 secondes
(0,25 Hz). La force développée par le muscle a whagtanus a été normalisée a la force
maximale produite au cours de la série de contmastiLa courbe de ce pourcentage de force
maximale en fonction du nombre de tetani représémtatigue musculaire (Figure 59).
L’EDL WT et 'EDL KO sont & 100% & la premiére coattion tétanique. Au 158°tetanus,
le pourcentage de force du WT (ligne continue) ie$érieur a celui du KO (ligne
discontinue). Il en est de méme pour le soleushdeace de triadine dans les muscles rapides

et lents des souris KO induit donc une résistarladatigue musculaire accrue.
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Figure 59. Les muscles de souris KO triadine sont @ns sensibles a la fatigue que les muscles de seur
WT. Evolution de I'amplitude des tetani de 'EDRA) et du soleusB) au cours de séries de 150 stimulations
répétées toutes les 4 s. L'amplitude de chaqueusta été normalisée par 'amplitude maximale dgoh train

de stimulations. (WT ligne continue, KO ligne distiaue).

4. Etude anatomique et métabolique par IRM

La mesure de force du gastrocnémien a été réaiséeesur d’'un aimant de Résonance
Magnétique Nucléaire ce qui permet d’effectuer’eglgerie par résonance magnétique pour
obtenir des images de la patte de la souris en miémps qu’un suivi du métabolisme du
muscle par spectrométrie. L’imagerie anatomiquemeérd’identifier et de mesurer les
groupes musculaires, et I'imagerie fonctionnellenpet de mettre en évidence des zones

d’'inflammation et d’infiltration par visualisatiothes composants eau/graisse/muscle

Le volume du gastrocnémien mesuré par imageritoamgue (Figure 60 A) révele
que le gastrocnémien KO est réduit d’'un facteurehyron par rapport au WT (Tableau en
B). Le poids des souris n’est cependant pas sagtifiement différent entre les deux groupes.

Les souris KO ont donc une légere atrophie museylansuffisante pour entrainer une
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modification de poids corporelle. Aucun défaut p#ihgique n'a été observé en imagerie

fonctionnelle.

A. IRM d’'une patte arriére de souris

B. Volume du gastrocnémien et poids des souris WT KO

WT KO
volume du gastrocnémien | 109,4 mm°+33mm° % | 926 mm®+43 mm°
poids des souris 286g+14g 26,8g+09¢g

Figure 60. Imagerie anatomique et suivi du métabaime au cours de I'exercice par Résonance Magnétique
Nucléaire. A. Image par Résonance Magnétique Nucléaire de lee matiere d'une souris montrant la
délimitation du muscle gastrocnémien et les deusteoka patteB. Volume moyen du gastrocnémien mesuré par
IRM et poids moyen de 10 méales WT et 10 males K&€agle 5 a 6 mois. Les astérisques indiquent learga

significatives.

Le suivi de la consommation de la PCr au courseftoit par spectrométrie (Figure

61 A) ne montre aucune différence significativeretg groupe de souris KO et le groupe de

souris WT. De méme, aucune différence n’'a pu éisexvée quant au pH intracellulaire des

gastrocnémiens WT et KO (Figure 61 B): I'acidificait des muscles WT et KO au cours de

I'effort est totalement similaire.
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Figure 61: Les souris KO n'ont pas d'altération dumétabolisme. A.Variation de la Phosphocréatine (PCr)
dans le muscle gastrocnémien en % de la quantitiéléntout au long des stimulatior8. Variation du pH
intracellulaire pendant les 6 min de contractiofjsétées. Le premier point a t = 0 min indique leewaau

repos.
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Aucune altération du métabolisme n’a donc pu éhservée, la faiblesse musculaire
de la souris KO ainsi que sa résistance accrudatidme ne peuvent donc pas étre expliquées

par une modification du métabolisme cellulaire.
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F. Discussion

La suppression d’'une protéine chez la souris esiutih de choix pour I'étude de sa
fonctionin vivo. Dans la souris KO triadine, I'expression de teués isoformes de la triadine
a été supprimée. Le niveau d’expression des aptatéines du complexe de mobilisation du
cd* a été modifié, ce qui témoigne d’une adaptatiommiiscle & la perte des triadines. En
outre, les muscles présentent des défauts majemss ld structure des triades. Ces muscles
KO triadine ont une importante faiblesse musculaimais, de fagon surprenante, une

meilleure résistance a la fatigue que leurs hommegauvages.

1. Expression du complexe de relachement du €a a la triade et
organisation du muscle KO triadine : un réle strucural de la triadine

Les muscles rapides de la souris KO triadine ptésémnine baisse drastique de CSQ1,
beaucoup plus importante que celle observée darsutte modele de souris KO triadine
développé simultanément aux Etats-Unis (réductian éacteur 4 dans notre modeéle contre

1,5 dans le modéle précéde@thnet al, 2007)

Comme la triadine lie la calséquestrine, il auéadt possible que cette derniére subisse
des altérations de sa localisation comme cela anététré dans les cardiomyocytes KO
triadine chopraet al, 2009y Mais ce n’est pas le cas dans le muscle squelettie notre modele.
Ceci peut étre expliqué par la présence de la ijumctqui est toute indiquée pour
contrebalancer la perte de la triadine pour cetetfon miskenset al, 2003y Il €St possible que la
junctine seule puisse compenser I'absence dergaddir il y a 4 fois moins de CSQ1 a ancrer
pres de RyR1. Il est donc probable que si le ndsCSQ1L n'était pas diminué, la junctine
seule ne suffirait plus pour son ancrage et unecatisation imparfaite de CSQ1 avec RyR1

pourrait étre observée.

L’expression du DHPR est augmentée d’'un facteurdhiis 'EDL mais n’est pas
modifiée dans le soleus. Ce résultat peut étre anisorrélation avec les 25% de triades
orientées longitudinalement, uniqguement dans I'El@Lsouris KO. Les tubules de ces triades
longitudinales apparaissent beaucoup plus longgue des triades normales. lls pourraient

donc étre le reflet d'une augmentation de DHPR dansiembrane, ce qui pourrait étre
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confirmé (ou infirmé) en mesurant la conductancenbranaire calcique dépendante du
voltage de ces cellules musculaires.

La désorientation des triades est un phénoméenereétudans les muscles des
animaux KO pour une protéine impliqguée dans lacstine ou la formation de la triade. Ainsi,
ce phénomene a été observe chez les souris KO@iadket ai, 2001y KO caveéoline-3camiatiet
al, 2001)OU encore KO mitsugumine-2Qshi et ai, 1999) 1@ mitsugumine-29 étant une protéine du
RS, jusque-la impliquée dans la régulation deschelfnents de Ga La suppression de la
junctophiline produit également des désordres dades, mais ces désordres sont différents
de ceux générés par les protéines ci-dessus. Eimauscle KO junctopholine présente une
diminution globale du nombre de triades et de diagtaune vacuolisation du RS, mais pas de
défaut d’orientation des triad@s et al, 2001; komazakét al, 2002)

Dans le muscle squelettique du modele de souristk&ine précédent, une mauvaise
orientation des triades a été décrite, dans lesaagmoportions que les notres. Une baisse de
la junctophiline a également été obsengage: al, 2007y Nous n'avons pas visualisé le niveau
de la junctophiline dans notre modele, mais leawéfretrouvés dans le muscle KO triadine
sont difféerents de ceux observés dans le KO juindiop, il semble donc peu probable qu’il
soient dus a une modification de la junctophiline.

De méme, les défauts structuraux observés dange motiscle de souris KO triadine ne
peuvent pas étre dus a la baisse de CSQ1, camilslgférents des défauts observés dans le
KO CSQ1 qui en plus ne présente aucune modificatienl’expression de la triadine
(dédoublements des triades et augmentation du rmod@mitochondrieSpagiini et al, 2007y L€
seul point commun entre les KO CSQL1 et triading Eoréduction de I'épaisseur des citernes

terminales du RS, probablement dues a la diminaela quantité de CSQ1 a stocker.

Ces résultats suggerent donc un réle structurdadeadine, dans la mise en place ou le
maintien de la triade. Un tel rdle correspondradilidéurs aux résultats d’expression de la
triadine dans les cellules COS obtenus au laboeatpii montrent clairement que la triadine
est impliquée dans la structure des membranes d@.Ftauré et A. Fourest-Lieuvin, travaux

en cours).

D’autre part il semble que la taille des trois camiments de la triade soit liée a la
quantité de protéine a stocker:
- 'augmentation du DHPR dans notre modele peuta&seciée a de plus long tubules-
T
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- 'augmentation de RyR1 dans le KO CS@Joiini et al, 2007y & Un dédoublement des
triades et donc des citernes de RS

- la baisse de RyR2 dans le cceur KO triadine edteit eeune diminution de la surface
et du nombre de contacts RS/tubut@spraet a, 2009)

- et la baisse ou I'absence de CSQ1 conduirait aréchection de la taille des citernes

terminales de R®aoliniet al, 2007)

On peut noter que, dans I'EDL de notre modele deisdO triadine, les triades mal
orientées sont en général privées de la présenauitdehondries. Selon le travail de S.
Boncompagni et al. (2009), les mitochondries sdadént entre les myofibrilles, le long des
bandes I, jusqu’a ce quelles soient raccrochéd®Sapar des liens dont le nombre augmente
au cours du développement musculaire, liens poordment non identifiés. Ce processus a
étée montré entre 0,5 et 4 mois post-ngtakompagnet ai, 2009y NOS observations en microscopie
électronique ont été réalisées sur des souris k@ite de 2 mois, donc avant la fin de
l'installation et de la liaison des mitochondrias RS. Si les triades sont en configuration
longitudinale avant que les mitochondries ne sadiesthllées et reliées au RS, il est probable
gue les mitochondries ne puissent y étre rattachéesu de la toute petite surface de RS
disponible pour leur ancrage. En effet, la courtdueRS des triades longitudinales présente
une surface trés réduite pour I'amarrage des nutodhies au niveau de la bande |I.
Lorsqu’une mitochondrie est associée a une triadgitudinale, soit elle I'est sur le c6té de la
triade et donc déborde sur la bande A (Figure 6@ la courbure du RS prend un aspect

« écrasé » (Figure 62 B et C).

A B C

s

Figure 62: Les mitochondries sont associées préféteellement aux triades ayant une orientation

transversale. A.Les mitochondries sont plus fréquemment associdesriades transversaled. Lorsqu’elles

sont associées aux triades longitudinales, ellesri¢ sur le coté de la triade, BletC. I'extrémité du RS a un
aspect « écrasé » par la mitochondrie
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Une autre explication a I'absence de mitochondassociées aux triades pourrait étre que
Trisk 32 serve d’ancrage aux mitochondries et queabsence rende le lien avec le RS plus
fragile et donc susceptible de se briser du faifravail mécanique déployé par la contraction.
Cependant, de méme que I'hypothése que les triadatieraient le RyR au DHPRaswellet al,
1901y Voire méme le RS au tubule-T, a été invalidédaiude la tres faible longueur de la
partie cytoplasmique de la triadine (47 acides @s)ircomparée aux 15 nm a franchir, il
semble peu probable que cette hypothése puisspligiagr dans le cas de I'ancrage des
mitochondries, la distance moyenne entre le RSest nitochondries étant de 10 nm.
Cependant Trisk 32 pourrait étre reliée indirecteindeune molécule occupant cette fonction.
Par exemple, il a été montré gqu'il existe un lienre I'lPsR dans le RS et VDAC dans la
membrane mitochondriale externe (la protéine grpd@padaiet al, 2006y ON pourrait donc
imaginer que I'absence de Trisk 32 pourrait altéadocalisation de I'lBR ou son association

a VDAC via ce lien et donc fragiliser I'ancrage daesochondries au RS.

2. Le paradoxe des muscles KO triadine: faiblesse muskaire et résistance a
la fatigue

L’augmentation de la résistance a la fatigue taiir le moins inattendue. Cette
observation a également été faite dans le casales KO CSQIL, mais a été attribuée au
doublement de la quantité de mitochondries danmlexcles, ce qui n’a pas été observé dans

notre modele de souris KO triadi@goiiniet al, 2007)

Il est intéressant de noter que I'augmentatioradésistance a la fatigue a été montrée
dans la souris KO sarcalumeéniggao et al, 2005y La sarcalumeénine est une protéine du RS
longitudinal associée & SERCA et qui lie 1€#Caoshidaet al, 2005y Le RS du muscle de ces
souris KO sarcalumenine est moins chargé € Qe celui des souris sauvag@shidaet al,
2005y Or il s’est avére que la résistance a la fatidese souris KO sarcaluménine était liee a la
concentration en Gaextracellulaire: les expériences de contracturéESL isolé ont montré
qu'en présence de 2,5 mM de?Caxtracellulaire, les muscles de souris KO sarcéhine
résistaient plus & la fatigue que les WT, difféeenbolie en absence de’Cextracellulaire.
Ainsi, les muscles KO sarcaluménine résistent meelafatigue grace a une augmentation de
I'entrée capacitive de Ga
Il a été montré que les stocks d€ Qie la souris KO triadine américaine sont dimingése:

al, 2007) €t, sur notre modele, toutes les expériences drinmele fatigue sur muscle isolé
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réalisées au laboratoire de L. Cernoch ont étédain présence de Laxtracellulaire.
Comme la surexpression de Trisk 95 diminue I'entagacitive de CA vassilopouloet al, 2007) il

est envisageable que cette résistance a la fasigti@lue, ici aussi, a une augmentation de
I'entrée capacitive suite a la perte de la triadlhserait donc tres intéressant de tester cette
hypothése sur les muscles de souris KO triadineéatisant le protocole de fatigue sur
muscle isolé en absence de®Caxtracellulaire. Comme cela a été réalisé poukK@
sarcalumeénine, I'entrée capacitive peut étre éeakig fibres dissociées, en chargeant les
tubules-T avec une sonde calcique imperméante @éeenchant I'entrée capacitive de’Ca
par un cocktail thapsigargine-caféine. La diminutide l'intensité de la sonde dans les
tubules-T refléte I'entrée de €adans les cellules: plus l'intensité de la sondweiiie, moins

il y a de C&" dans les tubules-T, donc plus il y a d&'Gaui entre dans les cellules, c'est-a-
dire d’entrée capacitive de maumkomset al, 2003y L'entrée capacitive des cellules KO triadine
peut étre également testée grace a des expérienedanganese quenching»: les cellules
sont chargées avec une sonde calcique et I'enajggcitive est déclenchée par vidange des
stocks internes. Le Gaextracellulaire est remplacé par du#nui a la propriété de rentrer
dans la cellule par les mémes voies que 1" @ de se fixer sur la sonde calcique
intracellulaire. Cependant, & l'inverse du’Gde Mrf* éteint la fluorescence de la sonde de
facon irrévesible. Ainsi, plus I'entrée capacates importante, plus la fluorescence de la

sonde diminue.
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Le but de ce travail de these était d’étudier lealisation et les partenaires de la
triadine en général, et de Trisk 32 en particulen)r comprendre leurs fonctions au sein du
muscle squelettique. Des approches complémentairegté mises en ceuvre sur différents
modeles. Des études biochimiques, physiologiquete ahicroscopie ont été utilisées pour
étudier la triadine dans des cultures de ligné#alaiees infectées avec des adénovirus, des
cultures primaires, oun vivodans des muscles qui la surexpriment ou qui n@liment pas.
Les résultats ainsi obtenus nous ont permis d’iientdes processus qui mettent en jeu la

triadine et donc d’avancer dans la compréhensiagadenction.

Trisk 95, 51 et 32 sont toutes trois associées &yR1 dans les triades du muscle
squelettique. Cependant, il apparait qu’il poursaiivoir deux types de complexes: un
comprenant RyR1 couplé au DHPR, avec Trisk 95 k151 (Figure 63, a), et l'autre avec
RyR1 non couplé et Trisk 32 (Figure 63, b). Cesxdeamplexes sont associés avec la
cavéoline-3 via le RyR. Trisk 32 est également iéso avec I'IBR-IIl dans le RS
longitudinal, formant avec la junctate, ufi™3complexe (Figure 63, c). Si il apparait
clairement que Trisk 32 est localisée a I'interf&®/mitochondrie ou elle est associée avec
I'IP 3R-Ill, sa localisation dans les mitochondries rest@éciser. Elle pourrait y étre associée
avec RyR1 dans la membrane mitochondriale intefgufe 63, e). Trisk 32 peut étre
associée avec VDAC dans les MAM du RS ou dans léschondries (Figure 63, d). La
mitsugumine 23, présente dans la totalité du R&c(jonnel, longitudinal et péri-nucléaire)
est associée avec Trisk 32 et pourrait faire pdei@lusieurs de ces complexes (Figure 63, c,
d).

L’association des triadines avec différents canaaiciques les désigne comme
régulateurs de ces canaux et c’est toujours darsere qu’elles ont été étudiées jusqu’a
présent dans la littérature. Toutes ces étuded’aifieurs montré, par modification du niveau
d’expression de la triadine (en général Trisk 9B8sd@ muscle squelettique et Trisk 32/CT1
dans le cceur), qu’elles pouvaient effectivement utevxd’homéostasie calcique de la cellule

méme si les résultats sont parfois contradictoires.
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Figure 63: Schéma récapitulatif des différents pagnaires et localisations de la triadineles triadines ont
plusieurs partenaires, notamment Trisk 32 qui satacentre de 'homéostasie calcique. Différentaglexes
peuvent exister dans le RS jowctnel, dans le RSI longitudinal et dans les mitochi@s:

a.Trisk 95/Trisk 51/CSQ1/junctine/RyR1/c&DPHPR, dans le RS jonctionnel

b.Trisk 32/CSQ1/junctine/RyR1/cav-3, dans le RS fimmnel

c.Trisk 32/junctate/IER-11l + MG23, dans le RS lon,gitudinal

d.Trisk 32/VDAC + MG23,dans le RS longitudinal et dans les mitochondsass MG23)
e. Trisk 32/RyR1, dans les mitochondries.

Actuellement, un nombre grandissant de résultatxatee équipe indique que la
triadine pourrait également avoir un role strudtuca qui n’est pas incompatible avec une

fonction de régulation de canaux calciques. Aiassuppression de toutes les isoformes chez
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la souris entraine une myopathie structurale aesctidades mal orientées. Ce phénomeéne a
déja été observé dans les muscles de souris KOdesuprotéines de structure du tubule-T ou
du RS comme la cavéoline-3, associée au RyR da@f(@. Parmi les isoformes, Trisk 49
qui est colocalisée avec la titine au niveau d@riation A/l et qui n’est associée ni avec le
RyR ni avec I'IRBR, pourrait avoir un réle d’ancrage du RS aux saer@s. Ainsi 'absence
de Trisk 49 pourrait fragiliser la liaison RS/sar@e. La contraction musculaire étant
responsable de fortes contraintes mécaniques s@tlide, elle pourrait faire céder la liaison

RS/sarcomere et provoquer des dégats structurans<iaaellule.

Les cultures primaires de muscle squelettique deisdO triadine ainsi que les
adénovirus disponibles au laboratoire pour chago®ime constituent un moyen efficace
pour I'étude de la fonction de chaque triadine. leadines pourront étre ré-exprimées
séparément ou ensemble. Les cultures pourroneéseite utilisées pour étudier les canaux
calciques par imagerie calcique bien slr, mais tdsts de différenciation peuvent étre

pratiqués, la mise en place des triades peut @tresetc....

La souris KO triadine est d’ores et déja un outispant pour I'étude de la fonction de
la triadine et de son implication dans les myopathll est déja évident que I'absence totale
de triadine, si elle n’est pas létale en elle-méasétoutefois responsable d’une myopathie, et
de troubles du rythme cardiaque chez la SQuésraet ai, 2009y Cette souris KO peut donc étre
considérée comme un modéle de myopathie structuesleléfauts sont d’ordre structural et
peuvent étre la cause ou la conséquence des prbldm I'hnoméostasie calcique de la
contraction musculaire. Il serait donc fort intésiast de séquencer la triadine pour les patients

atteints d’'une myopathie ou d’une cardiomyopathieigine inconnue.
Le travail que j'ai réalisé a apporté de nouvetgsonses sur la fonction de la triadine

dans le muscle, et il ouvre également sur de nambee questions qui feront I'objet de

prochains travaux de I'équipe.
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INTRODUCTION

The excitation-contraction coupling process (E-@keds place at close contacts
between the membrane of the T-tubules and the SRdcétriads”. Ultrastructural
and biochemical studies have shown that a protempdex in the triad membrane of
skeletal muscle fibers is responsible of the cattitelease, which occurs during
muscle contraction (Meissner and al., 1989, Fleishaed al., 1994, Franzini-
Armstrong and al., 1994, Marty and al, 1994). Theemplex includes the
dihydropyridines receptor (DHPR), a voltage depenidealcium channel in the T-
tubule membrane, the ryanodine receptor (RyR), tadcium channel of the
sarcoplasmic reticulum membrane responsible for’*@alease during muscle
contraction, calsequestrin, the luminal proteinttsaquesters G4 near RyR, and
triadin.

Triadin is a transmembrane protein of junctionalrcs@lasmic reticulum, co-
localized with RyR that was initially detected iabbit skeletal muscle as a specific
triad protein of 95 kDa molecular weight. Seversbforms of triadin are expressed
in rat skeletal muscle, and we previously clonedrfof these isoforms in rat skeletal
muscle (Marty et al., 2000, Vassilopoulos et al002). The first one is the rat
orthologue of the 95-kDa triadin identified in rabimuscle skeletal, called Trisk 95
(T95), and the second one, Trisk 51 (T51), is an¢ated form of Trisk 95 (461
amino acids instead of 687 amino acids) almost tidah for the major part of the
protein but with a 6 amino acid specific C-Terminahd. Two others smaller
isoforms, Trisk 49 and Trisk 32, were cloned laf€assilopoulos et al, 2005). It has
been shown that in skeletal muscle, triadin intsltithe channel activity of purified
RyR (Groh et al, 1999, Ohkura et al, 1998). Thegpeeiments were the first to
identify a function of triadin in skeletal musclend led to the conclusion that triadin
could control the function of RyR via the inhibitioof the channel. In a previous
study, we induced Trisk 95 and Trisk 51 over-expres in primary skeletal muscle
cultures by a recombinant adenovirus infection (&aniRezgui et al, 2005). We
showed that the Garelease induced by depolarization was significamntécreased
in Trisk 95-overexpressing myotubes whereas Trisk dver-expression had no
effect, which suggested a specific action of arfasm on E-C coupling. In order to
study the effect of a long-term over-expressioreath isoform, we induceih vivo
over-expression of Trisk 95 and Trisk 51 by intraoular injections of recombinant

adenoviruses in mouse newborn pups. The over-egpreof these two isoforms did
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not induce a drastic effect on triadins’ partndd$JPR, RyR, and calsequestrin, but
disturbed muscle homeostasis and fibers morpholdgisk 95 or Trisk 51 over-
expression has an effect on caveolin-3 (cav-3),0akRa muscle specific caveolin
isoform. Caveolins are membrane associated prot&ias are essential structural
components of caveolae, small invaginations of ph@sma membrane involved in
intracellular trafficking events (Williams and Lise, 2004). Caveolins are mainly
found at the plasma membrane, but they also haven b&escribed in internal
membrane compartments such as the Golgi apparatiseadosomes and have been
shown to cycle between these different pools. Chred knock-out mice show a
complete loss of caveolae, as well as a musculatrdghy phenotype (Galbiati et
al., 2001). In support of these multiple functidies this protein, different forms of
limb girdle muscle dystrophies LGMD1c (Minetti C.t eal., 1998, 2002) are
associated to changes in caveolin-3 (Caveolinogadhi The well characterized
caveolin-3 P104L mutation leads to reduced levdiscaveolin-3 as well as a re-
localization of the protein to the Golgi complex giBiati et al., 1999). Caveolae
have also been implicated in the pathogenesis ahBone muscular dystrophy, as in
the mdx mouse model for this disease, caveolin-3 levetsiacreased (Vaghy et al.,
1998). Therefore, the precise localization and levef caveolin-3 expression are
important for muscle physiology. In this study, whow that proteins of the €a
release complex are associated to membrane doncamsining caveolin-3 and that

over-expression of triadins Trisk 95 and Trisk 54tdrbs caveolin-3 localization.



MATERIAL AND METHODS

Antibodies and microsomes preparation

Anti-calsequestrin monoclonal antibody (clone VILP) was obtained from Affinity
BioReagents. Mouse anti-caveolin 3 antibody wasanfroransduction Laboratories
(BD Biosciences). Guinea pig anti-€aATPase was a gift from Dr. A. M. Lompré
(Enouf et al., 1988). Sheep antl- subunit of DHPR was from Upstate
Biotechnology. Polyclonal antibody against purifiedig ryanodine receptor
antibodies has been described previously (Martglett994), as well as anti-peptide
antibodies against Trisk 95 and Trisk 51 (Martyagt 2000) and antibodies against
the N-terminal end of triadins (Marty et al, 1998)th recognizes all isoforms.

Crude microsomes were prepared from 1 month oldseaalf muscle as previously

described (Vassilopoulos et al, 2005).

Viruses and Infection

We used adenoviral-mediated gene transfer to modifysk 95 or Trisk 51
expression. The viruses were engineered and praduceg the Gene Vector
Production Network, at Genethon Il (Evry, Franc&éhree type 5 adenoviruses were
used in this study, a control virus (AdV-DsRed) hwithe cDNA of the red
fluorescent protein (DsRed), AdV-Trisk 95, an adenos with the full-length
sequence of rat skeletal muscle Trisk 95 (EMBL ARB, 687 aa), and AdV-Trisk
51, an adenovirus with the full-length sequenceraff skeletal muscle Trisk 51
(EMBL AJ243303, 461 aa). All the transgenes weralamthe control of a CMV
promoter. C57/BI6 3 day-old new-born pups were atlaetized by cold. They were
injected in one leg (calf, quadriceps and hamsjriwgh an insulin syringe by four
intramusclar injections (1Ql each), of either AdV-Dsred, or AdV-Trisk 95 or Xd
Trisk 51 adenovirus diluted at about'f0P/ml in 0.9% NacCl, and with 0.9% NaCl in
the other leg as a control. After 30 days the mwoere sacrificed and the calf,
guadriceps and hamstring muscle were collectedzeinoin isopentane cooled with
liquid nitrogen and stored at -80°C.

Cell Cultures and cell infection
Rat myogenic L6 cells (clone C5) were cultured imlliecco’s modified Eagle’s
medium supplemented with 10% fetal bovine serunvif{tngen) and 1% penicillin-



streptomycin. Cells were infected at a multiplicioy infection (MOI) 200 by the
adenoviruses encoding Trisk 95 (AdV-Trisk 95) orceding Trisk 51 (AdV-Trisk

51). The cells were collected 48h after infection.

Western Blot

The presence of RyR, DHPR, Trisk 95, Trisk 51, eglsestrin, C&-ATPase SERCA
or caveolin in different samples was assayed by téfes blot, using a
chemiluminescent reagent (Western lightning Chemihescence reagent plus,
PerkinElmer Life Science). After electrophoretigpaeation on a 5-15% acrylamide
gel, the proteins were electrotransferred to ImnaobiP (Millipore) as previously
described (Marty et al 2000). The secondary antib®dwere labeled with
horseradish peroxidase (Jackson ImmunoResearch rdedrees). Quantitative
analysis was performed using a Chemidoc XRS end Qoeantity One Software
(Biorad)

Haematoxylin/eosin staining

Skeletal muscle section of 8 to 15 um were coltkote poly-L-lysine coated slides, fixed for

5 min in 10% formalin and rinsed with water. Sectiavere stained in Mayer Haematoxylin
for 1 min. The excess of stain was removed from dbetions by 30 successive baths of
distilled water and placed in 0.5% acid ethanolamalcaline solution (Scott water) and in
80% ethanol. Cytoplasmic structures were staingd am aequous eosin solution for exactly
20 s. Muscle section were dehydrated by 20 sucee£5% ethanol baths, 3 min in 10%
ethanol and 30 xylen baths. Eventually sectionseanbeded in a resin mounting medium
(Permount). Skeletal muscle section were observettrubright field. Nucleus appeared in

black/blue and the cytoplasme in red/purple.

Immunoprecipitation

Microsomes from rat skeletal muscle or L6 cells eveolubilized in presence of
CHAPS, and immunoprecipitation was performed wititildodies against rat Trisk
95, rat Trisk 51 or non immune serum as descripeliously (Marty et al 1994),
using protein A immobilized on sepharose 4B. Thenumoprecipitated proteins were

then analyzed by Western blotting.



RESULTS

Effect of Trisk 95 and Trisk 51 over-expression orkey proteins involved in excitation-

contraction coupling

The over-expression of Trisk 95 and Trisk &1 vivo was induced by adenoviral
infection. Three different viruses were used: Ad¥Hed, as a control, AdV-T95 and
AdV-T51. The adenoviruses were injected into thdf causcles of 3 day-old
newborn pups. The muscles were collected 30 dates.ldn order to determine the
effect of each triadin isoform overexpression os galcium release complex's
partners, the expression level of the proteins mensbof the calcium release
complex was checked by Western blot (figure 1).cbhmparison with the control
muscle infected with AdV-Dsred (figure 1, lanesiB)which the expression level of
each protein is fixed to 1 as a standard levelmuscles infected with Trisk 95
(figure 1, lanes 1) the quantity of RyR, of the ladpl subunit of DHPR and of
SERCA are unchanged, Trisk 95 is overexpressed ftdm 1.6 whereas Trisk 51 and
CSQ are unchanged (table ). In the same way, isales infected with Trisk 51
(figure 1, lane 2), RyR, DHPR, SERCA and Trisk 9& ainchanged, Trisk 51 is
increased from 1 to 1.6 and CSQ is unchanged (tgbl&Jsing Western blot on
muscle homogenate, only the whole expression leielvisualized, and the

expression in infected fibers is averaged with @ infected fibers.
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Figure 1 : Western blot analysis of the protein ofhe calcium release complex in infected muscles

Twenty micrograms of microsomes prepared from TéSknfected muscle (lanes 1), Trisk 51 infectedsofe
(lanes 2), or DsRed infected muscle (lanes 3) vieaeed on a 5-15% acrylamide gel and analyzed with
antibodies against RyRy1 subunit of DHPR, SERCA, Trisk 95, Trisk 51 or CSIe signal was acquired
with a Chemidoc XRS (Biorad), and the amount oft@roin each lane was quantified using Quantity One
Software (Biorad). The amount of protein in lanesarid 2 were compared to lanes 3 (fixed to 1), after
normalization of the amount of myosin to correcloading differences.

Table I

RyR DHPR SERCA T95 T51 CSQ
Inf T95 0.92 0.95 0.98 1.6 1.04 1.06
Inf T51 0.97 0.93 1.1 0.96 1.6 0.94
Inf DsRed 1 1 1 1 1 1

Therefore, the effect of triadin isoforms over-eggsion was studied using
immunofluorescent labelling on muscle sections,omler to discriminate between
infected and non infected fibers. Double immunoflescent labelling was performed
on transversal sections of infected muscle usingbadies directed against proteins
of the calcium release complexils subunit of the DHPR, RyR, calsequestrin,
Trisk 95, and Trisk 51. In agreement with the réswbtained in Western blot, over-
expression of Trisk 95 does not seem to have agcefin the DHPR staining, nor on

calsequestrin (figure 2, panels a to i), and thiedted fibers are indistinguishable



from the non infected fibers with these antibod{égure 2, panels b, d). However
the staining of the RyR is less well defined inskri95 over-expressing fiber (figure ,
panel e). A reduced expression of Trisk 51 in Tre&k overexpressing fibers is
observed (figure 2, panels j-l), indicating a reamjofry mechanism between the two

iIsoforms expression.

Figure 2: Effect of T95 over-expression on proteins of theadcium release complex.

Double immunofluorescent labelling was performedransversal sections of muscle infected with Ad35 Tor
30 days, using antibodies directed against T95a@dls subunit of the DHPR (a-c), Trisk 95 and RyR (d¥d5
and calsequestrin (g-i), or T95 and T51 (j-1). &dadr: 15um.

Over-expression of Trisk 51 did not induce any nimdition of DHPR, RyR or CSQ
observed by immunofluorescent labelling on transeemuscle section (figure 3,
panels a to i), and induced a reduction in Triskl@Belling (figure 3, panels j-1),

compared to the surrounding non infected fibers.



Figure 3: Effect of T51 over-expression on proteins of theadcium release complex.
Double immunofluorescent labelling was performedt@msversal sections of muscle infected with AdMT
for 30 days using antibodies directed against Tl thea, s subunit of the DHPR (a-c), Trisk 51 and RyR (d-f),

T51 and calsequestrin (g-i), or T51 and T95 (BBale bar: 1pm.

Effect of the over-expression of Trisk 95 and Triskb1 on muscle fibers

One of the first observations which one could makas that in contrast to fibers
infected with the AdV-DsRed virus, the size and ghepe of fibers infected with the
viruses over-expressing triadins was modified. bliegical studies of muscle
sections (control or triadin-infected) were perf@&un by haematoxyline-eosine
staining. New-born pups have been used to Ilimit thdenovirus induced
inflammatory reaction. For fibers infected by thd\ADsRed virus (control), the few



necrotic fibers and the signs of inflammation (itreition of macrophages) due to the
injection of the virus disappear two weeks aftere thirus injection and the
histological phenotype one month after virus injectis identical to a muscle
injected with saline solution. In muscle infectedlwAdV-Trisk 95 or AdV-Trisk 51
(figure 4), the presence of fibrotic tissue is olveel, as well as the presence of few
atrophic fibers, and a few regenerating fibers,rabterised by their centrally located
nuclei. In addition, in muscle infected with AdV4i$§k 51 (figure 4), the fibers
display a loss of contact and an increase in filbrtissue is observed, as well as the

presence of necrotic fibers, stained in pink onrha®xyline-eosine stained sections.

CTRL T95 T51

Figure 4: Histological analysis of muscle sections from inféed muscle. AdV-DsRed infected (CTRL —
panel a), AdV-Trisk 95 infected (T95 —panel b) al\ATrisk 51 infected (T51 — panel c) calf from 3@yeold
mice were stained with haematoxylin/eosin. In meisefected with T95 or T51, the presence of filradissue
is observed, as well as the presence of a few latrdpsterisks), necrotic fibers stained in pinkdaheads),
and a few regenerating fibers, characterised hy deatrally located nuclei (arrows). Scale bars0.

Effect of Trisk 95 and Trisk 51 over-expression orcaveolin-3

To better visualize the number and the size ofrBbaver-expressing triadin
isoforms, we carried out immunofluorescent labellmith a marker of the plasma
membrane. We chose to use caveolin-3 (cav-3) aar&ken, the muscle specific
caveolin isoform. It clearly appears by the cavedistaining that the size of fibers
infected by AdV-Trisk 95 and AdV-Trisk 51 is abnoain(figure 5A). The fibers
infected by AdV-Trisk 95 are smaller (figure 5A,nds d-f) whereas the fibers
infected by AdV-Trisk 51 are have a round shapgufe 5A, panels j-1) with a loss
of contact between fibers, a phenotype never olesktin the muscles infected by
AdV-DsRed (figure 5A, a-c and g-i). In addition,vemlin-3 expression pattern
seems altered in fibers over-expressing Trisk 9% &nsk 51. These fibers have a

much more intense intracellular caveolin-3 stainihgn the non infected
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surrounding fibers, or than control fibers (Figl, insets). Moreover intracellular
labelling of caveolin-3 is co-localised with Tri®6 and Trisk 51 in the fibers which
over-express Trisk 95 and with Trisk 51 respectyv@hsets figure 5A). As caveolin-
3 is expressed during the differentiation of theeHae cells in myotubes (Galbiati et
al, 2001), it could be hypothesized that the obsdreffect could result of fibers
regeneration, and therefore, by nuclei coloratiwe,checked that the infected fibers

were not in regeneration (no central nuclei, dadaghown).

The effect on caveolin-3 could result either ofaveolin-3 over-expression, or of a
caveolin-3 relocalization. To discriminate betwette two hypotheses, quantitative
Western blot analysis was performed (figure 5B). Marease in caveolin-3 was
observed in Trisk 95 or Trisk 51 infected musclempared to DsRed infected
muscle (from 1 to 1.07 in Trisk 95 infected musde 1.02 in Trisk 51 infected

muscle). As the signal of caveolin-3 in infectethdr can be meaned by the non-
infected fiber, it impossible to determine if cali@e3 is over-expressed or. However

the modification of its localisation is clear.
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T95
i infected

T51
infected

Figure 5 : Caveolin-3 expression in infected musde

A: Double immunohistochemical labelling with anti-cawand anti-T95 antibodies (a-f) or anti-cav-3 antl-a
T51 (g-) antibodies was performed on muscle sastivom DsRed infected muscle CTRL (a-c and g-95T
infected muscle (d-f) or T51 infected muscle (j@av-3 and T95 (inset a-c and d-f) or cav-3 and {iBset g-i

and j-) intracellular staining was compared byfooal microscopy. Scale bar: 40n. B: The expression level
of cav-3 was analysed by Western-blot on T95 ief@anuscle (lane 1), or T51 infected muscle (lan®r2)
DsRed infected muscle (lane 3). Five microgramsiofise skeletal microsomes were loaded in each lane.
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Association of caveolin with the calcium release ocoplexe

Modification of triadin expression result in caveolmodification, indicating that
there is a functional link between triadin and cave Immunoprecipitation
experiments were therefore performed in order talyre the relationship between
caveolin and triadin, and to test the possible asdmn of these two proteins.
Immunoprecipitations were performed on rat skelatalkcle using antibodies against
Trisk 95, Trisk 51 or pre-immune serum, and thespree of caveolin-3 was assayed
by Western blot (figure 6). Caveolin-3 was co-immpnecipitated with Trisk 95 and
Trisk 51, whereas immunoprecipitation with a nonmome serum do not lead to the
iImmunoprecipitation of caveolin-3. As RyR is co-imnoprecipitated with Trisk 95
and Trisk 51, and as each triadin isoform immunojpi¢ates the other isoform, it is
not possible to identify the protein which induc#ds co-immunoprecipitation of
caveolin-3. The conclusion is therefore that caweglis associated with the calcium
release complex, with RyR, Trisk 95 or Trisk 51, with another protein of the

complex.

T95 - «  — —

T31 - s e -

Cavi--mme ... o

Figure 6 : Co-immunoprecipitation of Caveolin-3 wih triadin isoforms in rat skeletal muscle
Immunoprecipitation was performed on rat skeletakofe with antibodies against Trisk 95 (lane 2)sH 51
(lane 3) or with pre-immun serum (lane 4). The imowrecipitated proteins were then analyzed by Wieste
blot with antibodies against RyR, against the Nwieal end of triadin or against cav-3. Lane 3 g of rat
skeletal muscle microsomes as a control.
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Study of the interaction between caveolin-3 and tadin isoforms.

In order to test a possible direct association leetwcaveolin-3 and triadin (in the
absence of RyR and of the other proteins of theioal release complex), L6 cells, a
rat muscle cell line expressing endogenously cawed®land devoid of RyR and
DHPR when proliferating, were infected by AdV-Tri8 or AdV-Trisk 51 in order
to induced the expression of each triadin isofornfigufe 7). The
immunoprecipitation of each triadin isoform was rtheerformed using specific
antibodies, and the presence of caveolin-3 amorgitimunoprecipitated proteins
was tested by Western blot. As observed on figuyralthough the infected triadin
isoforms are specifically immunoprecipitated by leamntibody, and in the presence
of caveolin in L6 cells (lanes 2-4), caveolin-3 n®t co-immunoprecipitated with
Trisk 95 or Trisk 51. Therefore, the direct asstioia of caveolin-3 and Trisk 95 or
Trisk 51 is mostly improbable. A linker proteinpsobably missing.

An association of DHPR and caveolin-3 has alreaelgrbproposed in skeletal muscle
(Couchoux et al, 2007) and shown in cardiac mug8lalijepalli et al., 2006). As
triadin is associated with RyR, and RyR with DHPRafty et al., 1994), one of
these last two proteins can be the missing link.

IP T95 IP T51

Yy o N N LN N~

XL FLOELS

1 2 3 4 5 6 7 8
RYR - =

T95 - - - -

T51 - o» - .

Cav3 - m e s a—

Figure 7 : Co-immunoprecipitation of Caveolin-3 wih triadin isoforms in infected L6 -cells.
Immunoprecipitation was performed on Trisk 95 inéekccells (lane 2), Trisk 51 infected cells (laneo8
control cells (lane 4), with antibodies specific ™5 or of T51. The immunoprecipited proteins wéren
analyzed by Western blot (lanes 5 to 8) with antRRanti-Nter triadin or anti-Cav 3. Lane 1 : 5 pfgrat
skeletal muscle microsomes as a control. RyR isr#bf®rm L6 cells (infected and control, lanes 2ah)d is
not co-immunoprecipited with triadins isoforms @srb-8).

14



Therefore we checked if triadin interacts with cale-3 through DHPR or not by
co-immunoprecipitation experiment. We show that,pasviously published, DHPR
is able to co-immunoprecipitate caveolin-3 and RyRHowever the
immunoprecipitation of DHPR does not co-immunoppé@te triadin. Conversely,
neither Trisk 95 nor Trisk 51 are able to co-immprexipitate DHPR (figure 8).
However the interaction of Trisk 95, Trisk 51, RyRnd the caveolin-3 is clearly
shown on this Western blot. Consequently the asdmri of triadin and caveolin-3 is
not DHPR-dependant but it seems possible that Ry maot triadin would be

associated with caveolin-3.

<
&‘)é}
\ -
& R 'R L R
1 2 3 4 5

RYR - s ! ”

DHPR - ~— (g

TO5 - —— — —

T51 - e --

Cav-3 - e =

Figure 8 : Co-immunoprecipitation of caveolin-3 wih triadin isoforms in rat skeletal muscle.
Immunoprecipitation was performed on rat skeletakofe with antibodies against DHPR (lane 2), T8k
(lane 3), Trisk 51 (lane 4) or with pre-immun ser@iene 5). The immunoprecipitated proteins werenthe
analyzed by Western blot with antibodies againsPBiHagainst RyR, against the C-terminal ends &KT9b
and Trisk 51, or against Cav-3. Lane 1 : 5 ug t$kaletal muscle microsomes as a control.
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RyR is associated with caveolin-3.

An association between RyR and caveolin-3 has ls&emwn in cardiac muscle (Head
et al., 2005). To test the association RyR-cavealin skeletal muscle in the absence
of triadin, we performed immunoprecipitation in $&&l muscle of triadin KO mouse
(Oddoux et al., unpublished). RyR was immunoprdeit@d in microsome from
triadin KO mouse skeletal muscle (figure 9, laneahil from WT muscle as a control
(figure 9, lane 3). The presence of RyR and cawve8lwas checked by Western blot.
RyR is able to co-immunoprecipitate caveolin-3 iottb muscles. Therefore RyR is
associated with caveolin-3 and might be the missimk between triadin and
caveolin-3 in the L6 cell line. In addition, the aomt of caveolin-3 associated with

RyR is increased in triadin KO mouse.

WT KO

So Lo
WTKO € € R R
1 2 3 4 5 6 kDa

RyR = | = "2
- 250
- 150
-75
-3 - = -— - 20
cav < 95

Figure 9: Co-immunoprecipitation of caveolin-3 with RyR in muscle deprived of triadin.
Immunoprecipitation was performed on mouse skeletagécle fromWT or triadin KO mouse with antibodies
against RyR (lane 3 and 5), or with pre-immun seflane 4 and 6). The immunoprecipitated proteiesew
then analyzed by Western blot with antibodies agdRyR or against cav-3. Control: lane 1 and 2.eLan 10
pg of WT mouse skeletal muscle microsomes and B&n&0 pg of KO triadin mouse skeletal muscle
microsomes.
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DISCUSSION

Long-term over-expression of triadin isoforms Tri@k or Trisk 51 was induceih
vivo by intra-muscular injections of recombinant adenoses in the hind-leg
muscles of new-born pups. Over-expression of onadin isoform induced a
reduction in the expression level of the secondfasn, possibly due to
compensatory mechanisms between them. The maineiprocomponents of the
calcium release complex, RyR, CSQ and DHPR, andQ#é-ATPase SERCA from
the longitudinal sarcoplasmic reticulum, are notr (only slightly) affected.
Haematoxylin/Eosin staining on transversal sectioofs skeletal muscle over-
expressing Trisk 95 or Trisk 51 revealed changesfiber size or shape, often
observed in pathological muscles. Interestinglyisk195 or Trisk 51 over-expression
did not induce the same phenotype in muscle fib€rssk 51 over-expression having
a more pronounced effect. It clearly appears byddneeolin-3 staining that the size of
fibers infected by AdV-Trisk 95 and AdV-Trisk 51 abnormal, a phenotype never observed
in the muscles of mice infected by AdV-DsRed foeanonth. In addition to the effect of
triadin over-expression on fiber size or shape, ¢heeolin-3 expression pattern seemed
altered. An increase in the intracellular cavedistaining was observed, that co-localized
with both Trisk 95 and Trisk 51. This is the firdemonstration of a functional link
between triadin, a protein of the calcium releasenplex, and caveolin-3, a protein
involved in membrane trafficking and in generatioh stable membrane micro-
domains. This functional link is not just an artetffaf triadin over-expression, as we
also demonstrate the association of triadin andeohm-3 in normal rat skeletal
muscle. As caveolin-3 has been shown to be presenitubules (Ralston and Ploug,
1999), and to regulate DHPR function (Couchoux let2807), this interaction could
be performed via the DHPR or another protein of ¢h&cium release complex, or it
could be a direct interaction between the two pree In order to discriminate
between these two hypotheses, we tried, withoutesss, to reconstitute the direct
interaction between triadin and caveolin-3 by tlem@omitant expression of the two
proteins in a rat skeletal muscle cell line. Howmewe showed that DHPR was not
the missing link between triadin and caveolin-3tlese cells as triadin is unable to
co-immunoprecipitate DHPR vivo. As RyR is also not expressed in proliferating
L6 cell line and is the only protein of the CRC ¢gted triadin) for which a

modification of the localization has been observes supposed that it could be
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recquiered for triadin / caveolin-3 interaction. erhhypothesis was tested by
immunoprecipitation of RyR in triadin KO mouse s&&ll muscle. This experiment
showed that RyR is associated with caveolin-3 withtviadin. These results raise the
qguestion of apecific association of caveolin-3, and more gelg@ caveolae, with
sarcoplasmic reticulum proteins such as RyR. Moegothe association between
caveolin-3 and RyR implies the localisation of cale-3 in the SR membrane. This
hypothesis needs further investigation.

Several different hypotheses have been proposeaddweolin and caveolae function
in muscle cells that could help understand the @ssmn of caveolin-3 with the
calcium release complex and the effect of triadvereexpression on caveolin-@) a
role for caveolin-3 in calcium homeostasis (Popesd@ir4 Fujimoto, 1992; Fujimoto
et al., 1993, Isshiki et al., 2003), and) (a role for caveolin-3 in triad formation
during muscle developmefitshikawa, 1968 ; Parton et al., 1997; Hernandezidxeet
al., 2006).

The first hypothesis, concerning a role for musckveolae in calciumntake or
homeostasis, has been suggested by previous ststi@sing expression of two
proteins involved in calcium homeostasis §fPand SERCA) within caveolae of
several different cell types, includimguscle cells (Fujimoto, 1992; Fujimoto et al.,
1993). It has also been shown that a close spat#dtionship exists between
caveolae and SR that could be important fof‘Gemeostasis (Gherghiceanu, et al.,
2006). The caveolae-SR contacts in the cytoplasmpaobably partly responsible for
the control of the cytoplasmic free €aconcentrations in very precisely defined
spaces (L6hn and al, 2000). Calcium release comgslervolving triadins could be
located at those sites.

Previous studies showing that caveolae are sitexticellular C&" entry (Isshiki et
al., 2002) suggested that they are involved iniller§ depleted intracellular calcium
stores, a mechanism called store operated calciumy €éSOCE) (Isshiki et al, 2002)
or capacitive calcium entry. Caveolae could actrdermediates between the SR and
the plasma membrane. We have previously shown Tmetk 95 can modulate the
mechanism coupling the depletion of intracellulaa®Cstores to extracellular Ga
entry (Vassilopoulos et al., 2007). The over-expres of Trisk 95 decreases this
Ca* entry in myotubes. It would therefore be possitiat the over-expression of
Trisk 95 disturbs capacitive entry by its effect caveolin-3. The re-localisation of

caveolin-3 from the plasma membrane to intracellldampartments following the
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over-expression of Trisk 95 would directly distuttbe C&* entry by caveolae and
would therefore reduce store operated Gantry.

Recently Li et al.,, (2006) showed the presence dtrodomains enriched in
cholesterol, sphingolipids and caveolin-3 in the nmbeane of the sarcoplasmic
reticulum. Caveolin-3 has been shown to be involuedhe intracellular trafficking
and targeting of different membrane proteins or ptares, as dysferlin (Ampong et
al., 2005; Hernandez-Deviez et al., 2006) or dystio glycoprotein complex
(Galbiati et al., 2001) and could also be possilslyolved in the association and
targetting of the calcium release complex. Cave@lih mice display a DHPR and
RyR staining that is perturbed, which suggests sspgme role for caveolin-3 in triad
protein targeting or in triad formation. It was swo that Caveolin-3 mice and
transgenic mice over-expressing caveolin-3, dis@alystrophic phenotype (Galbiati
et al., 2001). If caveolin-3 plays a role in targgt maintaining, or recycling G&
release complex proteins, Trisk 95 or Trisk 51 eggpression-induced Caveolin-3
re-localization could perturb the traffic of protsi forming the C%-release
machinery that is crucial for & homeostasis of skeletal muscle fibers. The
abnormal muscle phenotype observed upon triadimeoygression could be the result
of caveolin-3 trapping, as observed with the mutéotm of caveolin-3, P104L,
responsible of some case of myopathy (LGMD1d), whis blocked in the Golgi
apparatus (Minetti C, et al. 1998, Galbiatti et 24999) and is therefore unable to
perform correctly its trafficking function.
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complex, among which triadin. Triadin is an
Triadin is a multiple proteins family, some integral membrane protein of the sarcoplasmic
isoforms being involved in muscle excitation- reticulum, first identified in rabbit skeletal
contraction coupling, and some having still muscle as a 95-kDa glycoprotein specifically
unknown functions. In order to obtain clues located in the triads [4, 5]. Because of its co-
on triadin functions, we engineered a triadin localization with RyR in the triads, involvement
knock out mouse line, and characterized the of triadin in excitation-contraction coupling has
physiological effect of triadin ablation on been postulated [6, 7]. Protein interaction studies
skeletal muscle function. These mice have shown that the major molecular partners of
presented a reduced muscle strength, which triadin are RyR [8-10], calsequestrin (CSQ), the
seemed not to alter their survival, and which protein which traps calcium inside the
has been characterized in the present work. sarcoplasmic reticulum [11-13], and junctin [14].
We first checked in these mice the expression Functional studies have shown that triadin by
level of the different proteins involved in itself regulates the activity of the RyR calcium
calcium homeostasis, and observed in fast channein vitro [10, 15].
muscles an increase in expression of Triadin is expressed in both cardiac and skeletal
dihydropyridine receptor, with a large muscles. In cardiac muscle, several isoforms of
reduction in calsequestrin  expression. triadin have been identified, the major one being
Electron microscopy analysis of KO muscles CT1 [16]. We have shown that at least 4
morphology demonstrated the presence of isoforms of triadin are expressed in rat skeletal
triads in abnormal orientation, and a muscle [17, 18]. All these isoforms are issued
reduction in the sarcoplasmic reticulum from the alternative splicing of the same gene
terminal cisternae volume. Physiological [19]. We have previously reported that the major
studies have been performed to evaluate the skeletal muscle triadin isoform is Trisk 51, both
influence of triadin deletion on skeletal muscle in rat and in human [18, 19]. Trisk 95, the
function. Muscle strength has been measured "classical' 95kDa isoform, is expressed in almost
both on whole animal, using hang test or equivalent amounts, and Trisk 32, the 32kDa
electrical stimulation combined with NMR isoform identical to CT1, represents 10-20% of
analysis and strength measurement, or on all triadins [18, 20]. Overexpression studies
isolated muscle using electrical stimulation. using adenoviruses have shown that Trisk 95 is
All the results obtained demonstrate an able to block the depolarization-induced calcium
important reduction in muscle strength, release, but in the same conditions, no effect was
indicating that triadin plays an essential role observed with Trisk 51 overexpression, and
in skeletal muscle structure and therefore in therefore no function could be attributed to this
skeletal muscle function. These results isoform [21]. Triadin knock-down has also been
indicate that triadin alteration lead to the realized using siRNA in cultured cells [22, 23],
development of a myopathy, which could be and resulted in reduction of the depolarization-
studied using this new animal model. induced calcium release. In addition to various

functional effects resulting from expression
Muscle contraction is activated by Caelease modification, the triadin isoforms have different
from the sarcoplasmic reticulum in response tdocalizations and partners, and whereas Trisk 95
plasma membrane depolarization. This processnd Trisk 51 are both located within the triad and
called excitation-contraction coupling (E-C are associated with RyR, Trisk 32 is mainly in
coupling) takes place at the skeletal muscle triathe  longitudinal ~ sarcoplasmic  reticulum
junction, where T-tubules and the sarcoplasmiassociated to the inositol-trisphosphate receptor
reticulum terminal cisternae are in close contactiPsR) [18].

1]. Calcium release occurs via the calcium_ . . : .
Ee]lease complex. a macromolecular com Ir(?Trladln has mainly been characterized on a
Piex, P holecular point of view, and only few

specifically localized in the skeletal muscle triad hysiological studies have been performed. In
[2]. The main components of this calcium releas rder to determine functions of triadin in fhe

complex are the ryanodine receptor (RyR) an hole animal, we have engineered a mouse line
the_dihydropyri_dine receptor (D.HPR) [3], both Ofdeleted of :’:lll the triadin isoforms. After

which are caluum channels. I'.[ IS now clear that ?nolecular characterization of the muscles of this
number of proteins are associated with these tw ouse, we studied their morphology and
calcium channels to form the calcium release ’



function. Muscle function and muscle strengthAnti-calsequestrin monoclonal antibody (clone
were studied both on whole animal and orVIlID1,) was obtained from  Affinity
isolated muscle, using hanging test and electric&8ioReagents. Polyclonal antibody against RyR
stimulation combined with force measuremenhas been previously described [3], as well as
and MR imaging. All the results presented in thisantibodies against Trisk 95 and Trisk 51 [17],
study confirmed an important reduction inand antibodies against the N-terminal end of
muscle strength in triadin KO animals, and thidriadins [25]. An antibody against mouse Trisk
mouse line could therefore represent a neW82 (C-terminal peptide: RRQQEVQRE) was
animal model to study the development of groduced as previously described [18]. Rabbit
structural myopathy. anti-bovine mitochondrial FQFATPaseantibody
was previously characterized [26]. Rabbit anti
junctin were from Santa Cruz (Santa Cruz
Biotechnology, Inc). Rabbit anti-SERCA, kindly
Experimental procedures provided by Dr MJ Moutin, was produced by
rabbit immunization with purified large
cytoplasmic loop of the CGhATPase [27].
Secondary antibodies used for Western blot were
labeled with HRP (Jackson ImmunoResearch
Engineering of the triadin KO mouse Laboratories).
The Triadin conditional mutant mouse lineThe presence and the amount of different
(triadin flox), as well as the full triadin KO proteins in samples was assayed by Western blot
(triadin KO) mouse line were established at thenalysis, using a chemiluminescent reagent
MCI/ICS (Mouse Clinical Institute - Institut (Western lightning Chemiluminescence reagent
Clinique de la Souris-, lllkirch, France; plus, Perkin Elmer) after electrophoretic
http://www-mci.u-strasbg.fr ~ The targeting separation of the protein on a 5-15% acrylamide
vector was constructed as follows: a 1.2 klgel, and electrotransfer on Immobilon P
fragment corresponding to the floxed fragmen{Millipore) [17]. The quantification was
(comprising the ATG containing exon 1) as wellperformed using a ChemiDoc XRS apparatus
as the 3.7 kb 5’ homolog arm and 3.3 kb 3'(Biorad) and the Quantity One Software
homolog arm were amplified by PCR and(Biorad). The signal was normalized to the
subsequently cloned into a MCI basic vectoramount of myosin, measured after staining of the
This vector already contained the LoxP sites anghembrane with Coomassie blue.
the Neomycin resistance cassette flanked by frt
sites, which was then excised after selection , .
using flp. The coding region and the junctions"\/IUSCIe fibres preparation and

were verified by sequencing. The "nearizedmmunofluorescen_t Iabel!ng
construct was electroporated in 129S2/SvP I procgdgres using anlmals_were approved by
mouse embryonic stem (ES) cells Afterine Institutional ethics committee and followed

selection, targeted clones were identified by PCj{‘e guidelines of the National Research Council

sing external primers and further confirmed b uide for_the care and use of Iaboratory animals.
using ex pr . ! Flexor Digitorum Brevis (FDB) fibres were

Southern blots with Neo and 3’ external probes.,. . : .
Three positive ES clones were obtained. One Wfssouated according to the procedure described

microinjected into C57BL/6J blastocysts, an y Pouvrea_uet al [28].' Intgct FDB were excisgd
derived male chimaeras gave germlinefrom the hind paw in Ringer-Glucose solution

transmission. In order to generate full triadin KO(136 mM NaCl, 10 mM Glucose, 5mM KCl,

mice, heterozygotes triadin flox mice Werez'6 mM CaCj, 1mM MgCbh 10 mM Hepes

crossed with CMV Cré" mice [24] expressing pH7.2) and digested 30-45 min at 37°C in
the Cre recombinase in the zygote, to genera llagenase (2mg/ml in Ringer, Sigma Aldrich).

o : L s les were washed 10 min at room
heterozygous triadin KO mice (triadif). These usc o~ ;
mice were crossed to generate WT (tri&@)n te_mperature and ke_pt Zh at 4°C in 25ml ng_er.
and KO (triadif) litermates used in the Fibres were then dissociated by several flushing

and seeded on laminicoated slides 20 min at

room temperature. Immunofluorescent labelling
was performed using a protocol adapted from
Vassilopoulos et al. 2005. Fibres were fixed for

experiments described here.

Antibodies and Western blot analysis



15 min with 4% paraformaldehyde in PBS atMuscle homogenates preparation

room temperature, permeabilized 5 min with 1%Two types of skeletal muscle i.e. extensor
Triton X-100 in PBS at room temperature anddigitorum longus (EDL) and soleus (Sol) were
saturated 30-min with PBS supplemented witlcollected from adult (6-9 months) mouse hind
0.1% TritonX-100, 0.5% bovine serum albumin,legs. Crude homogenates were prepared from
and 2% goat serum. Fibres were incubated 1 h aach muscle by homogenization in 200 mM
room temperature with the primary antibodiessucrose, 20 mM HEPES (pH = 7.4), 0.4 mM
(dilution, 1:100 to 1:800) in PBS supplementedCaClk, 2 mM leupeptin, 100 mM PMSF, 1 mM
with 0.1% Triton X-100, 0.5% bovine serum DFP. The amount of total protein was estimated
albumin, and 2% goat serum and then incubateasing a modified Folin assay in presence of SDS.
with secondary antibodies for 30 min at room

temperature. The nuclei were stained with TOHang tests

PRO-3 (Molecular Probes), and the samplefor the first test, animals were placed on wires
were mounted with an anti-fading solutionstretched between two poles 50 cm apart and
(DakoCytomation fluorescent mounting medium;were allowed to freely move along the wire.
DakoCytomation). For double labelling, the twoEach animal was tested 4 or 5 times during a 7
primary antibodies (from different species) anddays period, and all the tests were used for the
the two secondary antibodies were added at thetatistical analysis. For the second test, animals
same time. The secondary antibodies werwere positioned on a cross-wired surface where
labelled with either Alexa-488, Alexa-546 (boththey could hold on with all four paws. The grid
from Molecular Probes), or Cy3 (Jacksonwas then turn up side down. We measured the
ImmunoResearch Laboratories). Muscle fibresime during which animals were able to stay on
were analyzed by confocal laser scanningvires before falling. The test was repeated 3
microscopy using a Leica SPE operating systentimes successively for each animal, and only the
with sequential excitation of the two best score was used for the statistical analysis.
fluorophores. After 5 min hanging (300s), the test was stopped.

Electron microscopy Isolated muscle contraction measurements
Extensor Digitorum Longus (EDL) and soleusFast (EDL) or slow (Sol) twitch muscles were
(Sol) muscles were excised and cut into smalblaced horizontally in an experimental chamber
pieces. After 3 washes in Cacodylate buffecontinuously superfused (10 ml.rifn with
0.1M, muscles were post-fixed in 2.5%Krebs’ solution (135 mM NaCl, 5 mM KCI, 2.5
Glutaraldehyde, Cacodylate buffer 0.1M 2h amM CaC}, 1 mM MgSQ, 10 mM glucose, 10
4°C. After 3 washes in Cacodylate buffer, T-mM NaHCGQ; 10 mM Hepes pH 7.2; room
tubules were stained in 1% OgQCacodylate temperature) equilibrated with 95% @lus 5%
buffer 0.1M, 1h on ice. Muscles were washed %0O.,.

min in Cacodylate buffer 0.1M and 4 times inOne end of the muscle was attached to a rod
H,O and then stained in 1% Uranyl Acetate pH4vhile the other to a capacitive force transducer.
4°C overnight. After dehydration with a gradedTwo platinum electrodes placed adjacent to the
series of alcohols and infiltrated in epoxy resirmuscle were used to deliver short (1 ms),
(Fluka), fibres were horizontally embedded insupramaximal pulses to elicit single twitches.
flat molds. For T-tubule staining (adaptationForce responses were digitized at 2 kHz by using
from Galbiatiet al, [29]), 75mM of CaCGl were Digidata 1200 A/D card and stored with Axotape
added in the post-fixation solution and 0.4%software (Axon Instruments, Foster City, CA,
KsFe(CN)} was also added in the Os6olution USA). Muscles were then stretched by adjusting
and incubated for 2h at room temperature. 70nrthe position of the transducer to a length that
section were cut from the blocks with theproduced the maximal force response and
ultramicrotome Leica Ultracut S and post-stainedllowed to equilibrate for 60 min.

for 10min at room temperature with 5% uranylSingle pulses (1Hz) were used to elicit single
acetate pH4, washed four times in waterfwitches. At least 10 twitches were measured
incubated 5min at room temperature in 4% leadinder these conditions from each animal, and the
citrate and washed four times in water. Theaveraged amplitude of all transients was used in
sections were observed with a JEOL JEMorder to characterize the given animal. Tetanic
1200EX Il at 60kV. contraction was obtained by stimulation at



200 Hz during 200 ms for EDL and at 100 Hz66 % NO (0.8 L/min) and connected to an open-

during 500 ms for Sol. circuit gas anesthesia machine (Isotec 3; Ohmeda
Medical, Herts, UK). Animal body temperature
Fatigue test on isolated muscle was maintained through a feedback loop

In order to test muscle fatigability a series ofincluding an electrical heating blanket
tetanic contraction (altogether 150) at a(Prang+Partner AG, Pfungen, Switzerland), a
frequency of 0.5 Hz were evoked [30]. Thetemperature control unit (ref 507137; Harvard
amplitude of each tetanus was then normalized tApparatus, Holliston, Massachusetts, USA) and a
that of the largest in the series (usually thet firshome-built rectal thermometer constructed with a
or the second) and plotted as a function of th&ITC thermistor SMC series (ref:
position within the series. NCP18XW220J03RB-2.2K, Murata, Kyoto,
Japan).
Animal preparation for NMR studies
Nine WT and nine triadin KO animals were used _ _ _
for these expetiments. For each animal, M,Q/Vhole animal stimulation protocol and force
functional investigation was performed in the leff™€asurements , ,
gastrocnemius muscles. Mice were initially [N®  ranscutaneous  stimulation  protocol
anesthetized in an induction chamberconS'Ste_d in 6 min of repeated isometric
(Equipement Vétérinaire Minerve, France) using-ontractions at a frequency of 1.7 Hz. Analog
4 % isoflurane (Forene: Abbot France, Rungiselectrlcal signal coming out' from the forc_e
France) in 33 % ©and 66 % BO. Once both frans_d_ucer was_ampllfled_ _W|th a home-built
lower hind limbs were shaved, the anesthetize@MPifier (Operational amplifier AD620; Analog

animal was placed supine in a home-built cradi?€Vices. Norwood, MA, USA; gain = 70 dB;
especially designed for a strictly non-invasive22ndwidth 0-5 kHz) converted to a digital signal
muscle investigation. This cradle integrates twd-C!-6220; National Instrument, Austin, TX,
rod-shaped transcutaneous electrodes (Iocat(HjSA) gnd recorded on a pgrsonal computer using
above the knee and under the heel respectivelfj¢ WINATS software version 6.5 (Sysma, Aix-
connected to an electrical stimulator (Stimulato?n'Pro.VenC?’ France). Isometric force production
| series, Hugo Sachs Elektronik, HarvardP€' twitch (in N) was averaged every 30 s and

Apparatus, USA) and an ergometer consisting 0qnormalized to the MRI-calculated muscle
a 9 x 24 mm foot pedal coupled to a force/0lUme.

transducer. The transducer was constructed by

sticking a strain gauge (ref. 1-LY11-6/;20A;MR data acquisition and processing.

HBM GmbH, Darmstadt, Germany) according t0jnyestigations were performed in a 4.7 Tesla
the manufacturer specifications on a 9 x 32 mMygrizontal magnet (47/30 Biospec Avance,
Bakelite slat (0.4-mm thickness) in a Wheatston@yker, Karlsruhe, Germany) equipped with a
bridge design. The foot was pqsitiongd on thgsruker 120-mm BGA12SL (200 mT/m) gradient
ergometer pedal and the hind limb waSpsert. Ten non contiguous axial scout slices (1
immobilized in the cradle. In that position, themm thickness, spaced 0.5 mm) covering the
hind limb was centered inside a 20-mm-diametefegion from the knee to the ankle were selected
H Helmholtz imaging coil and the belly of the across the lower hind limb. Multiecho images of
gastrocnemius muscle was located above afese slices (8 echoes; 10.587-ms spaced; 1000-
elliptic “P-MRS surface coil (8 x 12 mm). The ms repetition time; 42x42 nfmfield-of-view;
pedal position was adjusted in order to modifiyse x 256 acquisition matrix; 3.2-min acquisition
the angle between the foot and the lower hlngme) were recorded at reStP-MRS spectra (32
limb so that the gastrocnemius muscle Wagcans, 8 kHz sweep width; 2048 data points)
passively stretched at rest and produced fom  the gastrocnemius  region  were
maximum isometric twitch tension in response tqontinuously acquired in 60-s blocks throughout
supramaximal square wave pulses (1.5 Mg standardized experimental protocol consisting
duration). Supra-maximal current (usually 2-4n 6-min rest, 6-min stimulation and 16-min
mA) was determined by inducing contractionsrecovery. MR data acquisition was gated to
with increasing current.  Throughout themyscle stimulation in order to reduce potential
experiment, anesthesia was maintained by 9afotion artifacts due to contraction. MR data
inhalation with a facemask continuously suppliedyere processed using a custom-written image
with 2.5 % isoflurane in 33 %£30.4 L/min) and  apalysis program developed on the IDL platform



(Interactive Data Language, Research Systencardiac or skeletal muscles problems. Before
Inc., Boulder, CO, USA). For each MRI slice, performing the full physiological
gastrochemius region was manually outlined ircharacterization of the animals, we performed
order to measure the corresponding crosgnolecular controls, in order to evaluate the
sectional areas (CSA, in mMn The extent of protein modifications induced by
gastrocnemius muscle volume (Hmwas deletion of triadin gene. We first checked by
calculated as the sum of volumes includedVestern blot the absence of all triadins isoforms
between consecutive slices. PCr, inorganiin skeletal as well as in cardiac muscles. We used
phosphate (Pand ATP peaks were identified by different anti-triadin antibodies, as some react
a time-domain fitting routine using the with all triadins and some are specific for single
AMARES-MRUI Fortran code and using isoforms. No specific signal was detected with an
appropriate prior knowledge [31]. Signal areasantibody directed against the common N-
were corrected for magnetic saturation effectserminal end of triadin, either in skeletal muscle
using fully relaxed spectra collected at rest with or in cardiac muscle (figure 1C). In order to
repetition time of 20 s. Intracellular pH (pvas confirm the absence of all triadin, and
calculated from the chemical shift of thesRjnal particularly the expression of proteins truncated
relative to PCr [32]. Time-points for the time in the N-terminal end (possibly due to an in
course of pH and phosphorylated metabolite frame initiation with another ATG), the
concentrations were assigned to the midpoints gkactivity with specific C-terminal antibodies

the acquisition intervals. was also assayed (figure 1D). Using a mixture of
anti-Trisk 95, anti-Trisk 51 and anti-Trisk 32, a
Statistical analysis similar result was observed: no triadin was

Unless otherwise stated, data were pooled oveletected in the cardiac and the skeletal muscles
the animals within the same group, and aref the KO animals. These experiments

presented as means + SEM. Significance of thdemonstrate that the deletion of the first exon in

differences between WT and KO animals wadgriadin gene has indeed led to the production of a
assessed wusing Student's t-test, assumirfgll triadin KO animal.

significance at p<0.05.

NMR variables evolving with respect to time Expression levels of the proteins involved in

during the stimulation period (isometric forcecalcium homeostasis:

production, metabolite concentrations, and)pH We used quantitative Western blot to evaluate
were analyzed with one-way repeatedthe modification of expression induced by triadin

measurements analysis of variance (ANOVA)suppression in the different proteins involved in

followed by post-hoc Tukey’s tests using JMPcalcium homeostasis. The expression level of

software (SAS Institute Inc., Cary, NC). RyR, DHPR, SERCA, CSQ, Junctin, and the
mitochondrial FoF1-ATPsynthase were

Results evaluated on EDL and Sol from 3 different WT
or KO animals (figure 2). Compared to the

Mouse model development: expression level in WT muscles, set to 100% as

In order to delete triadin from skeletal andreference, no modification was observed for RyR
cardiac muscles, we have engineered a triadifi25% + 35%, p = 0.166 in EDL and 102% =+
mouse in which the first exon has been flanked7% , p = 0.295 in Sol), for SERCA (104% =+

by two lox-P sites (figure 1A). After mating 5%, p = 0.49 in EDL and 90% + 6% p = 0.23 in
these "floxed" mice with mice expressing the Cre&sol) and for FoF1-ATPase (116% + 6% p =
recombinase in the whole animal, we produced 6.099 in EDL and 94% =+ 8%, p = 0.823 in Sol).
triadin null mouse line, in which triadin Junctin was not modified in EDL (89%z 12%, p
expression has been abolished in all tissues. K& 0.48), and decreased in Sol (55% * 12%,
(-/-) and WT (+/+) animals were obtained byp =0.023). An important modification was

mating heterozygote mice (+/-).The genotype obbserved for the alphal subunit of DHPR, which
each animal was double-checked by PCR, usinig increased to 170% * 14%, p=0.004 in EDL,
specific primers (figure 1B). At first sight, KO and reduced in Sol (75% + 7%, p=0.018). The
animals were indiscernible from WT animals,major modification concerns CSQ, with a
and the KO mice grew up and reproducededuction to 27% + 4% (p<0.001) in EDL and

normally. Nevertheless, the adult KO animalsl9% * 4% (p<0.001) in Sol.

seemed quieter in their cage, which could reflect



Influence of triadin deletion on the localization test, with a hanging time of 290 s + 10 s (n = 11)
of its partners and 45 s + 12s (n = 15) (p<0.001) for the WT
Triadin has been shown to interact with RyR anc&ind KO mice, respectively. The weight of the
CSQ, and was proposed to anchor the luminanimals had been followed during 2 months, and
CSQ at the junctional part of sarcoplasmicno difference was noticed between WT and KO
reticulum, in the triad region [12]. Therefore, (data not shown). These data suggested that KO
triadin  deletion could result in CSQ mice might be weaker than WT mice.
delocalization, whereas no effect is expecéed In order to assay the muscle strength
priori on DHPR or RyR localization. In order to independently of any other parameter
test this hypothesis, double immunofluorescentequilibrium, walking ability, ...), muscle
labeling were performed on dissociated FDBperformance was measured on isolated muscles.
fibres of WT or KO animals, using RyR/DHPR Fast and slow twitch muscles were dissected
antibodies or RyR/CSQ antibodies (figure 3). Afrom the animals, and twitch and tetanic force
expected, no modification was observed irwere recorded. Figure5 presents individual
DHPR and RyR localization (figure 3, panels a-ftraces of twitches (fig.5A and fig.5B) and tetani
and associated quantification graphs), which arffig.5D and fig.5E) from both EDL and Sol of
perfectly colocalized and display the typicalWT and KO animals. As depicted in figure 5
labeling of the triads in double rows of dots. Butboth single twitches and tetani were smaller in
CSQ was also perfectly colocalized with RyR, inamplitude for KO than for WT mice. Pooled data
contrast to our initial hypothesis (figure 3, panel for the amplitudes of twitches and tetani are

g-l and associated graphs). presented in figures 5C and F, respectively.
Averages present a slightly greater reduction in
Morphological maodifications of KO muscle twitch force for Sol as compared to EDL muscles

In order to evaluate more precisely the influencén the KO mice. This difference was, however,
of triadin deletion on muscle ultrastructure, KOnot present for the tetani. Overall, both twitch
and WT muscles were analyzed by electrorand tetanic forces were significantly reduced in
microscopy. No modification was observed infast and slow twitch muscles of KO animals. To
soleus (data not shown), whereas in EDLtest how muscles from WT and KO animals
numbers of triads were in abnormal orientatiorendure fatigue, series of tetani were applied.
(figure 4), being longitudinal or oblique insteadFigure 6 illustrates the evolution of the maximal
of transversal. The abnormal orientation wasmplitude of the tetani as normalized to the
better visualized after T-tubules labeling (fig. 4amaximal amplitude in a given series. In these
and c), and the number of triads withexperiments, the absolute force was always
longitudinal or oblique orientation was evaluatedgreater in WT than in KO mice. The decline in

to 25% (n=722) in KO instead of 3% (n=680) intetanic force was slower for both muscle types in
WT. It is noteworthy that when the triads areKO than in WT animals suggesting a slower
longitudinally orientated, they usually lose theevolution of fatigue. At the end of the test, the
associated mitochondria. At last we observed maximal force of EDL muscle was 54 % + 3 %

flattening of the terminal cisternae, which areof the initial value for WT and 61 % = 5 % in

significantly reduced from 68 nm = 3 nm (n=34)KO mice, and in Sol, it was 48 % + 3% in WT

to 26 nm + 1 nm (n=55), as illustrated on figureand 61 % + 4% in KO mice. Nevertheless, even

4b and 4e. at the end of the fatigue run the absolute force
was not greater in KO than in WT mice (not
Physiological studies illustrated). Interestingly, the reduction in peak

To test the overall muscle performance of triadirtetanic force underwent a slight but sudden drop
KO mice, the animals were subjected to differenfollowed by a plateau-like phase early in the run
strength tests. They were either allowed to freelgiving rise to a shoulder-like part in the data
walk on a wire stretched between two rods omeasured on KO mice. Such a phenomenon was
hung gripping a cross-wired surface with all foumever observed on either EDL or soleus from
paws. KO mice performed significantly worsecontrol mice, and could point to a possible
than their WT littermates as assessed by the tinmaodification in muscle metabolism.

until they fall. The time spent walking the wire

was 50 s = 13 s for the WT (n = 5) as compareastrocnemius muscle volume and mechanical
to 23 s £ 5s (n = 6) for the KO mice (p<0.05).measurements

Similar results were obtained with the wire grid



In order to confirm the results observed instimulation period, when pHvas 6.74+ 0.04 in
isolated muscle, analyses of muscle morphologywT and 6.77 0.06 in KO animals respectively.
function and metabolism were performed using

NMR combined with muscle contraction. The Discussion

Gastrocnemius muscle was stimulated on an

anesthetized animal, in order to induce itSGenetic ablation of a protein has been one of the
contraction, while'H and*'P NMR spectra were most powerful technique used in order to identify
registered. Muscle volume measured using MRihe precise spectrum of its functions. It has been
(figure 7A) was significantly larger in WT mice successfully applied to few members of the
(109.4+ 3.3 mmi, n = 9) than in KO mice (92.6 skeletal calcium release complex (RyR1 [33],
+ 4.3 mm, n =9, p<0.05), but no difference in DHPR [34-36], and CSQ1 [37]), to identify
the animal weight was measured (28.& @.4g which precise function could be associated or not
for WT versus 26.8 ¢ 0.9 g for KO). with each protein. Whereas deletion of RyR

Isometric force production was lower in KO results in perinatal death, as deletion of the alph
mice throughout the whole 6-min stimulationl subunit of DHPR, deletion of CSQ1, that was
protocol (Fig. 7B). For each group, forceconsidered as essential, has surprisingly no effect
transiently increased in the early stage of th@n mouse survival or on muscle function [37].
stimulation period, to reach a maximal valueTriadin precise function is still unknown, but as
(Fig. 7B). This increase was significantly largerthe triadin gene is expressed in heart, it was
in the KO group (+ 40.7+ 7.0 %) when Iinitially imagined that its deletion would lead to

compared to control animals (+ 24t03.3 %) embryonic death, as for RyR2 [38]. Surprisingly,

(Fig.7C).  Afterwards, force decreasedthese mice are viable, as observed in a similar
progressively until the end of the stimulationifiadin KO mouse model recently developed
period (Fig. 7B and C). The corresponding[39], and contrary to CSQ KO mice, presented
decrease, measured at the end of the stimulatidfiPortant muscle impairment which have been
period and illustrating muscle fatigue, wascharacterized inthe present work. _

smaller in the KO group (85.2 2.4 % of the IMadin gene undergoes an important alternative

initial value) as compared to controls (5%.86.0 _splici_n_g, and all the triadins are possibly not
% of the initial value) (Fig. 7C). identified up to now. In order to delete all the

triadin isoforms, that share at least the 8 first
exons, we suppressed the first exon from the
triadin gene. As expected, both in cardiac and
skeletal muscles of these mice, all known triadin
isoforms were deleted. Nevertheless, triadin
7D). During the stimulation period, the time_suppression aﬁe_cts neither the mouse sgrv_ival
courses of PCr (Fig. 7D) and pfig. 7E) were nor its reproduction, as observed in the similar
similar in both groups. PCr was rapidly model recently r'eported [39]'. .

consumed at the onset of the stimulation perioﬁS an adaptative mt_echamsr_n, the expression
and the corresponding initial rates of PC evel of some pc_)tentlal tr"’?‘d".] partners, have
been modified in our triadin KO model.

consumption were identical (Table 1). After 2Ca|se estrin expression level underaoes  the
minutes of stimulation, PCr reached a steady- qu ! Xp ! vel - u 9

state that was maintained until the end of th(gnajor modification, —confirming - the strong

stimulation period. At that time, PCr levels WererGI""t'onShIp bgtwgen triadin and C.SQ' Th‘?
30.7+ 3.6 % and 37.4 45 % of their basal present reduction in the CSQ expression level is

. . larger than that observed in the triadin KO mouse
values in WT and KO groups respectively. At the odel described previously (4 fold reduction in

onset of the post-stimulation period, the rate og;l muscle types in the present work whereas a
PCr resynthesis did not differ between 9rouPy = to1d reduction was shown by Shen al

(Table 1). 39 : - :
. . . It is noteworthy that triadin suppression
In both groups, pKHwhich reflects the anaerobic Ejid])not induce any r{mdification in CpSpQ triad

Tl e S Sages o Mgcalaaton. Trersiore, i train 1= ncee
minutes of pstimulation (Fig. 7E) 1¥his steady- esponsible of anchoring CSQ at the terminal
9. ' Y-cisternae of sarcoplasmic reticulum, it is not the

state remained fairly constant until the end of th%nly protein involved in this function, and most
probably junctin, which is not modified in this

Energy metabolism

At rest, PCr/ATP ratio did not differ between
both groups (Table 1). Basal pttas similar in
WT (7.14 £+ 0.05) and KO (7.14 0.04) (Fig.



triadin KO mouse line, is a good candidate toAs CSQ is reduced by 4 times in these muscles,
fulfill this function [40]. The important reduction could the observed effects at least partially be
in CSQ expression could indicate either thasattributed to CSQ reduction? It is probably not
triadin is able to regulate CSQ gene expressiothe case, because none of the defects observed
or that defect in CSQ anchoring leads to ithere were similar to defects seen in the CSQ KO
degradation, as no mislocalization is observednouse [37], except for the reduction in terminal
The second protein which expression has beetisternae thickness which is most probably
surprisingly modified in the present mousedirectly related to CSQ reduction. In triadin KO
model is the alphal subunit of DHPR, which ismouse, no increase in RyR, nor in mitochondria
overexpressed 1.7 fold in fast (EDL) muscle, buamount, and no duplication or triplication of triad
not in slow (Soleus) muscle. This is consistentvere observed. In addition, no muscle weakness
with the absence of defects observed in Soleusjas observed in CSQ1 KO mouse, contrary to
and it could be hypothesized that longitudinal otriadin KO mouse. Therefore, the physiological
oblique T-tubules allow the presence of higheeffects observed in this KO mouse are clearly
amount of DHPR. The mechanisms leading talifferent from CSQ deletion-induced defects, and
this overexpression are poorly understood, as nman clearly be attributed to triadin deletion.

direct relationship has been shown betweekliVhich function of triadin can then be postulated
DHPR and triadin, and most probably reflect arfrom this model? Triadin is clearly not essential
adaptation of the muscle to improve muscldor triad formation, as triads are still present.
function in absence of triadin. Nevertheless, it could be involved in maintaining
In agreement with previous results [39],triads during contraction, and in anchoring
ultrastructural analysis on our KO mice revealednitochondria close to triads. A precise
that 25% of triads have an abnormal orientationstoechiometry for triadin in the complex is also
Considering the similar results reported in bottclearly associated with a correct function of the
studies, this strongly supports an involvement otalcium release complex. We have previously
triadin in the setting up or in the maintenance oshown that triadin Trisk 95 overexpression
triad. As for CSQ anchoring, it is mostly results in blocking of EC coupling [21], and here
probable that triadin is not the only proteinwe show that triadin ablation induced muscle
involved in this function. One hypothesis couldfunction impairment, whereas Shet al. [39]

be that triadin would strengthen the triadhave shown that it induced reduction in
structure, and allow it to be maintained duringdepolarization induced calcium release. All these
contraction. Further experiments will be neededesults confirm that triadin is an essential link
in order to clarify this issue. within the calcium release complex. The triadin
One of our first observations is a muscleKO mouse presents objective muscle
weakness, in contrast with what has beendysfunctions, and is therefore undoubtedly
published on the first triadin KO mouse [39], andsuffering from myopathy as identical energy
an obvious defect in the time the mice spent ononsumption produced a reduced strength. This
the grid of their cage. This prompted us to searcmyopathy is a structural myopathy, as the
for objective evaluation of muscle strength.observed defect is a modification in the structure
Considering that the reduction in the time on thef the muscle fibre. Mutation in the triadin gene
grid could induce reduction in the food intake,in human could probably lead to a myopathy,
and in animal development, one could expect and this gene should be screened in patients
corresponding weight reduction. No modificationpresenting with a myopathy of unknown origin.
has been observed on the animal weighfThis mouse line could therefore be a model to
therefore the muscle weakness observed in thestudy the development of a structural myopathy,
mice does not modify their growth andand its evolution during aging and/or exercise.
reproduction. A number of tests were performed

in order to evaluate muscle strength at whole

animal level. All these tests clearly demonstrated

a significant muscle strength reduction and this

result was further confirmed in isolated muscle.

Interestingly  this muscle weakness is

accompanied by an improved resistance to

fatigue, in all muscles tested (EDL, Soleus and

Gastrocnemius).
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ABBREVIATIONS
CSQ, Calsequestrin; DHPR, dihydropyridine rece€ coupling, excitation-contraction coupling;
EDL, Extensor digitorum longus; FDB, Flexor Digiton Brevis; KO, knock out; PCr,
phosphocreatine; RyR, ryanodine receptor; SERC&psandoplasmic reticulum €aATPase; Sol,
soleus; WT, wild type

FIGURES LEGENDS

Figure 1. Molecular characterization of the triadin KO mouse.

Panel A : Schematic representation of the wild tyffexed and KO allele, and positioning of the
primers used for the PCR amplification.

Panel B: PCR amplification of genomic DNA was pemied with a mix containing primers A, C and
D. This gives rise to a band of 240bp on WT aninfals, primers C and D), a band of 477bp on KO
animals (-/-, primers A and D), and both on hetggotes animals (+/-). The DNA fragment between
primers A and D is too large to be amplified on AAimals.

Panel C: Western blot analysis using an anti-N-teahrantibody on WT skeletal muscle (lane 1), KO
skeletal muscle (lane 2), WT heart (lane 3) andh€@rt (lane 4). The signals corresponding to Trisk
95 (100kDa), Trisk 51 (60kDa) and Trisk 32 (37kDamjs absent in KO muscles (skeletal and
cardiac).

Panel D : Western blot analysis using a mix of gjgeantibodies against Trisk 95, Trisk 51 and Kris
32, on WT skeletal muscle (lane 1), KO skeletal ctruflane 2), WT heart (lane 3) and KO heart (lane
4). The signals corresponding to Trisk 95 (100kDa)sk 51 (60kDa) and Trisk 32 (37kDa) was
absent in KO muscles (skeletal and cardiac).

Figure 2. Western blot analyzes of EDL and Soleus

Forty to eighty micrograms of muscle homogenatesevi@aded on 5-15% polyacrylamide gel. The
homogenates were prepared using EDL and Soleus)(80lated either from wild type (WT) or
triadin KO (KO) animal. After electrophoresis segtéon and Western blot analysis using the
indicated antibody (RyR, DHPR, SERCA, CSQ, FoF1-A3é® and junctin), the membranes were
stained with Coomassie blue to evaluate the amofumlyosin in each lane, and the signal in Western
blot was normalized to the amount of myosin. Theesponding quantification is presented on the
histogram on the right of each blot, the contratéth WT condition being set at 100%.

Figure 3. Double immunofluorescent labelling on isolated cteigibres

Muscle fibres were isolated from wild type (WT)taadin KO (KO) FDB and used to perform double

immunofluorescent labellings, with antibodies diegcagainst RyR and DHPR (panels a-f) or RyR
and CSQ (panels g-l). The fluorescence intensity famction of distance on the fibre was plotted fo

six successive triads, and was reported on theemljayraph for each labelling. The colour code is
preserved, and the green curve corresponds to réten gmmunolabelling, whereas the red curve
corresponds to the red labelling. Scale bar : 1pm

Figure 4. Electron microscopy analysis of EDL muscle

12



EDL were isolated from WT or KO animals, and exasdirusing electron microscopy at different
maghnifications, with (a, ¢ and d) or without tulsillabelling (b and e). A number of triads are in
abnormal orientation in KO muscle (white stars)] amesented mainly a longitudinal orientation (c
and d). The width of the terminal cisternae wassuead as shown on pictures b and e, respectively
on WT and KO muscles.

Figure 5. Force transients in isolated muscles of wild-typel &riadin knock-out micePanels A and

B: Single twitches elicited by short (1 ms), supaaimal (5 V) stimulation on EDL (A) and Soleus
(B) from WT (continuous line) and KO (dashed limaice. Panels D and E: Tetani elicited by a train
of supramaximal stimulation at 200 Hz for 200 msE#L (D) and at 100 Hz for 500 ms on Soleus
(E) from WT (continuous line) and KO (dashed lingte. Panels C and F: Data were pooled from 5
WT and 6 KO mice, after averaging the given paramever each individual record (usually 10)
measured on an individual muscle. Average amplitafi¢he twitches (C) and of the tetani (F).
Asterisks denote significant difference between &viei KO mice (p<0.05).

Figure 6. Fatigability of wild-type and knock-out micEvolution of the amplitude of tetani on EDL
(A) and Soleus (B). All together 150 tetani (20@ &90 ms long stimulation at 200 and 100 Hz for
EDL and Soleus, respectively), repeated every \#ese evoked on both muscle types and their
amplitudes normalized to the maximal value in thesig train. Measurements were pooled from all
mice of the given batch to yield the data pointspnted in the figure.

Figure 7. NMR analysis(A) NMR image of a hind mouse leg showing delirtiita of gastrocnemien.
(B) Isometric force normalized to muscle volume 4@J relative isometric force during 6 min of
repeated isometric contractions induced electsicatl1.7 Hz in gastrocnemius. Values are shown as
meanst SEM. P-value is the result of a one-way repeatedsures ANOVA. * Significant difference
between both groups for corresponding time poiRts<(0.05). (D) Changes in gastrocnemius PCr
level and (E) intracellular pH during 6 min of reped isometric contractions induced electrically at
1.7 Hz. Values are shown as meanSEM.. P-value is the result of a one-way repeatedsures
ANOVA. The first time point (t = 0) indicates thestingvalue.
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Table 1

Gastrocnemius energy metabolism in WT and KO mice

WT KO
Basal PCr/ATP ratio 2.52+ 0.08 2.48t 0.23
VPClyim (%.min) 67.0£ 7.9 51.4+7.2
VPCrec (%.mirY) 34.6+ 3.9 30.6- 6.1

Values are means SEM. VPCrym, rate of PCr degradation at the start of the
stimulation period VPCr,, rate of PCr resynthesis at the start of the ptistulation
period.
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Figure 1
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Figure 6
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Résume:

La triadine est une famille de protéidasmuscle squelettique. Quatre isoformes de la
triadine ont été clonées: Trisk 95, Trisk 51, Tdsk et Trisk 32. Ce sont des protéines
transmembranaires du reticulum sarcoplasmique (R$k 95 et Trisk 51 sont localisées
dans la triade ou elles sont associées au récegelar ryanodine (RyR), un canal calcique.
Trisk 49 et Trisk 32 sont localisées dans le RSyjitodinal. Il a été montré que Trisk 95
régule les relachements de’Cdu RyR. L'objectif de ce travail de thése a ététatiier les
fonctions des triadines dans le muscle squelettigtece a différentes approches| et
techniques complémentaires. Dans un premier temsk 95 et de Trisk 51 ont été étudiees
par surexpressiom vivo dans les muscles de souris. La caractérisationedemuscles a
permis de mettre en évidence l'association du Ry&c da caveéoline, une protéine de|la
membrane plasmique. Dans un second temps, la dondg Trisk 32 a été étudiée dans le
muscle squelettique. L'étude précise de sa lodaisaa permis de montrer qu'elle est
localisée dans la triade, dans le RS longitudieala proximité des mitochondries. Des
expériences de co-immunoprecipitation ont révéléliguest associée avec le RyR et aveg le
récepteur de I'lR De par ses partenaires, Trisk 32 semble jougdlendans la régulation de
nombreux mécanismes impliquant le?C&nfin, le géne de la triadine a été invalidé clagz
souris. Cette souris KO triadine présente une dad®# musculaire et des défauts dans
l'ultrastructure de la triade. Ces résultats ineéigugu’en plus de sa fonction de régulation
des relachements de C#a triadine pourrait avoir un role structural.

Mots clefs calséquestrine, cavéoline, complexe de relacherdantalcium, couplag
excitation-contraction, muscle cardiaque, muscleekitique, récepteur de I'JPrécepteur
de la ryanodine, reticulum sarcoplasmique, sou@s tiade, triadine, tubule-transverse.

W

Abstract:
Triadin is a protein of the skeletal masé-our isoforms have been cloned: Trisk 95,
Trisk 51, Trisk 49, and Trisk 32. They are transrheane proteins of the sarcoplasmic
reticulum (SR). Trisk 95 and Trisk 51 are in thadrjunction where they are associated with
a calcium release channel, the ryanodine recepyR). Trisk 49 and Trisk 32 are localised
in the longitudinal SR. It has been shown thatkr8s is able to regulate RyR Eaeleases|
The aim of this work was to study triadins funcgan the skeletal muscle with different and
complementary approches. In the first part of thagk, Trisk 95 and Trisk 51 were over-
expressedh vivo in mouse muscles. These muscles where then cbasact and the results
showed an association between RyR and caveolip®tain of the plasma membrane. The
second part of this work is related to the studyTogk 32. | studied more precisely the
localisation of Trisk 32 and showed that it is lligxed in the triad, in the longitudinal SR, and
close to mitochondria. Co-immunoprecipiation expemts highlighted new partners for
Trisk 32 such as RyR and thes liReceptor, another calcium channel of the SR. Thdakts
partners, it can be assumed that Trisk 32 is iredhn the regulation of many €a
dependent processes. At least, triadin gene has kmacked out in mouse. This mouyse
model clearly presents an obvious muscle weakndss.muscle presented ultrastructyral
disorders. These results suggest that in additioit function as a Ca release channel
regulator, triadin could have a scaffolding funatio

Key words: calcium release complexe, calsequestrin, cardiagclaucaveolin, excitation
contraction coupling, BPreceptor, KO mouse, ryanodine receptor, sarcoptassticulum,
skeletal muscle, transverse tubule, triad, triadin




