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CHAPITRE 1 : LE MUSCLE SQUELETTIQUE

Le muscle désigne le tissu contractile qui perraghbuvement. Il représente environ 40 %
de la masse corporelle. Ce mot tiendrait son agigitune dérive sémantique partant de la
constatation que des muscles en action ressembkaieles souris s’activant sous la peau. Nos
anciens leur auraient ainsi donné le nom de « rauscén référence a « mus musculus » (« petite
souris» en latin). La principale caractéristiquecde organe est sa capacité a transformer I'énergie
chimigue en énergie mécanique ; c'est-a-dire aym®dine force. On distingue trois catégories de
muscles : les muscles lisses, qui se contractaterteent et involontairement et que I'on retrouve
par exemple dans les parois du tube digestif, desea et des bronches ; le muscle cardiaque qui
assure la circulation du sang ; et enfin, les nassdtriés squelettigues dont la fonction est de
mobiliser les différentes parties du squelette passgurer la posture, et la manipulation. Dans ce
premier chapitre, je décrirai brievement quelquéségalités sur la structure et la physiologie des
muscles squelettiques, leur mécanisme de contraetites protéines mises en jeu. L'importance du

calcium dans la régulation de la contraction sessieabordée.

1.1 Organisation structurale du muscle squelettique

1.1.1 Anatomie du muscle

Les muscles sont principalement composés d'un driserde cellules (les fibres
musculaires) formant des faisceaux musculaires fibess musculaires sont insérées sur les os par
l'intermédiaire de tendons. Ces derniers sont dmést par le prolongement de tissus conjonctifs
élastiques (appelés aussi gaines conjonctives). ga@ses sont composées de |'épimysium
correspondant a la couche la plus externe entodeantuscle, du périmysium qui entoure les
faisceaux de fibres ; et enfin, de I'endomysiumipfant une couche plus mince, entourant chaque
fibre. Ces gaines conjonctives assurent le maimteeta structure musculaire au repos et permettent
la transmission de la force aux articulations dutancontraction. Ce tissu conjonctif participe a

I'élasticité du muscle. Le muscle est égalemengué par un réseau de vaisseaux sanguins qui
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apporte aux cellules museaires les nutriments et I'oxygéne dont elles onsobe et perme

I'élimination des déchetsotamment le dioxyde de carb( (CO,) (figure 1)
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Figure 1: Structure du muscle squelettiqu:: des tendons aux constituants de la fib musculaire

Chaque muscle est composé de milliers de fibresoupees en faisceaux et enveloppées de s conjonctifs.
Chaque fibre musculaire est eftééme composée de myofibrilles forméear un assemblage complexe
myofilaments fins et épais. Leslles musculaires striées mesurent plusidizaines d«centimétres de longueur.

1.1.2 Organisation et structure des fibres musculaires

Une fibre musculaire posséde une structure syneyfarmeée par un cytoplasrplurinucléé
issu de la fusion auodrs du développement embryonnaire de nombrepetites cellules pré-
musculaires immaturesles myollastes. Ces derniers forment les myotubes, qui forme
finalement les fibres musculaires adultes aprésiratdn. Leu diamétreest compris entre 20 et
150 um et leur longueur peaiteindre plusieurdizaines de centimetrebez 'Hommu.

Les cellules musculaires contiennedonc plusieurs noyaux situés sous la membi
plasmique (lesarcolemme), de nombreuses mitochon stockant I'énergie de la cellulet un
réticuum endoplasmique (RE) trés dévelofqui est une réserve dmalcium intracellulaire(le
réticulum sarcoplasmique, R Une grande partie de la fibre musculaire est oceupdr de:
éléments contractiles, les myofibrilles (de 1 a2 de diametre), ell-mémes composées de
myofilaments. Ces myofibrilles constituent le supptde la contraction musculaire. Le RS e

sarcoemme forment un réseau membranaire complexe erpaidfes myofibrilles (figure 1



Introduction et Rappels bibliographiques Pagel|l4d

L’activité contractile de chaque fibre musculaist gégulée par un seul motoneurone.
méme motoneurone innerve plusieurs fibres qui fotmene unité motrice (figurel et 2).
L’intensité de la contraction dh muscle est fonction du nombre d’unités motrices aypii été

activées. CHessous une vue simplifiée d’'une jonction neuromlase

1. Axone
2. Jonction
neuromusculaire
3. Fibre musculaire
4. Myofibrille

B)

Figure 2 : La jonction neuromusculaire
A. Vue globale simplifiéel'une jonction neuromusculaiB. Vue au microscope électronique a bala

Les fibres musculaires sont donc constituées detsties hautement différenciées et trés organ
aussi bien au niveau macroscopique que microscepENec un systeme meranaire spécifique

tres développé.

1.1.3 Structure des myofibrilles et de I'appareil contractile

La contraction résulte d’'un processus coordonné lsas I'interaction de deux protéin
formant les myofibrilles, I'actine et la myosineg{ire 1). L’'organiation des myofibrilles les unt
par rapport aux autres perni@tmise en place du phénomeéne contre. Ces interactions sont so
le contréle de mécanismes fins de variation et éeation de la concentration cytosolique
calcium. Une augmentation dmtte concentration est le facteur déclenchanttaraction. Ce:
mécanismes impliquent plusieurs complexes prot&igégulateurs. L cohésion et la régulation
cet ensemble de protéines sassurée par des protéines de structures et un réseau dénrars
complexe (RS, sarcolemme).

Dans la fibre musculaire squelettique, les myoféats composant les myofibrilles st
arrangégarallélement a I'axe de la fibiselon un modéle tres régulier et pr. On trouve deux
types de myofilamentdes filamentsfins et les filament&pais. La fibre musculaire présente d

une striation transversale caractéristique due cagdnisation des protéines contractiles
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myofilaments (essentiellement I'actine et la mye}ien une succession de sarcomeres, unité

anatomo-fonctionnelle de la myofibrille.

v' Lesfilaments épais(15 nm de diameétre) formés par 'assemblage d€cntds de myosine
ont une forme assimilable a un club de golf (figByeChaque molécule de myosine possede
deux chaines lourdes (200 KDa) auxquelles sontcasso deux chaines légeres (18 a 22
KDa). Les chaines lourdes forment une hélice pdreletement de leur extrémité C-
terminale (encore appelées « queue de myosinéextrémité N-terminale de ces chaines
lourdes est de structure globulaire et constitmes’associant avec les chaines légeres, les
« tétes de myosine » qui sont dirigées vers I'etérdu filament. Les tétes de myosine

présentent une activité ATPasique importante peprdcessus de contraction.

v Les filaments fins (5 a 8 nm de diamétre) sont essentiellement coéspds polymeres
d’actine (figure 3). L’actine monomérique est unet@ine globulaire (actine G). Elle
polymérise en milieu salin pour former une strueten double hélice serrée. Chaque
molécule d’actine dispose d'un site d’interactione@ une téte de myosine. Les
myofilaments fins sont aussi associés a deux pregéieégulatrices : la tropomyosine (Tm),
protéine fibreuse formant un filament stabilisanfilament d’actine, et la troponine (Tn) qui
est un complexe polypeptidique capable de fixetlefoent le calcium, régulierement espacé
le long du filament d’actine face aux tétes de nm@gfigure 3). Les filaments fins sont le
support architectural indispensable pour le pracesse la contraction et chacune des

protéines qui le composent y joue un réle clef.
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A) Filament épais de myosine

B) Filament fin d’actine

PR Actine

—————__ Tropomyosine

Figure 3 : Filaments fins et épais formant les mydbrilles

Chaque myofibrille est composée d’'une multitudesdecoméres alignés. En microscopie
électronique, des striations caractéristiques sirgtervées qui correspondent a l'alternance de
différentes bandes (figure 4) : des bandes sontdwrdsandes A (anisotrope), correspondantes aux
zones de chevauchement des filaments d’actine etydsine, et des bandes plus claires, ou bandes
| (isotrope), constituées uniquement de filamemts @'actine. Au milieu de chaque bande A, on
distingue une zone plus claire appelée zone Heslilaments d’actine sont absents. Cette zone H
est elle-méme centrée par une ligne (ou disquepivhde par 'assemblage de protéines sur les
filaments épais. Une zone plus dense marque leecdas bandes | et est appelée disque Z ou ligne
Z en raison de la forme adoptée par I'actine aganivde cette zone. Au sein d’'une myofibrille,
chaque sarcomere est délimité par deux lignedAidsi, un sarcomere est caractérisé par la
succession suivante : une ligne Z, une demi-banded bande A, une demi-bande [, une ligne Z
(figure 4). L'organisation réguliere de ces struetuest donc responsable de I'aspect strié du muscl

squelettique aussi appelé muscle strié.
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Sarcqmére

Titine  Filaments d’actine

Filaments de myosine

Figure 4: Vue d’ensemble de I'ultrastructure d’un sarcoméredans une fibre musculaire squelettique

(en Haut) Image obtenue en microscopie électroi: on peut observer deux sarcomeres en par; (en bas)
Représentation schématique du sarco ; (a droite) Zoom sur une zone d’interaction entne téte de myosine
un filament fin d’actine.

Au cours de la contraction, la longueur des sarcem&arie suite au coulissement
filaments fins et épais entre eux. Les lignes Zaggprochnt, entrainar un raccourcissement des
sarcomeres. Le sarcomeére peut donc étre vu ccl'unité structuralest fonctionnelle principale c

la myofibrille, directement responsable de la caction musulaire (Rigoard et al., 2009.

L’interaction entre les tétes de myosine et I'aztast a la base de la contraction muscul
Au sein d'un sarcomeérehaque téte de myosine peut interagir avec une mile d’actine. On parle
de «ponts d’actine et de myosi». D’autres éléments structuraux composés de disgysotéine
se superposent aux myofilaments contractiles d&éc-dessus. Ces €léments sont non contractil
ont pour réle principal le mainti de l'organisation des myofibrilles (titine, protéinM,

myomesine). Certaines de ces protéines ont desi@iép mécaniques qui les rendent responsi
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de la transmission de la force produite par lemétés contractiles des myofilaments fins et épais,
assurant ainsi la coordination de la contractiaydpite par chaque sarcomeére. C’est notamment le
rle de la titine, une protéine fibreuse de gratailke (3000 kDa) qui représente environ 10% de la
masse myofibrillaire. Celle-ci est ancrée dansidad Z et se prolonge le long de la myofibrille

jusqu'a la ligne M (figure 4).

1.2 Mécanisme de la contraction et de la relaxation musculaire

1.2.1 Mécanisme général

La contraction musculaire est déclenchée par umuitis électrique qui correspond a une
dépolarisation de la membrane plasmique de la fibmsculaire. Chaque fibre musculaire recoit
I'innervation d’un motoneurone. Dans la terminaisogrveuse d’'un motoneurone, l'arrivé d’'un
potentiel d’action (PA) déclenche la libération meuromédiateur qui va activer I'ouverture de son
récepteur spécifique, entrainant ainsi une dématon locale du sarcolemme de la fibre
musculaire. Cette dépolarisation résulte de l'atibn des canaux sodiques puis potassiques
localisés au niveau du sarcolemriar 'activation successive de ces canaux, la déation se
propage le long du sarcolemme. Grace a linvaginatie la membrane plasmique formant les
tubules T, elle atteint simultanément et tres raypient I'ensemble des myofibrilles. Le résultatade |
dépolarisation de la membrane plasmique est ugealilon rapide (1 & 2 ms) et massive du calcium
contenu dans le RS. Ce relachement de calcium lgangtoplasme donne lieu a une élévation
rapide et transitoire de la concentration cytopigsi de calcium de I'ordre de 100 & 1000 fois. Ce
calcium ainsi libéré se fixe sur les protéines @mitles entrainant une modification structurale de
protéines composant les myofilaments et qui abautiglissement de ces myofilaments entre eux et
donc a la contraction du muscle. L’élévation dedacentration cytoplasmique en calcium induit
dans le méme temps l'activation de pompes calcigquedransportent le calcium du cytoplasme
vers le RS. Ce « repompage » du calcium vers leeffine une diminution de la concentration
cytoplasmique de calcium, sa dissociation des medgé contractiles, et donc la relaxation
musculaire. Le calcium est ainsi le messager aialu déclenchement de la contraction et les
mécanismes de contrble du relachement du calciumchoRS sont extrémement importants pour la
physiologie de la cellule musculaire. L'ensembles édapes qui méne de la dépolarisation du
sarcolemme a la libération de calcium hors du RSappelé « couplage excitation-contraction »
(CEC).
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1.2.2 Mécanisme moléculaire

Le mécanisme de contraction musculaire a donc poigine un glissement des ponts
d’actine et de myosine entre eux au sein du san@n@ mecanisme dit des filaments glissants a
éteé initialement décrit par Huxley en 1975 (HuxI&975). Mais remontons un peu dans I'espace et
le temps pour une description plus précise de liaimement d’évenements moléculaires a I'origine
de ce phénomene. Au repos, la concentration erunalest faible dans le sarcoplasme et élevée
dans le RS. Les sites d'interactions actines/myssgont partiellement bloqués par la tropomyosine
(Tm) (figure 5A). Comme décrite préecédemment, lacemtration calcique cytosolique est sous
contréle nerveux, la dépolarisation du sarcolemnige alors la libération du calcium par le RS.
Au sein de I'espace myofibrillaire, le calciwa se fixer sur les molécules de troponine (figiBg.
Cette fixation modifie la position des moléculestagpomyosine fixées sur la double hélice formée
par le filament d’actine (figure 5C). Cette modifiion rend ainsi accessibles les sites d’interactio
des tétes de myosine sur I'actine. Considérantugtépos, ce complexe Troponine/Tropomyosine
bloque linteraction myosine/actine, on peut parttune levée d’inhibition par ce complexe.
L'interaction des tétes de myosine sur I'actinenpetralors un glissement des filaments fins (actine)
vers le centre des filaments épais (myosine) (Egh€ et 5D). Au niveau ultrastructural, les
filaments fins pénetrent vers la ligne M a I'ingarr de la bande A. Les bandes | et H se rétrédissen
alors que la bande A reste de longueur stablerffigu Ce glissement des myofilaments est donc di
a une interaction cyclique qui a lieu entre lesé@uoles d’actine et de myosine engendrant une force

contractile dont I'énergie est issue de I'’hydrolgse’ ATP.

Les tétes de myosine possedent un site de fixgtimmr I'ATP. En présence d’ATP,
l'interaction actine/myosine s’accompagne d’une rblygse de 'ATP en ADP ainsi que d'une
libération de phosphate inorganique (Pi) (figure §Di apporte I'énergie nécessaire au mouvement
des tétes globulaires de myosine vers le centreadtomeére. A ce stade de la contraction, I'actine
est fortement liee aux tétes de myosine, la diatoc de 'ADP et du Pi puis l'arrivée d’'une
nouvelle molécule d’ATP sur la myosine entrainerntdétachement des tétes de myosine du
filament d’actine et donc le démarrage d’'un nouvegale (figure 5E et 5B). Notons qu’en
'absence d’ATP, les molécules d’actine et de myesiesteraient fixées I'une a l'autre et la
relaxation musculaire serait bloquée. Citons laeyample qui permettra aux amateurs de séries
policieres dont je fais partie de briller devantapisode des « Experts » : ce blocage de la réaxat
est en partie responsable du phénoméne de rigodigervé sur un cadavre (appelé rigidité

cadavérique).
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Figure 5: Mécanisme moléculaire de la
contraction musculaire

Tirée de (Rigoard et al., 2009b)
D La contraction est basée sur un
- - ' coulissement des filaments fins et épais
suite aux interactions cycliques entre
filaments d’actine et tétes de myosine.
L’énergie nécessaire a la production de ce
mouvement est issue de [lactivité
ATPasique portée par les tétes de myosine.
[A] & [D] : Etapes du cycle attachement-
détachement de la myosine sur l'actine
permettant la contraction.

La diminution de la concentration en Caytosolique et I'arrét de I'hydrolyse d’ATP
permettent la relaxation musculaire. Sous ces sffembinés, les ions €ase détachent de la
troponine, entrainant un mouvement de la troponmgogui rend les sites de fixation de la myosine
sur l'actine a nouveau inaccessibles. Les filameldstine et de myosine glissent alors en sens
inverse par un phénomeéne passif. Les sarcomérepurats pendant la phase de contraction
retrouvent leur taille initiale. L’abaissement etrhaintien de la concentration en*Caytosolique a
son niveau basique se faih une ATPase calcique située dans la membrane d(SERCA, pour

Sarco-Endoplasmique Reticulum Calcium ATPase) (@aiagraphe 1.4.2.1).

Dans une fibre musculaire, c’est donc au sein doosasere que la force contractile est
produite par les chevauchements et les glisseméess filaments fins et épais, permettant
I'allongement ou le raccourcissement des musclespi@cessus est contrblé principalement par le
calcium et nécessite I'hydrolyse de molécules d’Add les tétes de myosine. L'’ensemble du
processus fait donc intervenir la transduction dsigmal électrique en un signal chimique lui-méme

traduit en énergie mécanique.
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1.3 Organisation et role du systeme membranaire de la fibre
musculaire squelettique

Pour que la contraction des fibres muscul soit efficace, il est nécessaire que tous
sarcomeres d’'une méme myofibrille puissent étrizé@side maniére synchronisée. Une organis:
tout a fait spécifigue des systemes membranaireseau de la fibre musculaire permet ci
synchronisation. e myofibrille contient deux systemes distincts membranes impligis dans
I'activation de la contraction de mus (figure 6) : (1) le sarcolemmenveloppe chague myofibri
et s'invagine pour formede systéme tubulaire transverse (tubule pénétrant dans la fibre. (2) |
regard de ces tubules T, déticulum sarcoplasmique fori des citernes terminales qui constitu
les lieux de stockage dialciumnécessaire a la contraction musculdi@estructure correspondan

la juxtaposition des tubulesék des citernes terminales est appelée triade.

Reticulum sarcoplasmique

Myofibrilles

Sarcolemme

Citernes
terminales

Tubules _ 3
ransverses \
TRIADE

Figure 6: Les systétmes membranaires de la fibre musculaisguelettique

1.3.1 Le sarcolemme

1.3.1.1 Lesubules transverses ou systéme tubulaire transvel

Le sarcolemme délimite la fibre et interagit avacnatrice extracellulaire. Il présente
réseau complexe et régulier d’invaginations de @rdéur variable qui augmente la surf
membranaire. Ces invaginations sont présente®ste la surface de fibre musculaire et formel

ce que I'on appelle les tubultransverses (tubules T) (figure 6 et 9).
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Le systeme tubulaire transvemsprésente un réseau membranaire pénétrant emgeafo
dans la fibre musculaire et entourant les myofisil(figure 6 et 9). Chez les mammiféres, les
tubules T sont positionnés au niveau des jonctame les bandes A et | de chaque sarcomere. On
distingue deux formes différentes de tubules T) 1€4 tubules T jonctionnels qui sont droits, plats
et allongés. lls sont perpendiculaires a I'axealéildre et se juxtaposent a la membrane du RS au
niveau des triades. (2) les tubules T non joncedsiplus étroits, suivent une trajectoire non
rectiligne et relient les tubules jonctionnels entux (pour revue voir Peachey et Franzini-
Armstrong, 1983). Les tubules T fournissent un @eommunication important entre I'extérieur de
la fibre et les myofibrilles qui la composent. dsrvent principalement a acheminer rapidement le
potentiel d’action a l'intérieur de la fibore muszivé afin de provoquer la contraction simultanée de

tous les sarcomeres.

1.3.1.2 Les cavéoles et la cavéoline 3 dans les aes squelettiques

1.3.1.2.1 Structure et rble

Les cavéoles sont des invaginations de la membpéasmique moins profondes que le
systeme tubulaire transverse (50 a 100 nm de pdefolh que I'on trouve dans la plupart des types
cellulaires. Elles sont, cependant, détectées & gland nombre dans les adipocytes, les cellules
endothéliales et les myocytes. Les cavéolines (Gawit les principales protéines marqueurs
associées aux caveoles (Rothberg et al., 1992yeQexir réle structural dans la biogenése des
cavéoles, il a été montré que les cavéolines [jzetit a de nombreux processus cellulaires comme
le transport vésiculaire, 'homéostasie du cholestéet la transduction des signaux (Razani,
Woodman & Lisanti, 2002). La famille des cavéolidesmammiféres est codée par 3 génes formant
les différents isoformes, Cav-1, Cav-2 et Cav-3 Cav-1 et 2 sont exprimées principalement dans
les cellules endothéliales, les fibroblastes, &hiles musculaires lisses et les pneumocytes ke ty
I. Elles sont co-exprimées et forment des oligomefegure 7). La Cav-3 est plus spécifique,
puisqu’on la retrouve spécifiquement dans les sisausculaires squelettiques, cardiaque, ainsi que

dans les muscles lisses.
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Plasma Membrane . . , L .
Figure 7: Formation des cavéoles et cavéoline
u Caveolae

D’aprées (Gazzerro et al., 2009

endoplasmique (dans la figure, ER) et est ensuite

transportée vers l'appareil de Golgi sous forme
\ d’'oligoméres. L&, les oligoméres s’associent aux

glycosphingolipides et aux domaines enrichis en
cholestérol des rafts lipidiques. lls forment alors
des transporteurs cavéolaires ou vésicules de
transfert post golgiennes (caveolar carrier) quitvo
fusionner avec la membrane plasmique et former
les cavéoles. Au niveau de la membrane

plasmique, les interactions entre les oligomeéres de

Caveolin oligomer / cavéolines et le cholestérol déforment la
membrane, pour la courber et lui donner une forme
d'oméga renversé () caractéristique des
invaginations cavéolaires.

'\ )
La cavéoline est synthétisée dans le réticulum
O Caveolar carrier

ER

La Cav-3 est une protéine de 151 acides aminéswaveoids moléculaire de 22 kDa. Les
études structurales principalement menées surfdiise Cav-1 ont permis de déterminer une
structure type pour les cavéolines (figure 8). Mespen raison du haut degré de similitude entre
Cav-1 et Cav-3 (85 %), les propriétés structuralesCav-1 sont aussi attribuées a Cav-3. Les
extremités N- et C-terminales de la protéine sorbptasmiques et contiennent les domaines
responsables de I'attachement membranaire de taipeo(Figure 8B en vert et bleu) (Schlegel &
Lisanti, 2000). La région C-terminale posseéde 3ssitle palmitoylation qui stabilisent ce
positionnement. La Cav-3 est capable de former aeaplexes oligomériques de haut poids
moléculaire (350 a 400 kDa) grace a un domainegii@risation situé sur la partie N-terminale. Ce
dernier contient notamment le domaine scaffoldieglal protéine. Les domaines scaffolding (de
I'anglais « scaffold » qui désigne un échafaudggginettent aux protéines d’organiser des réseaux
plus ou moins complexes de molécules en interaxbrle réguler leur activité. Les protéines dites
de scaffolding sont présentes dans de nombreuses d® signalisation et joue un role clef dans la

régulation de la transduction du signal et la lisegilon des composants impliqués.
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Figure 8: Structure primaire et topologie de la cagoline

D’aprés (Williams & Lisanti, 2004)

(a) Prédiction de la topologie membranaire de la clavéo() Différents domaines structuraux et fonctionnelsade
cavéoline.

La cavéoline est capable de former des oligoméPesr des raisons de simplicité seules, deux moresnée
cavéolines formant un dimére sont représentés gnnfais entre 14 et 16 monomeéres de cavéolinesepeuv
s’associer entre eux pour former un homo (ou hg@igomére de cavéoline suivant leur composition e
cavéolines. Les domaines N- et C- terminaux som@nt#s vers la face cytosolique de la membrane awnec
structure en téte d’épingle insérée uniqguement afauillet interne de la bicouche lipidique (euge). Noter que
le domaine d'attachement N-terminal (en bleu) estsale domaine scaffolding de la protéine (CSDyeoln
scaffolding domain).

1.3.1.2.2 Les cavéolinopathies

Les myopathies associées a des mutations de |18 Gamt appelées cavéolinopathies. Elles
résultent souvent en une perturbation de I'expoesde la Cav-3 (absence ou surexpression). Parmi
celles-ci, une des premieres pathologies caraét&wigst une forme autosomale dominante de
LGMD (aussi appelée myopathie des ceintures), IMDGLC (Limb Girdle Muscular Dystrophy de
type 1C). La LGMD-1C est due a des mutations oud#iétion dans le gene Cav-3 qui provoque
une déficience en Cav-3 (Minetti et al., 2002). LUeGMDs sont un groupe de maladies

neuromusculaires caractérisées par une détérinrgifogressive des muscles engendrant un
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affaiblissement qui affectent essentiellement lassates volontaires situés autour de la région

scapulaire (épaules) et pelvienne (hanches).

1.3.1.2.3 Tubules T et Cav-3

Plusieurs résultats suggéerent que I'assemblageal&oles est important pour la biogenéese
des tubules T. Il a été montré que la Cav-3 s’asstansitoirement avec les tubules T en
développement (Parton et al., 1997). De plus, udéleode souris dont le gene codant la Cav-3 est
invalidé présente des tubules T déformés et dilatésne absence de cavéoles dans leurs fibres
musculaires (Galbiati et al., 2001). L'associatdmla Cav-3 et des tubules T a aussi été montrée
dans les fibres musculaires différenciées, maigseltat est controversé (Ralston & Ploug, 1999).
De plus, du point de vue ultrastructural, on retmgouvent dans les fibres musculaires plusieurs
cavéoles (1 a 4) regroupées au niveau de l'ouverdes tubules T sur la membrane plasmique
(Razani et al., 2002). L’apparition de transcritsmaires de Cav-3 dans les somites en
développement et le coeur dés 1€™Qour de gestation chez la souris (Biederer et 2000)
suggerent aussi un lien développemental entre @abtlil et Cav-3. Enfin, on a pu noter un
développement anormal des tubules T chez les patiteints de LGMD-1C (Galbiati et al., 2000).

Ainsi, I'hypothése d’une origine cavéolaire desuieis T s’est renforcée. Cette derniére n’est
pas récente puisque des 1968, Ishikawa proposaitegsystéme tubulaire transverse dérivait d’'une
fusion des cavéoles (Ishikawa, 1968). Sur cette,bas modéle de biogenése coordonnée a été
proposé (Yuan, Arnold & Jorgensen, 1991). En effetyr Yuan et ses collaborateurs, lors de la
formation des tubules T, les vésicules de trangfest golgiennes (figure 7) contiennent déja des
éléments triadiques et notamment les récepteursiayaropyridines (DHPR) responsables du CEC
(voir chapitre 3). En fusionnant de maniere répatiavec la membrane plasmique, ces vésicules
formeraient des invaginations membranaires en fadmex collier de perles » et permettraient la
mise en place des protéines dans les tubules Tn,Hafcolocalisation dans la fibre adulte de la
Cav-3, du DHPR et de la dysferline suggére quetd ge DHPRs des tubules T est maintenu grace

a l'incorporation de vésicules contenant ces 3 elém(Ampong et al., 2005).

1.3.2 Le réticulum sarcoplasmique

Le réticulum sarcoplasmique (RS) est un compartinrégracellulaire occupant entre 1,5 et
10 % du volume cellulaire suivant I'espéce aninelée type de fibre. Dans la fibre musculaire, il
est principalement dédié au stockage, a la lik@magt a la recapture du calcium (Peachey, 1965;

Volpe & Simon, 1991). Le RS est un réticulum lisseitement spécialisé, formant un vaste réseau
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membranaire interne entourant chaque myofibrillet@® & Palade, 1957) (figure 9). Encadrant les
tubules T, le réseau formé par le RS s’arréte a&aani des jonctions entre les bandes A et | de
chaque sarcomere (figure 4). Il peut étre divisé @eux régions structurellement et
fonctionnellement distinctes : les citernes terd@gsaqui sont légérement dilatées et font face aux
tubules T et un réseau de tubules longitudinauwR@elongitudinal) reliant les citernes terminales
entre-elles. Au sein des citernes terminales, stingjue deux régions: la face jonctionnelle (située
face a un tubule T) et la face non jonctionnellegi€llo et al., 1986; Saito et al., 1984). Lesrois
terminales sont impliquées plus particulierementsdéa libération du calcium nécessaire a la
contraction, alors que le réticulum longitudinattedes protéines participants a sa recapture.

Ouverture des tubules T aux
fluides extracellulaire ~| Sarcolemme\

Citernes e
i i Myofibrilles
Tubules transverses ferminales RS Longitudinale

Figure 9 : Vue détaillée du réticulum sarcoplasmiqe et des tubules T de la fibre musculaire squeledtiie

Le sarcolemmentourant la cellule musculaire, présente de fimegginations tubulaires (les tubules transverses o
tubules T) qui sont réparties régulierement le Idada fibre et y pénétrent profondément. Le R&fdes citernes
terminales accolées aux tubules T. Le réseau toégiar le réticulum sarcoplasmique parcourt lafibyile dans

le sens de la longueur et forme au contact du éubuldes structures appelées citernes terminaktsetsemble
(tubules T + 2 citernes terminales) joue un rélpanant dans le déclenchement de la contractiorcafaise. Il est
appelé « triade » en raison de sa composition gqualit trois structures membranaires (voir figurg 10

1.3.3 La triade

La triade ou jonction triadique est la structurenfée d'un tubule T et de deux citernes
terminales de RS a linterface entre les bandes Ades sarcomeres chez 'Homme (Porter &
Palade, 1957) (figure 9 et 10). La triade constitue unité fonctionnelle, véritable « synapse
intracellulaire » qui caractérise la fibre musadasquelettique et participe a la modulation de
I'activité contractile. En effet, elle est le sif&une étape clef du déclenchement de la contraction

musculaire : le couplage entre la dépolarisatiosateolemme et le relachement du calcium hors du
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RS (FranziniArmstrong & Jorgensen, 19¢ Cette étapeest appelé « couplage excitation-
contraction » (CEC)Au sein de la triade, 'agencement spécifique dedime: localisées dans la
membrane des tubules T et de protéines localisées kb membrane du RS est a la base 1
réalisation d’un couplage excitat-contraction efficace. Ces protéines forment un dergdit de

« mobilisation calcique et seront décris précisément dans le chapitre 2.

Figure 10 : Coupe longitudinale de deux triades d
muscle de poisson obseres par microscopie
électronique.

Adaptée dé€Serysheva, Chiu & Ludtke, 20(

RS, réticulum sarcoplasmiq ; TT, Tubule transverse.
La membrane du tubule T est bordée par les memb
de la face jonctionnelle des citernes terminaleR&u
Les structures plus denses que I'on observe aauniste
l'espace entre le TT et les RS correspondent
protéines du complexde mobilisation calciqu

1.4 Principaux éléments de régulation de ’'homéostasie calcique

“Almost everything we do is controlled by calciun(Berridge, Bootman & Lipp, 199

Faisons un peu d'histoire...

Vers la fin du 17eme siécle, Sidney Ringer fut tengier a découvrir 'importance ¢
calcium pour la transduction du signal. Il monttamment que le ¢* était important pour la
contraction cardiaqu@Ringer, 188< et la contraction du muscle squeletti(Ringer, 1886; Ringer
& Buxton, 1887) Durant la méme période, Locke et Oon montrérent que le ¢*jouait un réle
crucial dans la transmission du signal entre lafsrat les muscles. Etonnamment, les cinqu
années qui suivirent ces découvein'apporterent pas d’avancée majeure le domaine de la
signalisation calciqueJusqu’au début des années 1forsquelLewis Victor Heilbrunn développ
I'idée que le C& agissait comme un messager intracellulaire uniVerserolant presque toutes |
réactions cellulaires. Il fut aussi le premier &elépper le concept d’'un achement de calcium
intracellulaire & partir d’'un stock spécifique duéppela -cortex rigide» (Heilbrunn, 1943);
(Berridge, Lipp & Bootman, 200. A I'époque, les théses d’ Heilbrunn passaient gowentrique:
aux yeux de ses pairs, et I'importance du calciwuargda contraction, pourtant démontrée
Ringer,n’était pas universellement reconnue. Le tournankieu dans les années 1960, grace

travaux menés principalement par Setsuro Ebashi@muiontrérent que la relaxation musculaire
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due & un repompage du“Calans le R via une ATPase. En 1968, Ebagt Endo exposérent

théorie de la contraction musculaire telle que Haw®nnaissons aujourd’h(Ebashi, 1968).

Le calcium esun messager secondaire ubiquitaians lemonde vivan Chez la plupart des
organismes eucaryotes, la variation de sa condmmiraytoplasmique est un signal intracellule
qui régule un grand nombre de processus cellulaj®lifératon cellulaire, exocytos:
transcription, apoptose, et€gour revue voi(Berridge, Bootman & Roderick, 2003; fridge et al.,
2000)). Par cela, la concentration cytoplasmique dé* doit étre trés finement ajustée a cha
instant et en chaque domaine de ellule. On parle de maintien de I'’homéostasie qalei Er
réalité, la premiére contrainte pour la cellule dstmaintenir une trés faible concentration d?*
cytoplasmique. La deuxieme contrainte est de pouwdiuire des augmentations controlées
l'espace et le tempsle cette concentration cytoplasmique de**. Toute augmentation nc
contrdlée de la concentration cytoplasmique d** est, defait, nocive pour la celluleLe niveau de
c&" libre dans le cytoplasme résulte d’'un équilibreemne: réactions dites ON » qui contrélent
I'élévation de la concentration cytosolique er?*, et des réactions diteSQFF » qui permettent un
retour de cette concentration au niveau b(figure 11). Le maintien de I'homéostasie calcique
doncintervenir un grand nombre de protéines, il repmsecipalement st: a) des flux de C¢* &
travers la membrane plasmique via des canaux iaiepes b) la capacité de fixation di** libre

par des protéinesytoplasmique ou du RS et c) des flux de €a travers la membrane du F
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Figure 11 : Principaux systemes de régulation di
I’lhoméostasie calcique de la cellule musculait

Adaptée dé€Berridge et al., 200:

Pendant les réactions QN », la concentration
cytosolique en G libre augmente grace notamm
a l'action des RyRs, des récepteurs a l'lP3,
SOCs, et des DHPRBendant les réaction: OFF »,
la concentration en &acytosolique diminu¢ Au
sein du cytosol et du lumene C#* peut se fixer sur
des «alcium bindings protéii» (CBPs)
(calséquestrine calmoduline). Dans la cellule
musculaire, le CA est principalement repompé v
la lumiére du RS paes pompes SERCAs, mais
peut étre rejeté versektérieur de la cellule vi
divers échangeurs et pompil’échangeur N§C&*
(NCX), la pompe C#-ATPase de la membra
plasmique (PMCA). La mitochondrie joue aussi
rble pendant les processus de diminution d
concentration calcique via un uniport calcigLes
flux de C&" pendant les réaction: ON » et « OFF »
se compensent pour que la cel au repos ait
toujours la méme concentration basale e*".
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1.4.1 Systemes de régulation « ON »

La membrane plasmique, comme toutes les membraokgjiques, est imperméable au
Cd* et sépare un compartiment riche en®’Cde milieu extracellulaire (1 & 2 mM) d'un
compartiment pauvre en €ale cytoplasme (100 nM au repos). Il en résulte gradient
électrochimique entre I'extérieur et I'intérieur idecellule largement en faveur d’une entrée dti Ca
dans la cellule. De ce fait, I'entrée de’Cdans la cellule ne nécessite pas de transport etcgift
assurée par la diffusion passive du*Ceéia des protéines canaux localisées dans la membra
plasmique. Dans la cellule musculaire la princip@aille de canaux calciques présents dans la
membrane plasmique est la famille des canaux ditsltage dépendants » car activés par une
variation du potentiel membranaire. Une autre feardle canaux a plus récemment été identifiée
dans la cellule musculaire squelettique, la fandibs TRP (Transient Receptor Potential) eux aussi
potentiellement responsables d'une entrée d& @ans la cellule. Le role et I'importance
physiologique de I'entrée de €adans la cellule musculaire squelettique via cescdamilles de

canaux restent encore a étre définis de fagcong@éci

Comme la membrane plasmique, la membrane du RSmgsrméable au Gh et la
concentration en Gadu RS est comme celle du milieu extracellulaireré&®ement élevé par
rapport & la concentration cytoplasmique. La satéeC4" du RS est donc elle aussi assurée par
I'ouverture de canaux calciques. Dans la cellulesculaire, le principal canal responsable de la
sortie de C& du RS est un canal calcique de la famille des técep de la ryanodine. La présence
d’'une autre famille de canaux calciques, cellerdespteurs de I'lP3, a également été décrite, mais

leur réle exact reste également a définir.

1.4.1.1 Les canaux calciums dépendants du voltadeGVDs)

Les canaux calciqgues dépendants du voltage (CC\MD} actives en réponse a une
dépolarisation membranaire et régulent de nombpeogessus cellulaires comme la contraction, la
sécrétion, la neurotransmission et I'expressioniquen selon le type cellulaire (Catterall et al.,
2005). De fagon étonnante, on retrouve ces canamseulement dans les cellules excitables, mais
également dans les cellules non excitables (exlules spermatogéniques). Ces canaux servent de
transducteur du signal électrique, capté a la serfle la membrane, en événements physiologiques.
Ces derniers sont initiés par des changements denigentration locale en €aa l'intérieur de la
cellule. L'activation des CCVDs est fonction du eumtiel membranaire et leur sensibilité au

potentiel varie d'une famille de canaux a une autres CCVDs se présentent sous 3 états
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conformationnels différents suivant I'état éleategde la membrane : un état fermé (aux potentiels
inférieurs au seuil d’activation), un état ouvedtaf activé transitoire) et un état inactivé (&t
conducteur induit par des dépolarisations soutgnless d’'une dépolarisation de la membrane
plasmique supérieure au seuil d’activation, ceswars’ouvrent et le Gadiffuse dans la cellule de
maniére passive suivant le gradient électrochimidgee CCVDs sont des protéines membranaires
complexes composées de 4 sous-unités codées paultples géenes (voir tableau 1) (Catterall,
2000). Trois sous-unités membranairglsqui forme la partie canai2s ety ainsi qu’'une sous-unité

B entierement cytoplasmique (voir chapitre 2, stiteetiu DHPR).

On distingue 2 catégories de CCVD : ceux qui svacti pour de faibles dépolarisations,
aussi appelés canaux bas seuil ou LVA (pour Lowtadgal Activated) et ceux qui s’activent a des
dépolarisations plus élevées, les canaux haut seuVA (pour high Voltage Activated). Au sein
de ces catégories, plusieurs types de canaux gakignt été décrits. lls ont d’abord été classés
suivant des critéres électrophysiologiques (cinétsqd’activation, d’inactivation, conductance) et
pharmacologiques (sensibilité aux agents pharmgiples) mais cette classification a évolué en
fonction de criteres de biologie moléculaire desdais-unité canabl, responsable de I'expression
du courant calcique (Ertel et al., 2000). Parmiclmsaux LVA, on trouve donc les canaux de type T
ou canaux T (pour «transient»). La famille desaasux HVA comprend elle 4 types de canaux, L,
N, P/Q et R (Catterall et al., 2005). La divergité&armacologique et biophysique des CCVDs vient
principalement de l'existence de différentes sownites al (Hofmann, Biel & Flockerzi, 1994).
Ainsi, chez les mammiferes, 10 CCVDs ont été carea#s sur la base de ces critéres et classés en 3
sous familles en fonction du gene codant les difftsr isoformes de la sous-uniid qui est
commun a tous les CCVDs (Ca.x et Ca 2.x pour les canaux HVA, et £&.x pour les canaux
LVA) (Lory & Nargeot, 2004)). La classification dms types de canaux ainsi que leur expression

tissulaire sont résumées dans le tableau suivant.
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Seuil Nom du | Type de | Nom du géne Variants Localisations Implication dans des
d’activation canal | courant d’épissage tissulaires pathologies
principales
Muscle squelettique| Hypertension, angine de poitrine
(tubules transverses) arythmie cardiaque, Hypertherm
Cal.l L CACNAI1S maligne, paralysie périodique
hypokaliémique
Ce,l.2¢ Ceeu
Cal.2b Muscle lisse
Cerveau (corps
cellulaires et
Cal.2 L CACNALC dendrites des
Cal.2c neurones), cceur,
' glande pituitaire,
glande surrénale
Haut
(HVA) Cerveau, pancréas,
Cal3 L CACNA1D rein, ovaire, cochlég
Cal.4a L CACNALF Rétine
Ca2.1a Cerveau, cochlee, | Migraine hémiplégique familiale,
Cazl PIQ CACNAIA Ca2.1b glande pituitaire Epilepsie
Cg2.2¢ Cerveau, systeme | Douleur
Ca2.2 N CACNA1B Caz.2b nerveux
Cerveau, cochlée, | Diabétes
Caz2.3a glande pituitaire,
Ca2.3 R CACNALE rétine, coeur
Rétine, cerveau,
Ca2.3b cochlée,
Cerveau, systeme | Arythmie cardiaque, épilepsie,
Ca3.1 T CACNA1G Cg.1a nerveux fertilité
Bas (LVA) Cerveau, rein, caeur
Ca3.2 T CACNA1H Ca3.2a foie
Cg3.3 T CACNALI Ce,3.3¢ Cerveal

Tableau | : Nomenclature des canaux calciums dépeadts du voltage.

D’apres (Ertel et al., 2000) et Sigma-RBI HandbobReceptor Classification and Signal Transduction.

Dans cette nomenclature, le nom du canal se décmergiasi : I'ion perméant (ici le calcium, Ca) swdu régulateur
physiologique principal indiqué en indice (ici leoltage, v) puis deux numéros d'identification cependant
respectivement a la famille du gene de la souufidu canal (de 1 a 3) et a I'ordre de découverteette sous-unité.

1.4.1.1.1 Les CCVDs du muscle squelettique : Canade type L et T

D

Le muscle squelettigue de mammiféere présente dgestde courants calciques associés a

deux types de CCVDs : les courants de type L ek @mutype T. Les courants L (pour « Long

Lasting ») sont appelés ainsi car ils se caraetéripar une cinétique d’activation et d’inactivatio

tres lente. De ce fait, ces courants perdurentntu@ute la durée d'un potentiel d’action. Les

courants L furent décrits pour la premiéere fois dé muscle. lls sont sensibles notamment aux
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molécules de la famille des dihydropyridines (DHfR) sont soit des agonistes (BayK) soit des
antagonistes (nifédipine) des canaux L.

Les courants T présentent eux des cinétiqgues daittn et d’inactivation rapides (pour
revue sur les canaux T, voir(Perez-Reyes, 2003)éatrent de ce fait des courants calciques
transitoires. De plus, ces canaux sont expriméagin transitoire au cours du développement de la
fibre musculaire squelettique. En effet, TARNm aodl la sous-unitél de ce canal est détectable a
partir de E14 mais n’est plus exprimé deux semaapess la naissance (Berthier et al., 2002). Des
études sur des fibres musculaires de rats ont sngoe les courants T diminuent progressivement a
partir de la naissance et disparaissaient comp&teau bout de trois semaines (Beam & Knudson,

1988). Ces résultats suggerent une implicatiorcdeaux de type T dans le développement.

1.4.1.2 Les canaux TRP et I'entrée capacitive delcaim

Les canaux TRP (Transient Receptor Potential) @¢aest une superfamille composée de
plus de 50 canaux perméables aux cations et expmdiveau de la membrane plasmique dans la
plupart des types cellulaires des mammiféres. V&étde ces canaux est régulée par différents
mécanismes dont la plupart sont encore discutésmBme, leurs fonctions physiologiques sont
encore régulierement débattues dans la littératimeplupart des canaux TRP sont perméables au
Ccd*, et notamment ceux de la sous-famille des TRP@o@ Canonique car ils ont été découverts
en premier). Plusieurs études ont montré que cddCTsont exprimés dans le muscle squelettique
de mammifere (Kruger et al., 2008; Santillan et2004; Vandebrouck et al., 2002).

Il existe une voie d’entrée du calcium externevagipar la déplétion des stocks internes en
Ccd’. Cette entrée de €aparticipe principalement & la reconstitution déserves du RS. Ce
mécanisme est appelé « Entrée Capacitive de Calei(lBCC) et est assurée par une catégorie de
canaux spécifiques, les SOCs pour « Store-Opef@tadnels ». L’existence de cette voie dans les
cellules musculaires squelettiques est connue de€ff180, elle a été décrite pour la premiére fois
dans des études sur la dystrophie musculaire daedbue (Fong et al., 1990) puis plus récemment
dans des fibres musculaires adultes de souris fayeshi & Ogawa, 2001). Au sein des fibres
musculaires squelettiques, lors d’une activité soue, une entrée de Cast nécessaire au maintien
de la production de force (Zanou et al., 2010)sielurs travaux permettent de penser que les SOCs
des fibres musculaires sont activés pendant laraciin (Baylor, Chandler & Marshall, 1983;
Ducret et al., 2006; Gissel & Clausen, 1999). été& suggéré que l'activité de 'ensemble des TRPC
pouvait étre augmentée en réponse a une déplétsn stbcks calciques intracellulaires et
notamment celle de TRPC1 qui fait 'objet de noroles études (Vazquez et al., 2004). Cependant,
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ce role des TRPCs ne fait pas encore I'unanimitgéeiude la communauté scientifique et les études
en électrophysiologie indiquent une forte divergiténotypique des canaux responsables de 'ECC
(Salido, Sage & Rosado, 2009). Les récents tradauXanou et al, (2010) montrent que les canaux
TRPC1 modulent I'entrée de €gendant des contractions répétées et aident lelenasnaintenir

la production de force durant une stimulation souge Néanmoins, ils démontrent que I'activité des

canaux TRPC1 des fibres musculaires de souris p&stégulée par les stocks calciques (Zanou et
al., 2010).

1.4.1.3 Le Récepteur de la ryanodine (RyR)

Je ferai une description détaillée du RyR dansiépitre 2 consacré au CEC.

1.4.1.4 Les Récepteurs de I'lP3 (IP3RS)

Les récepteurs a l'inositol 1,4,5-triphosphate RP3ont des canaux calciques présents
majoritairement dans la membrane du RS des fibrecutaires. Ils présentent une forte homologie
structurale avec les RyRs, mais des propriétéshigggues et pharmacologiques différentes
(Grunwald & Meissner, 1995). Au niveau de la membrglasmique, un récepteur couplé a la
phospholipase C (PLC) hydrolyse un phospholipidembranaire, le phosphatidyl-inositol-di-
phosphate (PIP2) pour former un messager intrdagtu’inositol 1,4,5-triphosphate (I'lP3). L'IP3
ainsi produit, diffuse dans le cytosol et stimerélachement de €aa partir du RS via les IP3R.
Trois isoformes IP3R |, Il, et Il exprimées dans muscle squelettigue ont été identifiées
correspondant au produit de trois génes distimsImedt et al., 1997).

L’activité de I'lP3R est régulée par divers agephiysiologiques et pharmacologiques parmi
lesquels le C4 lui-méme qui joue un role particulier. En effet, C&* régule les IP3Rs de facon
isoforme dépendante. Augmente la probabilité d’ouverture de I'lP3R yeet| en présence d’IP3.
Ceci suggere que I'lP3RI pourrait étre spécifiquemactivé lors de l'augmentation de la
concentration de G& cytoplasmique et pourrait étre partiellement respbfe du phénoméne
d’amplification du relachement de €anduit par le C& appelé CICR (Cd induced C4' release).
Dans le muscle squelettique, le rble physiologigige cette libération de calcium n’est pas
clairement établi et ne semble pas étre directenmaptiqué dans le processus du couplage

excitation-contraction (Pape et al., 1988).

1.4.2 Systemes de régulation « OFF »

Pour que les signaux calciques puissent étre it correctement par les cellules et notamment
par la cellule musculaire lors de la contracti@s, téactions « ON » résultant en 'augmentation de
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la concentration cytoplasmique de “Cdoivent étre contrebalancées par des réactions koOF
permettant le retour & la concentration cytoplasmide C4' dite « de repos ». Ces derniéres font
intervenir diverses pompes et échangeurs qui peentele transport du Gadu cytosol vers le
milieu extracellulaire ou vers la lumiére du RS snégalement des protéines qui fixent 1€ @a

font baisser sa concentration locale. Ces différéléments ont des localisations et des mécanismes
d’actions différents. lls ont aussi des seuils thées différents, ce qui permet une régulatiamefi

en fonction de la concentration en*CaDans la fibre musculaire, I'essentiel de cetguldtion

« OFF » est réalisée au niveau du RS par les poSipREA.

1.4.2.1 Recapture du C& par le RS : les pompes calciques — SERCA-

Comme je l'ai déja évoqué dans un paragraphe peétéd cycle contraction/relaxation
nécessite un recapture rapide dd’@atoplasmique par le RS. Contrairement & sa ltfwracette
recapture du G4 se fait & I'encontre du nouveau gradient d&" €gbli par la sortie de &shors du
RS et requiere donc un processus actif consommdt&oergie. L’énergie utilisée pour ce transport
provient de I'hydrolyse d’ATP. Ce transport estlig par une pompe calcique ATPasique
membranaire appelée SERCA (pour Sarco-Endoplaseiictfum C&'-ATPase) localisée dans la
membrane du RS. Cette protéine de masse molair&ld @résente une structure asymétrique en 3
domaines : (1) un grand domaine cytoplasmique ocamiele site de catalyse ATPasique, (2) un
domaine transmembranaire avec 10 hélices et eB)finn domaine situé au niveau de la lumiére du
RS. Ces protéines sont localisées essentiellemams t¢ RS longitudinal entre les jonctions
triadiques, ce qui lui confére sa spécialisationsde repompage du €acytosolique. Trois génes
distincts codent les SERCA. Des épissages alté&snairtent a 7, le nombre d’isoformes
actuellement connus. Les isoformes spécifiguemembagoritairement exprimées dans le muscle
squelettique sont les isoformes SERCA 1a et 1lisofdrme SERCA 2a est exprimée a la fois dans

le muscle squelettique et dans le muscle cardiaque.

Le mécanisme de base des pompes SERCA impligyms$aion sur la face cytoplasmique
de la protéine de sites de liaison duf'Q2 sites par molécule de SERCA) et de site dedraide
'ATP-Mg. Le passage de la protéine a un état phogpé entraine des modifications
conformationnelles de la protéine permettant l'osiin du C& & l'intérieur de la pompe. De
nouveaux changements conformationnels induits par déphosphorylation permettent la
translocation du G4, puis sa libération dans la lumiére du RS (MaclaniRice & Green, 1997)
Le transport de Capar les ATPases assure le retour de la concemtragtoplasmique de G54 sa

valeur dite « de repos » et I'établissement d’unveau gradient de concentration dé'@ 1000
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entre la lumiére du RS et le cytoplasme. La cingtige transport du &apar une molécule de
SERCA est 19dfois plus lente que celle de son relachement passiun canal récepteur de la
ryanodine. Ce déséquilibre est compensé dansriarfinsculaire par le nombre beaucoup plus élevé
de molécules d’ATPase que de canaux calciquesrgessar la membrane du RS. Il a été évalué
que le nombre de molécules de SERCA est & peudmalsau nombre d’ions €alibérés pour
générer la contraction d’une fibre musculaire. eur & la concentration de Caytoplasmique

« de repos » associé a la relaxation nécessite goacchaque molécule de SERCA effectue un
cycle complet de transport du Cacouplé & I'hydrolyse d’'une molécule d’ATP (Stokés
Wagenknecht, 2000). Les pompes SERCA présententouteeaffinité pour le C& cytoplasmique

(< 1uM), ce qui signifie qu’elles pourront répondrelé faibles élévations de la concentration et
maintenir le taux basal de €adans la cellule. Différents outils pharmacologisjpermettent de
bloquer les SERCA. Le plus utilisé, et le plus céfle est la thapsigargine. L'utilisation de
thapsigargine empéche I'accumulation dé*@ans le RS et donc une vidange progressive du RS et
une augmentation du €acytoplasmique (Sagara, Wade & Inesi, 1992). Lgshgargine est
particuliérement utilisée pour I'étude des entréles C&" activées par la vidange des stocks

intracellulaires de G4 dont le remplissage dépend d’ATPases de type SERCA

1.4.2.2 Les systémes d’extrusion du Gacytoplasmigue : échangeur N¥Ca®* et
pompes calciques de la membrane plasmique.

Bien que le repompage du Calans le RS représente la principale voie de dirnude la
concentration cytoplasmique de“Caine deuxiéme voie existe qui permet le transpor€d™ du
cytosol vers le milieu extracellulaire. Au niveaw darcolemme des fibres musculaires
squelettiques, différentes études ont montré lsemée d'échangeurs M&&* (NCX, pour
Na'/Ca* eXchanger) et de pompes ‘GaTPase (PMCA) dans la membrane des tubules T
(Mickelson, Beaudry & Louis, 1985; Sacchetto et 2996).

1.4.2.2.1 Les échangeurs NiCa®" (NCX)

L'échangeur N4Ca* permet le transport d'un ion Eadu cytoplasme vers le milieu
extérieur en échange de trois ions” Nentrants (mode « forward »). Ce transport est donc
électrogénique car il crée un flux net de chargesitives. Cet échangeur peut aussi fonctionner
dans le sens inverse suivant les gradients élédmigues du Naet du CA" (mode « reverse »).
Cependant, la stcechiométrie normale de I'échang@épgie le mode « forward ». Il existe trois
genes différents (NCX1, NCX2 et NCX3) dont les senits donnent naissance par épissage
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alternatif a plusieurs isoformes. Les NCX 2 et 3itsexclusivement exprimés dans le muscle
squelettique et les neurones alors que I'NCX1 gstimé de facon ubiquitaire (Lytton, 2007).

Le réle de I'échangeur N&C&" a été largement étudié dans le muscle cardiaqilepetmet
la relaxation musculaire (Philipson, Nicoll & Li923). Il est décrit que le niveau d’expression des
NCX dans la fibre musculaire squelettique est emvitO0 fois inférieur a celui observé dans les
cellules cardiaques (Kofuji et al., 1992). Les d&ms dont nous disposons concernant la cellule
musculaire squelettique sont beaucoup moins pe@seencore sujettes a discussion. De plus,
I'impact des NCX sur 'homéostasie calcique y samibins important. Certains auteurs suggerent
malgré tout une implication des NCX dans l'actiwtintractile (Leoty, 1984; Zavecz, Anderson &
Adams, 1991). L'analyse de I'expression des preteat des ARNm des isoformes NCX1, NCX2 et
NCX3 dans différents types de muscles squelettigieesats adultes démontre des différences
importantes dans I'expression de NCX1 et NCX3. iregsion de chaque isoforme differe selon le
type de fibres et la localisation intracellulaildCX1 étant préférentiellement localisé dans les
tubules T (Fraysse et al., 200Cette régulation différentielle de I'expressionnpetr de spéculer sur
un role éventuel de I'échangeur *’Ge" (notamment NCX1) dans le contrdle de la relaxation
musculaire, en particulier durant une activité nolece intense, lorsque la concentration

cytoplasmique de Gadevient trop élevée (Balnave & Allen, 1998).

1.4.2.2.2 Les pompes GaATPase (PMCA)

La baisse de la concentration de®Cintracellulaire peut étre due également & une
augmentation de I'efflux de &apar stimulation d’ATPases calciques situées dansiémbrane
plasmatique (PMCA). Les PMCAs participent & I'esion du C4" cytosolique vers le milieu
extracellulaire contre son gradient électrochimig@emme pour les SERCAs du RS, ce transport
actif nécessite de I'énergie fournie par 'hydreyd’ATP. Ces ATPases membranaires ont une
masse moléculaire d’environ 130 kDa et sont cogiesune famille de 4 genes (PMCA 1-4).
L'épissage alternatif de ces génes produit de neusks isoformes qui présentent une large
distribution tissulaire (Strehler & Zacharias, 2R0Olles PMCA sont régulées en patrticulier par la
calmoduline pour laquelle elles possedent un siefixhtion. La calmoduline est une protéine
capable de fixer le G§ présente dans toutes les cellules eucaryoteégetant de nombreuses
autres protéines. L'affinité des PMCAs pour le*Cdépend de la présence de cette protéine.

Lorsqu’elles sont complexées & la calmodulinePECAs présentent une forte affinité pour |€Ca
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(Km < 0.5uM) et inversement en I'absence de calmoduline. i2@Bspes sont donc activées par la

calmoduline.

1.4.2.3 Les protéines tampons liant le G4

La présence de &Hibre cytoplasmique en forte concentration est stéfpour la cellule. En
effet, les liaisons entre les groupements phospt@tBATP servent de source d’énergie pour la
cellule. Or, en présence d'une trop forte concéipmtade CA&', ces phosphates participent a la
formation d’'un composé insoluble qui précipite,pleosphate de calcium. En plus des difféerents
systémes permettant la diminution de la concepmate C&' décrits ci-dessus, différentes protéines
capables de lier le &3 les " calcium-binding proteins " (CBPs), partiip au contrdle de
I’'homéostasie calcique. Certaines CBPs sont présetans le cytoplasme ou en plus de leur « effet
tampon » elles sont impliquées dans difféerents ggsuas de régulation de I'activité d’autres
protéines auxquelles elles conférent une dépendaima-vis du C&. C'est le cas de la
calmoduline, impliquée notamment dans le contr@lentetabolisme énergétique en se liant a la
phosphorylase kinase afin d'activer la glycogéralys structure de la calmoduline est similaire a
celle de la troponine C (70% d’homologie) qui intent lors de la contraction.

D’autres CBPs sont localisées dans la lumiere tioutdm comme la calséquestrine (CSQ)
et la calréticuline (Beard, Laver & Dulhunty, 20@Erridge et al., 2000). Dans le lumen du RS des
muscles striés, la fixation des ions®Céibres est essentiellement réalisée par la CSQk[ES
(figure 12), la calréticuline est quant a elle prés dans le réticulum endoplasmique des cellules
non musculaires. La CSQ 1 est I'isoforme squelettie la CSQ. La CSQ lie le €avec une
affinité modérée (kB= 100 uM) mais posseéde une grande capacité dedixde I'ordre de 40 a 50
molécules de G& molécule de CSQ (Franzini-Armstrong, Kenney & fNémo-Marston, 1987).
Sous I'effet de 'augmentation de la concentrat@z’ la CSQ polymérise et forme un réseau quasi
cristallin dans la lumiére du RS. Par le controéela concentration luminale de Cdibre, elle
permet donc une régulation fine des RyRs et desC3fSRdont l'activation dépend de la
concentration en Galuminale. De plus, un couplage fonctionnel dirgetla CSQ et du RyR a été
proposé (Beard et al., 2002). Lorsque le RyR etégde C&" se dissocie de la CSQ puis il est
relaché dans le cytosol. Ce mécanisme met en jesieplrs protéines. En effet, la CSQ interagit
directement et indirectement avec deux protéines\on@naires (la triadine et la junctine) qui se
fixent sur le RyR en formant un complexe quatemaiarfois appelé « machinerie de transduction
du C&" luminale ». (Guo & Campbell, 1995; Jones et #95) (pour revue voir (Beard, Wei &
Dulhunty, 2009b)). La CSQ joue ainsi le role deedétur du C& luminale et communique
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indirectement avec le RyR via ces interactions daddadine et la junctine. Elle permet aussi une
augmentation de la concentration locale ef*Ga niveau de son site de relachement. Dans le
processus du couplage excitation — contractionC$) joue donc un double réle en modulant
I'activité du RyR et en augmentant les capacitéstdekage du Gapar le RS.

Dans une étude récente, une équipe a créé et éaéacie premier modéle murin
n'exprimant pas CSQ1 (Paolini et al., 2007). Casisalites CSQ1-null sont viables et fertiles. La
contraction musculaire y est donc préservée malge2légere atrophie des muscles squelettiques
observée en comparaison avec les souris cont@tdte préservation des capacités contractiles est
possible grace a des changements adaptatifs majanssla structure et la composition protéique
des fibres musculaires. Cependant, les cinétigeesodtraction sont anormales, des changements
significatifs sont observés dans des fibres isotfeesuscle long fléchisseur des orteils. En eféet,
durée nécessaire a I'obtention de la contractioxinmale de la fibre est plus longue, et il en est de
méme pour la relaxation. Ces observations sontlgms avec des résultats d’imageries calciques
qui montrent que la quantité de*Caelachée par le RS est largement réduite. Au nigkaRS les
changements ultrastructuraux incluent une augmentanhassive du nombre de triades, une
diminution du volume des citernes terminales, e¢ angmentation de la densité de RyRs a sa
surface. Le nombre de mitochondries est aussi anigméa CSQ1 est donc essentielle a un
développement normal du RS et joue un role majeunsd’homéostasie calcique de la fibre

musculaire ainsi que dans la régulation du RyR.

Figure 12: Visualisation de calséquestrine dans desiternes
terminales d’'une triade hydratée puis congelée («dzen
hydrated »).

Représentation « surface rendered » d’une triadéds
D’aprés (Wagenknecht et al., 2002)

Les citernes terminales du RS et les tubules teassg sont
représentés en vert et en rouge respectivementsplesres jaunes
dans la lumiere du RS représentent la calsequestainles zones
jaunes continues prés des surfaces jonctionnelld3Sireprésentent
la calsequestrine condensée. Cette derniére esiréstpde la
membrane par une zone moins dense de 5 nm quigitocontenir

les domaines luminaux des RyRs, la triadine, |&tjoe et les autres
protéines associées au complexe. Les structuraeshrrespondent
aux RyRs. Les particules magenta dans le lumen tdbsles

transverses ne sont pas identifiées.
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1.4.3 Conclusion

Il existe donc un grand nombre de pompes et deuzagai régulent finement 'amplitude et
la cinétique des signaux calciques cellulaires.sAin des cellules, tous ces systemes de régulation
de la concentration calcique fonctionnent de maniétégrée et interdépendante. Leur assemblage
et leur exploitation complete dépendent de la tnapson différentielle de multiples génes. Dans ce
contexte il est intéressant de noter que le calodstun puissant activateur de la transcription
génique (Greenberg, Ziff & Greene, 1986), et quéagss genes, régulés par le calcium, codent des
éléments participant a I'homéostasie calcique (pEsnranaux, etc.) (Barbado et al., 2009;
Mellstrom & Naranjo, 2001). Cette capacité du“'Garéguler ses propres voies de signalisations
pourrait expliquer la capacité du systéme a comgrethss changements intervenant dans l'activité
individuelle de certains de ces composants. Pampbes I'effet de la surexpression des PMCA et
des SERCA dans des cellules CHO provoque respeiveune réduction et une augmentation de
la concentration en calcium dans le réticulum masgtraine aucun changement de la concentration
cytoplasmique de calcium, suggérant I'existencendeanismes de compensation et/ou de controles
chargés d’assurer le maintien de I'homéostasieqacdans des limites tolérables par la cellule
(Brini et al., 2000). Comme nous venons de le \aans la cellule musculaire le RS est le principal
organite de stockage du calcium. Nonobstant, ilkderait que lorsque la concentration erf'Gibre
devient trop élevée, les mitochondries intervienmams la diminution de sa concentration (Parekh,
2003) via un uniport calcique dont I'activité augrreesous I'effet du CGa.

Bien que I'ensemble des cellules utilise I€'Gaour leur fonctionnement et la régulation de
nombreux processus, la fibre musculaire est upaggulier. En effet, comme nous I'avons vu, son
fonctionnement requiert des signaux calciques rzassirépétitifs. Les difféerents isoformes des
protéines formant le systéme de régulation de Ibastasie calcique musculaire (canaux, pompes)
lui sont donc souvent spécifiguement dédiés. Dansysteme, le RS joue un réle fondamental,
comme site majeur de stockage dd'@ns la cellule. La régulation calcique via le seSait selon
3 mécanismes principaux : (1) le pompage dd" @ar les SERCAs, (2) le relachement via le
récepteur a la ryanodine et (3) le stockage parrie®ines tampons dans la lumiére du RS.

Notons aussi que plusieurs pathologies musculaoetsassociées a des dysfonctionnements
de la signalisation calcique, notamment dues a rdetations sur les genes codants pour les

différentes protéines décrites dans ce chapitrelldianan, 2000).
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CHAPITRE 2
LE COUPLAGE EXCITATION-CONTRACTION

Pendant longtemps, le terme « couplage excitatiorraction » (CEC) a désigné I'ensemble
des événements aboutissant a la contraction murgcalgartir de I'arrivée d’'un potentiel d’action
sur la fibre musculaire. Avec la mise en évideneedle fondamental du calcium dans ce processus
et de la complexité des mécanismes mis en jeugfmiton du terme CEC est devenue plus
restrictive et il désigne aujourd’hui le procesqa lequel la dépolarisation de la membrane
plasmique entraine le relachement du calcium stalek®s les citernes terminales du RS. Le CEC
correspond donc au passage d'une information efdrex systemes membranaires distincts, la
membrane plasmique et le RS. Comme nous l'avongprégédemment, le CEC repose sur
I'existence de structures particulieres dans lulgemusculaire, les triades, au niveau desquetss
deux systemes membranaires se retrouvent a préxlmit de I'autre. Au niveau des triades, le
CEC fait principalement intervenir deux protéines sont des canaux calciques, le récepteur aux
dihydropyridines (DHPR) et le récepteur a la ryanedRyR). Ces canaux forment un complexe
macromoléculaire de mobilisation du calcium locakal niveau de la triade aussi appelé « unité de
relachement du calcium » ou « complexe de mohilisatalcique » par certains auteurs. La
dépolarisation de la membrane plasmique entraaativation du DHPR qui, & son tour, déclenche
I'activation du RyR et la libération du Easarcoplasmique indépendamment de la concentration
calcium extérieure a la cellule. Pour expliqguepbénomene, il est aujourd’hui largement admis que
des interactions physiques directes et indirectdslieu entre ces deux protéines permettant un
couplage conformationnel entre elles (Dulhunty let 099; el-Hayek et al., 1995; Marty et al.,
1994; Tanabe et al., 1990a). Plusieurs autres ipestésont fonctionnellement et structurellement
impliqguées dans le mécanisme de CEC, notammentldaggulation et I'expression fonctionnelle
du RyR et/ou du DHPR. Cependant, les interactionscigs entre le DHPR et le RyR sont
considérées comme étant a la base de ce processus
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2.1 Les protéines responsables du CEC

2.1.1 Le récepteur des dihydropyridines (DHPR)

Le DHPR appartient a la famille des canaux cal@qdépendants du voltage de type L
préecédemment décrits (tableau I). Le DHPR (ou c&wl.1, du nom de sa sous-unité principale)
est un large complexe protéique transmembranaid88&Da et tient son nhom de sa sensibilité aux
dihydropyridines, une classe de molécules qui pgugge soit antagonistes (ex. : nifédipine) soit
agonistes du récepteur (ex.: Bay K 8644). Les diibyyyridines antagonistes du DHPR sont
notamment utilisées dans le traitement de I'hypsibe artérielle et de I'angine de poitrine. Le
DHPR est localisé sur les tubules T et plus pdiicement au niveau des jonctions triadiques ou |l
fait face aux récepteurs de la ryanodine ancrés Bamembrane du RS. La présence de DHPR dans
les cavéoles a également été décrite (Jorgensen £989).

Comme tous les CCVDs, le DHPR est un hétérotétrmno@nstitué d’'une sous-unité
principale formant le pore sélectif aux ions’Cal (transmembranaire), et de trois sous-unités dites
régulatrices ou auxiliaires, car elles régulendiéssage a la membrane plasmique et les propriétés
canal de la sous-unitél (Flucher et al., 2005): la sous-uni®d qui présente un domaine
transmembranaire et un domaine extracellulairspies-unitéy transmembranaire et la sous-urfité

entierement cytoplasmique. Ces sous-unités sootiges de maniere non covalente. (Figure 13).

NG

Figure 13: Représentation schématique de Ila

Sous-unité Ca, Py . y .
’:N« L e b y Sous-unité structure moléculaire d’'un canal calcique voltage
HN s-s—f‘ iy o _ dépendant.Tiré de (Weiss, 2006)
| Extracellulaire
ey Les CCVDs sont formés d'une sous-unite p_qngmje_
plasmique responsable entre autres de la perméabilité ionique
Intraceliulaire centrée autour de sous-unités auxiliafes,d ety.

COOH

Sous-uniteé 3,

NH,
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La sous-unitéal formant le canal est principalement responsalds charactéristiques
biophysiques et pharmacologiques du DHPR. Quelgues-de ces propriétés sont résumeées dans le
tableau ci-dessous.

Nom du Canal

Cal.l

Description

Canal calcigue sensible au potentiel de membrane

Autres noms

0,5 canal calcique de type L du muscle squelettiggmspteur aux
dihydropyridines du muscle squelettique

Informations moléculaires

Homme : 1873aa, L33798, chr.1q31-qBACNA1S

Rat : 1146aa (séquence partielle), L04684, chCh8nals
Souris : 1861aa, L06234, chr.1, Cacnals

(voir “Commentaires ")

Sous-unités associées

azaa By V

Etudes fonctionnelles

Patch-clamp (cellule entiére, canal unitaire), ierégcalcique,
mouvements de charges, contraction du muscle stjget

Courant lcal

Conductance 13-17 pS (90-110 mM B

Sélectivité ionique cd™ > SF > Mg > B

Activation V,=8-14 mV,T,>50ms a 10 mV (10 mM é‘a
Inactivation Vi = -8 mV, 40% du courant inactif aprés 5 secs @Vs
Activateurs BayK8644, autres agonistes des dihydropyridinek6BP76

Antagonistes des dihydropyridines (e.g., (+)- igpg, IGo=13 nM a -
90 mV et 0.15 nM a -65 mV
Non sélectifs : cadmium (kg= 0.5 mM)

Modulateurs degating

Bloqueurs Sélectifs de CA.x: verapamile, devapamile @&< 1 uM) et autres
phénylalkylamines, (+is-diltiazem (1Gy < 80 uM)
Radioligands (+)-[3H]isradipine K4 = 0.2-0.7 nM) et autres dihydropyridines ; (-)-

[*H]devapamile K4 = 2.5 nM), (+)eis-[*H]diltiazem K4 = 50 nM)
Couplage excitation contraction et homéostasidquadcdans le muscle
squelettique (par mobilisation des stocks calciqugse RyR)

Tubules transverses des muscles squelettiques famos de tétrameres)
Le gene codant la sous-unité,C4 a été isolé et caractérisé pour la
premiere fois chez le lapin (1873aa, M23919, X05921

Fonctions physiologiques

Distribution du canal

Commentaires

Tableau Il : Propriétés moléculaires, biophysiquegt pharmacologiques du DHPR.
Tiré et adapté de (Catterall et al., 2005).

2.1.1.1 RoGles du DHPR

Les DHPRs ont une double fonction, de pore ionigeeméable au calcium et de détecteur
du changement de potentiel de membrane (« voltagsos » ou « détecteur de potentiel »). Ces

deux fonctions sont portées par la sous-uxiite

Rdl nal calci

Sous l'effet d'une dépolarisation membranaire,deat s'ouvre et le Gaentre par diffusion
passive créant un courant de type L (tableau I&.cburant de type L est caractérisé par une

cinétique d’activation et d’'inactivation lente edrgure pendant toute la durée du potentiel d’action
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(PA). Cependant, Armstrong montra dés 1972 quesfé éxtra cellulaire ne jouait de role essentiel
ni dans la propagation du PA ni dans le déclenchéme la contraction de la fibre musculaire
squelettique (Armstrong, Bezanilla & Horowicz, 197Pe rble physiologique de ce courant dans le
muscle squelettique reste encore aujourd’hui drétlaEn revanche I'entrée de €avia le DHPR,
induit par la dépolarisation de la cellule musaelaiardiague, est indispensable au déclenchement

de la contraction cardiaque.

Rdle de détecteur du potentiel

La persistance de la contraction de la cellule mlage squelettique en absence de calcium
extracellulaire a mis en évidence une deuxiemergi@pdu DHPR, celle de détecteur de potentiel
ou « senseur de voltageDes les années 50, le mécanisme possible de idétettde réponse aux
changements de potentiel membranaire a été déonine pouvant étre le résultat d’'un déplacement
de dipbles au sein de la membrane en réponse anodédication du champ électrique de la
membrane. Ces dipdles étant piégés au sein der@drape plasmique et ne diffusant pas, leurs
mouvements donnent naissance a un courant dit rdeugkement de charges » en réponse aux
changements de potentiel membranaire. Ces mouvsrdertharges ont par la suite été identifiés et
décrits comme I'élément clé de la détection duagdtau cours du CEC dans le muscle squelettique
(Schneider & Chandler, 1973). Les mouvements degelseont été beaucoup étudiés depuis et leur

réle fondamental dans le CEC est aujourd’hui larg@nadmis.

Role dans 'entrée de Ca?+ activée par la dépolarisation ?

Plus réecemment, différentes études utilisant destutwes ou des fibres musculaires adultes
ont montré I'existence d’une entrée de*Cdans la cellule musculaire squelettique en répanse
dépolarisations prolongées ou a des trains de fieled’action. Cette entrée de Cadifférente de
celle véhiculée par le DHPR, est appelée ECCE (pBucitation-Coupled C&A Entry)
(Cherednichenko et al., 2004; Cherednichenko et28i08). Cette entrée de Cagrésente une
cinétique beaucoup plus lente que celle résultantadtivation du DHPR et ne se traduit pas par
I'enregistrement de courant calcique entrant assdceé role de I'ECCE dans le maintien du
transitoire calcique en réponse a une dépolarisatiolongée a cependant été proposeé. Cela suggere
qu’'une modification de cette entrée deQaourrait étre impliquée dans les mécanismes dgutat
musculaire (Gach et al., 2008). L’implication desuants C& portés par le DHPR dans la
formation de I'ECCE est sujette a controverse,aiest travaux ayant montré qu’ils pourraient y
contribuer largement, notamment en réponse a gesdaté&sations répétées ou prolongées (Bannister

& Beam, 2009a; Bannister, Pessah & Beam, 2009bjs atpe d’autres éléments suggérent
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I'existence d’une autre voie d’entrée du*Cancore non identifiée, mais qui pourrait étre diée
par le couplage conformationnel du DHPR avec le RyRerednichenko et al., 2004; Hurne et al.,
2005). La nature de la ou des protéines resporsalaiecette entrée de Caeste donc encore a

établir.

2.1.1.2 Structure moléculaire du DHPR: les différetes sous-unités

La sous-unité al

La nomenclature des CCVDs reposant sur la sous-uhijtles difféerentes isoformes de la
sous- unitén sont décrites dans le tableau I. L'isoforme sqtiglee, alS existe sous deux formes
dans la membrane des tubules T : une forme longneraire de 212 kDaol S;1,) et une forme
tronquée majoritairement présente dans le musdelsiique, de 175 kDaalSy75). alS7s
proviendraitd’un clivage post traductionnel en C-ter de la fer@i$1, (De Jongh, Merrick &
Catterall, 1989; De Jongh et al., 1991). L'expmssie chacune de ces deux isoformes dans des
myotubes obtenus a partir de souris déficientes pexpression de la sous-unitd. a permis de
montrer que la forme longue comme la forme coustecapable de générer a la fois un courant
calcique de type L et d’'induire le déclenchementadmntraction (Beam et al., 1992).

La sous-unitéalS s’organise en quatre domaines transmembran@uogsaines | a 1V)
comportant chacun six segments transmembranairehiééoe a (S1 a S6). Ces segments
transmembranaires sont reliés entre eux par degesées intra ou extra-cytoplasmiques atpre
les domaines | a IV sont reliés par des séquenadgsivement cytoplasmiques appelées boucles |-
[, 11-111, et I-1V. (Figure 14). Au sein de la ducle I-Il, un domaine de 18 acides aminés a été
identifié appelé AID Alpha Interaction_Dbmain) qui correspond au principal site d’interactionlae

sous-unitéxl avec la sous-unifg(Chen et al., 2004) (figure 13)
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Figure 14: Organisation structurale de la sous-un#é alS

La sous-unitéul s’organise en quatre domaines transmembranalmesafnes | a 1V), constitués chacun de six
segments transmembranaires (segments S1 a S6)bduedes cytoplasmiques I-lI, lI-lll et HI-IV relig
respectivement les domaines membranaires | dtét, lll, et Il et IV. Les extrémités amino-ternaile et carboxy-
terminale sont également cytoplasmiques. Les segnteh de chaque domaine membranaire, riches etusési
basiques, arginines et lysines, constituent leesgrde voltage.

Il a été proposé que les segments S5 et S6 aiedaduoucle S5-S6 les reliant dans chaque
domaine forment le pore ionique du canal en rad®ma présence de 4 résidus glutamates (1 par
domaine) (figure 14) impliqués dans la perméabditéa sélectivité du canal pour le &Dirksen
etal., 1997).

Les segments S4 contiennent chacun 4 a 8 acideg@suthargés positivement. L’analogie
structurale avec les segments S4 des canaux ssd&jueotassiques activés par le voltage pour
lesquels il a été montré que ces acides aminégejuua réle de détecteur de potentiel fait que ces
segments sont communément considérés comme lesesf@nsables de la fonction de détection du
potentiel au niveau d1S (Aggarwal & MacKinnon, 1996; Seoh et al., 1996).dépolarisation de
la membrane plasmique provoque donc un déplacedentésidus chargés des segments S4 qui
entraine un changement de conformation de la soiié-ulS et I'ouverture du canal calcique
(Bezanilla, 2000). L’étude de la cinétique des newnents de charges et du courant de type L d’'une
part et du relachement de“Caors du RS d’autre part a montré que ce dernier étee corrélé aux
mouvements de charges et non aux courants calcpserésultats confortent le role déterminant de
ces mouvements de charges dans le CEC. De cddaplitude des mouvements de charges est
considérée comme l'index quantitatif et qualitaléf la présence de sous-unitdsfonctionnelles a
la membrane plasmique des cellules.

Cependant, bien que la sous-unité$ porte les caractéristiques fonctionnelles et

pharmacologiques principales du DHPR, il a été néomjue I'ensemble des sous-unités sont
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nécessaires a un fonctionnement optimal du DHPRI ajo’a la mise en place et au bon
fonctionnement du CEC (pour revue voir (Catte20Q0; McDonald et al., 1994)).

Un modéle de souris déficientes pour la sous-unitd S: les souris dysgéniques

Depuis la fin des années 1980, un modele animdhegtment utilisé dans I'étude du réle
physiologique du DHPR dans le CEC au niveau du hausquelettique : il s’agit des souris
dysgénigues ou mdg (poumuscular dysgenegisCes souris présentent une mutation récessive
autosomale dans le gene codant la sous-ufBédu DHPR. Cette mutation entraine un décalage du
cadre de lecture et une absence compléte dexpresie la sous-unit&lS. Les animaux
homozygotes pour cette mutation présentent un pyygadétal a la naissance due a une paralysie
des muscles respiratoires et du diaphragme. Deblastes peuvent étre prélevés sur les embryons
homozygotes de ces souris puis mis en culturesffétehciés en myotubes. Des études sur ces
myotubes montrent une absence totale des couraltigjues de type L et des mouvements de
charges associés, ainsi qu’une désorganisatioDH&Rs dans la membrane plasmique au niveau
des triades (Beam, Knudson & Powell, 1986; Knudebml., 1989; Takekura et al., 1994). On
observe également chez ces myotubes une absealkedetCEC, la dépolarisation du sarcolemme
ne permettant plus I'activation du relachement d&iem par le RS (Klaus et al., 1983). La
transfection de ces myotubes avec 'ADNc codansdas-unitéalS entraine la restauration de
courants calciques de type L, de mouvements degebaet de la contraction traduisant le
rétablissement d’un CEC fonctionnel (Tanabe et1#88). Ce modéle a souvent été utilisé pour
I'étude des déterminants moléculaires du CEC,nettamment permis de démontrer le réle respectif

de différents domaines de la sous-unit& dans le CEC (voir chapitre 3).

La sous-unité f§ ou Ca,f

La sous-unite a la particularité d'étre la seule sous-unité d#HPR entierement
cytoplasmique. Il existe plusieurs isoformes dedas-unité3 et plusieurs variants d’épissage pour
certains d’entre eux (voir tableau 1ll). Chacunsces isoformes présentent un profil d’expression
tissulaire qui lui est propre mais tous présenteet structure tridimensionnelle commune composée
de deux domaines centraux conservés (les domaiBest D4 correspondant respectivement aux
domaines SH3 et GK) séparés par un domaine norec@ngomaine D3) et des domaines N-et C-
terminaux non conservés (domaines D1 et D5) (fidiseA.). Dans le muscle squelettique, c’est
I'isoforme Bla correspondant a une protéine de 58 kDa qui egiritairement présente. Comme

tous les isoformes d& [la interagit avec une forte affinité avec la boudlede la sous-unitél
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(Richards, Butcher & Dolphin, 2004). Depuis 199 gfiait admis que cette interaction faisait
intervenir deux motifs conservés, le domaine AlDlaeboucle I-1l et un domaine de 30 acides
amineés sur la sous-unifeappelé BID(Beta Interaction_Dbmain) (De Waard, Pragnell & Campbell,
1994; De Waard et al., 1996; Pragnell et al., 19B4)co-cristallisation de la sous-unfi@a et d’'un
peptide correspondant au domaine AID a cependaeh@ra la redéfinition du domaine BID. En
effet, ce dernier a été remplacé par la notion ®PABID - Binding - R cket). Le domaine AID dont
l'interaction avec la sous-unifg stabilise la structure en hélieeinteragit ave@ au niveau d’'une
région conservee hydrophobe nommée ABP (Van Petegeh, 2004), la séquence correspondant

au domaine BID n’étant pas disponible pour degaaténs protéines/protéines.

Isoforme Nom du géne Localisation tissulaire principale
Bl CACNB1 B1 a : muscle squelettiqu@lb : cerveauBlc :
ceeur
B2 CACNB?Z2 coeur, poumon, trachée, aorte, cer
B3 CACNB3 Muscle Isse, trachée, aorte poumon, cen
B4 CACNB4 cerveal

Tableau Il : Classification et distribution tissulaire des différents isoformes de la sous-unifg
D’aprés (Karunasekara, Dulhunty & Casarotto, 2009)

Les études cristallographiques ont confirmé lagmés suf d’'un domaine guanylate kinase
like (domaine GK) et d’'un domaine d’interaction f@ioe/protéine SH3 (Chen et al., 2004;
Opatowsky et al., 2004; Van Petegem et al., 20045 études ont permis d’obtenir la structure
cristalline de la sous-unif§2a seule et en complexe avec AID (figure 15 B.)nBjee le domaine
GK de la sous-unit@ soit enzymatiquement inactif en raison de I'absethe site de fixation pour
'ATP (Kistner, Garner & Linial, 1995), il interagiavec le domaine SH3 pour former un cceur
structurellement stable. Ces données structurale@sde3 une nouvelle protéine appartenant a la

famille des protéines MAGUKnfembrane associated guanylate kinggdchards et al., 2004)).
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A)

Figure 15: Structure tridimensionnelle de la sous-nité p

(A). Représentation schématique des différents dmsade la sous-unitf. La sous-unité§l consiste en un
domaine SH3 (pour Src Homology-3) et un domaine (@¢Ur Guanylate Kinase). Ces domaines SH3 et GK son
trés conservés dans tous les isoformeg,dalors que les régions N et C terminales ainsi lgudomaine D3
présente une plus grande variabilité de séqueBje.Sfructure cristallographique du complexe sonis&3,, /

AID (Van Petegem et al., 2004). Les domaines V1, &2V3, non structurés, correspondent aux domaines
hypervariables D1, D3 et D5 respectivement. Le doenAlD (en rouge) interagit via une poche éledatigue ou
ABP (pour AID Binding Pocket) formée au sein du dome GK de la sous-unif&

Modéles d’animaux déficients pour la sous-unit@la

L’invalidation du géne codant la sous-urfitta chez la sourigla -/- oupl-null) entraine la
paralysie du diaphragme et des muscles respiratomaduisant a la mort des embryons dés la
naissance. Ce phénotype est identique a celuiwabsbez les souris dysgéniques, les embryons de
sourisBla -/- se développent presque normalement jusgu@issance. L'absence fig#a altere
I'expression de la sous-unitélS a la membrane plasmique ce qui participe a tte mri CEC
(Gregg et al., 1996). Cette altération de I'adrgesanembranaire rend difficile I'utilisation de ce
modéle pour I'étude directe du rble @iga dans le fonctionnement du CEC mais a néanmoins
permis de montrer le role important de linteractide la sous-unit§la avec le complexe
DHPR/RyYR dans le contréle et la régulation du Ctagir(chapitre 3)
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Un autre modele animal présentant une absence ré®sipn de la sous-unitgla a
réecemment été identifie. Il s’agit d’'un mutant matude poisson-zébre dont les larves sont
incapables de se déplacer en raison d’'une absencerdraction des muscles responsables de la
nage. L’étude de ce mutant appelé « zebrafish méaxed » a permis de caractériser les effets de
I'absence d@la a plusieurs niveaux : (1) la réduction de I'adage membranairecd’'S corrélée a
une forte réduction des mouvements de charges ra@mibes, et (2) une absence compléte de
I'arrangement caractéristique des DHPRs en tétratlgaées dans la membrane des tubules T
(Schredelseker et al., 2005). La ré-expressiopildedans des myotubes cultivés a partir de larves de
ces mutants restaure l'ensemble des parametrestusux et fonctionnels nécessaires a
I'établissement d’'un CEC efficace (formation derddes de DHPR a la triade, mouvements de
charges, relachement transitoire de*’Cdu RS). De méme, linjection d’ARN codarftla
directement dans les larves permet une récupératiale de la mobilité (Schredelseker et al., 2009;
Schredelseker et al., 2005). Il est intéressamaler que le muscle squelettique du poisson zebre
non muté présente une absence totale de couramu=lde type L, le DHPR fonctionnant dans ce
cas uniguement comme détecteur de potentiel. @bervation pourrait cependant traduire des

difféerences mécanistiques de CEC entre ce modé&enevdéle murin.

Roles de la sous-unit§

Différents roles des sous-unitBsdans les fonctions des CCVDs ont été mis en égglen
(Dolphin, 2009).

1) La sous-unité régule l'adressage de la sous-unite & la membrane plasmique et agirait
comme une protéine chaperonne de la sous-uoriit€Chien et al., 1995). L’hypothése d’un
signal de rétention au réticulum présenteliet masqué par I'interaction avé@ été proposee
pour expliquer le réle d§ dans l'adressage @l a la membrane (Bichet et al., 2000).
Néanmoins, bien que la surexpression s dans des myotubella -/- permette le
recrutement de canaux additionnels a la membraaehdber et al., 1998), des travaux utilisant
le poisson zebre suggérent que le réle dominaftldedans la cellule musculaire squelettique,
ne serait pas lI'adressage membranaiod 8’ dans les triades, mais plutdt I'organisatiomexzie
des DHPRs en tétrades dans la membrane jonctiende# tubules T (Schredelseker et al.,
2005).

2) La sous-unit§dla est un puissant régulateur du courant calciguiyme L porté par le DHPR.

Des études électrophysiologiques de myotubes isgiesurifila -/- montrent une diminution
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de I'amplitude des courants de type L supériewelle@ des mouvements de charges (Strube et
al., 1996). Cette étude suggere une action didsfesur les propriétés biophysiques du DHPR.
D’autres travaux ont montré I'importance de la songé 3, d’'une part dans le contréle des
cinétiqgues d’activation et d’inactivation du couraalcique et d’autre part dans la dépendance
de ce courant vis-a-vis du potentiel de membrane.

3) L'utilisation de myotubes obtenus a partir d’endorg3 1-/- a également permis de montrer
que la sous-unit du DHPR est nécessaire au déclenchement du rel@chelu calcium hors
du RS suggérant un rdle plus direcf3dgans le couplage fonctionnel entre le DHPR ety R
(Beurg et al., 1999; Sheridan et al., 2003). Plgemment, une interaction directe entre la sous-
unité pla et RyR1 a été mise en évidence. L'inhibitioncdée derniere entraine une forte
diminution d’efficacité du CEC (Cheng et al., 200b)¢tude des déterminants moléculaire de
cette interaction représente une partie de momitrde thése et sera décrit au chapitre résultats

et discussion.

La sous-unité a2 /&

La sous-unita2d est issue d’'un seul gene. La protéine produiteleste apres traduction,
en deux protéines2 (cytoplasmique) ed (membranaire). Ces deux protéines restent assodete
maniere covalente par un pont disulfure pour foroves protéine de 143 kDa. Quatre génes codants
les différents isoformes de sous-unité® (a2d-1 a 4) ont été identifiés. Ces différents isofosme
présentent un profil d’expression tissulaire spéod. a20-1 est I'isoforme majoritaire dans le
muscle squelettique. Des expériences de co-expressii2d-1 avec alS ont montré que
'association préalable de ces deux sous-unitésmelifie ni I'expression fonctionnelle ni
I'adressage du canal au niveau de la triade (Obembal., 2005). La méme étude a cependant
montré que la sous-unitéd-1 avait un effet différent sur les cinétiques di\eation des courants de
type L dans les muscles squelettique et cardiafigierd 16). Récemment, I'utilisation de siRNA
spécifique da256-1 dans des myotubes a permis a I'équipe de Paéll& de montrer I'implication
de cette sous-unité dans I'entrée de calcium adsd@cdes dépolarisations prolongées, ECCE. Cette
étude démontre également que la sous-umB@ 1 n’est pas indispensable a l'organisation des
DHPRs en tétrades au sein de la membrane plasifttqoh et al., 2008).
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Figure 16: Modulation des CC\Ds squelettique et cardiaque pala sousunité auxiliaire a2d.

Tiré de (ObermajrTuluc & Flucher, 200t

(A). Dans la membrane plasmigues complexes macromoléculaiio1l/f peuvent étre assos ou non a la sous-
unité a20. (B). Au niveau du canal (,1.1du muscle squelettique (traces de gaucladsénce de so-unitéa2d -1
provoque une accélération de I'activation et deakitivation du courant de type trace rouge versitrace bleue).
Au contraire,au niveau du canal (1.2 du muscle cardiaque (traces de drolt@psence desous-unitéu2d (tracé
rouge) entraine umalentissement es cinétiques d’activation et d’inactivation du @t calcium (tracé bleu
Ainsi, la dissociation et lI'association des «unités « 26 etal pourraient représenter un mécanisde régulation
des cinétiques des courants des CC\

B)

Un modeéle de sourigiéficientes pour la sous-unitéa24-1 ?

L’obtention de souris dont le géncodant la sous-unité25-1 est invalidé a rencontré
beaucoup de difficulté€En effe, les embryons homozygotes mourdes les premiéres étapes
développement embryonnaire. La s-unité a26-1 étant aussexpriméeau niveau du systéeme
cardiovasculaireet le systeme nerveuxa mort des embryongst probableme due a un
dysfonctionnement cardiovasculaire. Ces diffics démontrent I'importance du réle joué [a26-1
dans le développement. Une équa cependant récemment réussol#enii une souris viable
déficiente en sous-unit@26-1. Cette souriprésente un phénotype cardiaque de diminution
contractilité basa et de réduction des courants de typ(FullerBicer et al., 200¢ . Ce modele
représente un outil pour de futures études supbitance fonctionnelle de cette s-unité dans le
CEC.

La sous-unité y

La sous-unité estcomposée de 2. acides aminépour un poids moléculaire de 30 kC

Elle possedd segments transmembranaires. Plusieurs isoformegtte sot-unité ont été clonés
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(y 1 & 8). Dans le muscle squelettique, c’est I'isoi®yl qui est exclusivement exprimée. Il existe
un modele de souris dont le géne codant la sous-unest invalidé (les souris1-null). Ces souris
sont viables et ne présentent pas de phénotypieet (Freise et al., 2000). Des expériences de
ré-expression de la sous-unité dans des myotubes de soudsnull ont montré que cette sous-
unité n’était impliquée ni dans I'expression fooatielle ni dans I'association des différentes sous-
unités du canal. Ces travaux montrent également’gssociation de la sous-unifd au complexe
formant le DHPR nécessite la présence de la soitsatS (Arikkath & Campbell, 2003). Il a aussi
été montré que I'absence gk entraine un ralentissement de la cinétique d/atttin du DHPR tout

en augmentant 'amplitude des courants calciquaymkeL dans les myotubes (Freise et al., 2000).
Cependant, d’autres études fonctionnelles réaliséesles myotubes de souyik null et sur des
fibres adultes présentent des résultats contragistmotamment concernant I'effet de cette sous-
unité sur le relachement de calcium hors du RSitingar I'activation du DHPR (Ahern et al.,

2001c; Ursu et al., 2004). Le rdle exact de cettesaunité reste donc controversé.

2.1.2 Le récepteur de la ryanodine, canal calcique du réticulum
sarcoplasmique

2.1.2.1 Généralités

Le RyR1 fut la premiere protéine identifiée comnmeaomposant moléculaire des triades.
Ce récepteur est un homotétramere formé de 4 sotésuChacune de ses sous-unités possede
5035 acides aminés et a un poids moléculaire dekb@b Cette protéine est le plus grand canal
ionique connu a ce jour. Dans la fibre musculafrgetettique, le RyR est ancré dans la membrane
du RS, sur la face jonctionnelle des citernes teafes ou il controle la libération du €&ors du
RS. Le récepteur & la ryanodine est le principahtaalcique responsable du relachement dii Ca
hors du RS induit par la dépolarisation. Comme eekté décrit au chapitre précédent, dans le
muscle squelettique, le Earelaché par le RS est responsable du déclenchetedat contraction
des fibres musculaires. En raison de l'activati@s différents processus décrits au paragraphe
1.4.2.1, I'élévation rapide de la concentrationcicple cytosolique qui résulte de la libération de
C&* hors du RS est transitoire. Le signal calciqueespondant & I'activation du RyR est de ce fait
appelé « transitoire calcique ». Le nom de « réxep la ryanodine » provient de la capacité de ce
dernier a fixer un alcaloide d’origine végétaleryanodine. La ryanodine est extraite d’arbres et
d’arbustes tropicaux du genRyaniaet fut utilisée comme insecticide naturel au datag années
50.
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Le RyR de muscle squelettique (RyR1) fut le premiécepteur cloné et séquencé
(Takeshima et al., 1989; Zorzato et al., 1990). Udepmleux autres isoformes (RyR2 et RyR3)
correspondant a I'expression de deux autres gemeét® identifiés et clonés chez les mammiferes
(Hakamata et al., 1992; Nakai et al., 1990; Otsal.et1990). Bien que distincts génétiquement, ces
trois isoformes présentent prés de 70 % dhomolodée séquence entre eux. RyR1 est
principalement exprimé dans le muscle squelettiQy&®2, principalement exprimé dans le muscle
cardiaque et RyR3, initialement identifié dansdeveau, est exprimé de facon plus ubiquitaire dans
différents tissus, notamment dans les muscles aijigeies, les muscles lisses et le cerveau
(Sorrentino & Volpe, 1993) (tableau 1V). Les étudasnées sur I'expression du RyR3 chez des
mammiferes montrent cependant que ce dernier ge piteférentiellement dans les zones non
jonctionnelles de la citerne terminale et n’estapas directement couplé avec les DHPR (Felder &
Franzini-Armstrong, 2002). Il a aussi été montré qgon expression diminuait plus ou moins
rapidement suivant le type de muscles pendant Velagpement (Flucher et al., 1999). Le rdle

fonctionnel exact du RyR3 dans la physiologie dscteisquelettique reste a définir.

Physiologiques € Principale localisatiol Nombre d'acide: Facteur d'activatio
. tissulaire aminés (Homme)
pharmacologiques.
RyR 1 Muscle squelettiqu 5038 DHPR (détecteur d
potentiel), C&' cytosolique
RyR 2 Muscle cardiaque , cerveez | 496 C&”* cytosoliqu
muscle lisse
RyR ¢ Cerveaudiaphragme, musc | 487( C&** cytosoliqu
squelettique, muscle lisse,
poumon, testicules

Tableau IV: Caractéristiques des différents isofornes du RyR

2.1.2.2 Structure tridimensionnelle

Sur les images de fibres musculaires et/ou de p#pa membranaire de RS obtenues en
microcopie électronique, on observe au niveau desles de larges structures cytoplasmiques
électroniquement denses occupant I'espace interbraraire étroit (environ 12 nM) entre la
membrane des tubules T et la membrane du RS (Rradiznstrong, Protasi & Ramesh, 1999). Ces
structures furent a l'origine appelées « pieds x @ieds jonctionnels » (Franzini-Armstrong, 1970)
(figure 10 et 17). L'obtention des premiéeres imadasRyR squelettique purifié montra des objets
de taille et de forme correspondant a celles dpeds » (Lai et al., 1988) qui furent identifiés

comme correspondant aux domaines cytosoliques yies.R
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Figure 17: Image d’'une triade observée en microscopélectronique.

Tirée de (Protasi, 2002) image de Clara Franzimigrong.

Image d’'une triade du muscle de la vessie natattér@oisson. Les fléeches indiquent les zones de fignsité
électronique régulierement espacées le long derletipn triadique qui furent appelées « pieds »nahétre
identifiées comme étant les parties cytoplasmigiessRyRs. Barre, 0,1 um.

Le domaine hydrophobe du RyR formant la partie kcasginséré dans la membrane du RS,
laissant la partie hydrophile plus grande (le gatttionnel) exposée au cytosol (figure 18). Cette
partie canal est composée des acides aminés Qatamni(Bhat et al., 1997). Les acides aminés
restants (N-terminaux) forment le pied jonctioneelreprésentent environ 80 % du poids de la
molécule. Les quatre sous-unités du RyR s’assemiilarieur partie C-terminale pour former un
complexe RyR tétramérique fonctionnel. Le RyR fonummeparallélépipéde de base carré d’environ
27nm de c6té et de 12 nm d’épaisseur (Samso & Wageht, 1998).

coté cytoplasmique
A) ytop q

B)
Région
cytoplasmique
Région
transmembranaire

coté lumiére du RS

Figure 18: Représentation de la structure 3D du RyR

Adapté de (Serysheva et al., 1995).

Représentation tridimensionnelle du RyR1 modéls@artir d'images, obtenues par cryomicroscopietéaique,
de particules du RyR1s purifiées. Ici le RyR estcenfiguration fermée. (A) Vue de cdté, on distiadas deux
régions transmembranaires et cytoplasmiques. (B} We la face luminale, la partie cytoplasmique forom
parallélépipéde d’environ 270de coté.
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La taille et la nature membranaire du RyR en fora protéine dont il est encore aujourd’hui
difficile d’étudier la structure. Aucun cristal ddyR n’a pu étre obtenu a ce jour hormis des
arrangements pseudo cristallins en deux dimengiins& Lai, 2000). Les cristaux ne permettent
pas de déterminer la structure par cristallograghig rayons X. Les données sur sa structure
tridimensionnelle proviennent donc de modélisatiéalisée a partir d'images du RyR isolées
obtenues par cryomicroscopie électronique (cryo-ES®rysheva et al., 2007). Les molécules du
RyR purifiees sont rapidement congelées puis oBssrvpar microscope électronique a
transmission. Grace aux immenses progrés réalm@seulement dans I'obtention des images de
microscopie €lectronique a différents angles, nagalement dans les techniques d’analyses
d'images et de modélisation, cette approche pesugurd’hui de produire des structures d’'une
résolution de I'ordre de 5 & 10 Angstréms (A) poartains domaines du RyR. Les connaissances
acquises par des méthodes cristallographiquesasirdcture d’autres canaux ioniques tels que les
canaux potassiques (Doyle et al., 1998) sont egalentilisées pour affiner la modélisation de la
partie canal du RyR (Samso, Wagenknecht & Alle®530

Cependant, malgré les avancées techniques, lesséstrdicturales du RyR restent loin de la
résolution atomique et ne permettent qu’'une loagabs imparfaite de ses différents domaines
fonctionnels.

Les modéles obtenus a ce jour proposent des stesciidimensionnelles trés proches pour
les trois isoformes du RyR. Globalement le RyR pdesune structure en forme de champignon
formé par la superposition de deux parallélépipédasespondant respectivement a la partie
cytoplasmique et transmembranaire de la molécugs.deux domaines sont reliés par des zones en
forme de colonnes (Adachi et al., 2004; Serysheéwah €1995; Wagenknecht & Radermacher, 1995)
(figure 19C). Deux régions ont pu étre définies & partie cytoplasmique, des régions dites
« clamp» formant une sorte de pince a chaque extrémilé delécule connectée par des régions
en forme de manche (appeléandle»). Les RyRs interagissent entre eux au niveaurégsns
« clamp » (Serysheva et al., 1999) (figure 19Banalyse d'image du RyR purifié stabilisé en
position ouverte ou fermé montre que cette région«dclamp » subit des changements de
conformation significatifs durant 'ouverture du RyOrlova et al., 1996; Yin, Blayney & Lai,
2005). L’identification de séquences du RyR impéigs dans la liaison de grosses molécules
(anticorps ou protéines partenaires), combinéésbéehtion d'images de microscopie électronique
de RyRs en interaction avec ces molécules, a petenjgsitionner ces séquences d’acides aminés

dans le modele de structures tridimensionnelle®R¢yR (Ludtke et al., 2005; Samso et al., 2005)
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(figure 19).Ainsi, ces données ont permis de mettre a jouraomeélation entredes éléments de

structures secondaires et de neauwx détails structuraux.

10 nM

Figure 19 Représentation tridimensionnelle w RyR1 dans différentes vues

Tirée de (Samso et al., 2005)

(a) Vue de la face cytoplasmiquesIcercles représentent les zones de contactda#m@oméanes proches 2-4a, 5-6,
et 10-8a, (b) Vue @ la face luminale ¢ RS, (c) vue de co6télLes numéros indiquent les différentes rég
caractérisées: Les régions 2, 4, 5p@& face aux tubules Tt @ourraient représenter des zones d'interacti@t ¢
DHPR (traits pointillés en a).

2.1.2.3Propriétés électrophysiologiqgueset biophysiguesdu canal calcigue RyF

La cinétique extrémement rapide du relachementa®* nécessaire au déclenchement d
contraction musculaire orienta tres tot les rediesosers 'identification d’'un canal calcigdans la
membrane du RS. L'existence d’'un tel canal fut déné® par la mesure d’'un courant calciqt
partir d’'une préparan de membrane du RS reconstitten membrane lipidique artificiel
(Coronado et al., 1992)L'étude des propriétés électrophysiologiques, [mrtechnique d
reconstitution B membrane lipidiq artificielle, du RyR purifié a permis de démontrer que le |
représente leanal calcique du RS responsable du relacheme@€®* induit par la dépolarisatic
de membrane plasmiquiai et al., 198¢. Le RyR est un canal perméable a différents
monovalents et divalentavec une forte sélectivité pour les cat® par rapport aux aniol
(Coronado et al., 1994) présente une conductance élevée pour ** (100 pS en 50 mM ¢,
(Smith et al., 1988)mais une faible sélectivité pour le ** parrapport aux cations monovale
avec des rapports de perméabilité de 5 avec l'amtiusn (Fc2/Pna’ = 5) et 6 avec le potassit
(P2 IR = 6).

2.1.2.4Pharmacoloqic : régulation par des facteurs exogeénes

Peu de molécules ont montré un effet spécifiqudesBiyR. Le cas des toxines actives st
RyR sera abordé dans un paragraphe spécil
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Ryanodine
La ryanodine est l'effecteur le plus puissant decaral calcique. Les mémes effets sont

observeés sur les 3 isoformes du RyR. La fixatiomyd@odine sur le RyR induit des modifications
importantes et doses dépendantes de ces propletésnal calcique. De faibles concentrations de
ryanodine (de I'ordre de 10 nM) induisent une augaigon de la probabilité d’ouverture du canal

sans changer sa conductance. Des concentrati@rsnédiaires 1 a 10 uM) stabilisent I'état

ouvert du canal RyR en le maintenant dans une owmafion caractérisée par une valeur de
conductance inférieure a la valeur maximale meswéeabsence de ryanodine. Enfin, une

concentration élevée de ryanodine 100 uM) bloque le RyR dans la conformation fermée.

Plusieurs études portant sur RyR2 ont montré qugdaodine se fixe dans la région canal de la
protéine et en modifie le diameétre (Fill & Copel@)02; Fill, 2002). La mesure de liaison de
ryanodine tritiée sur le RyR purifié montre I'exdste de quatre sites de liaison de ryanodine de
haute affinité (K 50 nM) par RyR fonctionnel (forme tétramériquejng, une coopération entre
ces sites pourrait expliquer la diversité des sfid la ryanodine sur le RyR. Certaines études
suggerent cependant I'existence d’'un site supplérende faible affinité (K> 1 uM) (Pessah &
Zimanyi, 1991) responsable de l'effet bloqueur. densibilité de la liaison de ryanodine aux
différents effecteurs du RyR (activateur ou intghis) suggeére fortement que la fixation de
ryanodine sur son site de haute affinité dépentietit d’activation du canal, la ryanodine se liant
préférentiellement sur le RyR lorsque celui-cidests I'état « ouvert » (Chu et al., 1990). L’afténi
apparente de la ryanodine pour le RyR et donc gsor tle fixation sont devenu des indicateurs
biochimiques de la probabilité d’ouverture du R{ a ainsi pu étudier I'état d’ouverture du canal
en étudiant la liaison de ryanodine tritié8H{[ ryanodine) (Meissner, 1992). Ses caractérissque
font de la ryanodine, un composé largement uttdisdme outil pharmacologique dans 'étude du
CEC.

Caféine

Contrairement a la ryanodine, la caféine est uecegiir de faible affinité du RyR. Bien que
les effets de la caféine puissent varier en fondlies concentrations utilisées, la présence dieafé
entraine systématiquement une augmentation devitécttanal du RyR. Des concentrations de
caféines inférieures a 2 mM augmentent la proli@hdliiouverture du canal uniquement en présence
de concentration activatrice de calcium (uM). Eéspnce de concentrations supérieures a 5 mM,
I'activation du canal est observée méme en absdacealcium (Csernoch, Szentesi & Kovacs,

1999). La caféine est couramment utilisée pourimediactivation du RyR et le relachement de
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C&* hors du RS. Un effet de la caféine sur la conagintr cytoplasmique de €atémoigne de la

présence de RyR.

Tres peu de molécules inhibitrices spécifiques @R Bnt été identifiées. La tétracaine, un
anesthésique local de la famille des amino-est¢ils, rouge de ruthénium, un colorant inorganique,
sont les seules molécules inhibitrices de l'ackivitnal du RyR mais leurs spécificités restent

débattues.

2.1.2.5 Un modele de souris déficientes pour RyR1es souris dyspédiques

Contrairement aux souris dysgéniques qui proviehd&ne mutation spontanée du géne
codant la sous-unitél du DHPR, les souris RyRull, ou souris dyspédiques, furent obtenues par
l'invalidation du géne codant RyR1. Comme les soutysgéniques, les souris dyspédiques
homozygotes (deux alleles du RyR1 invalidés) mdudés la naissance par asphyxie due a une
paralysie des muscles respiratoires. Les myotubésnos a partir d’embryons RyR-/- présentent
une absence totale de CEC (Takeshima et al., 199&jpression du RyR1 dans ce type de
myotubes obtenue par transfection d’ADNc correspahdau géne codant RyR1 entraine la
restauration d’'un relachement de?Caors du RS induit par dépolarisation de la mentbran
plasmique (Nakai et al., 1996). En revanche, I'egpion exogene du RyR2 ou du RyR3 dans ces
myotubes de souris dyspédiques ne permet pas dblissSement du CEC de type squelettique.
L’expression du RyR2 dans ces myotubes permetliésement d’'un couplage de type cardiaque,
le relachement de calcium du RS étant induit peanttée de Ca extracellulaire (Fessenden et al.,
2000; Nakai et al., 1997). Une observation pariétament intéressante faite sur les myotubes
d’embryons RyRhull a été I'absence quasi totale de courant calcigugyme L malgré une densité
de mouvements de charges peu modifiées traduisamtenpression normale du DHPR a la
membrane plasmique. Ces résultats ont montré @ogrdmiére fois que la présence du RyR1
controle de facon extrémement forte l'activité dacelcique du DHPR. Ce processus fut appelé
« couplage rétrograde ».

Ce modele a donc non seulement permis de confilengdle primordial joué par le RyR
dans le processus du CEC mais également de mettéeidence un nouveau degré de complexité

dans la relation fonctionnelle entre RyR et DHPR.
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2.1.2.6 Contrble de 'activité du RyR

L’activation du RyR représente une étape clé dled€¢hement de la contraction musculaire
et plus généralement de la signalisation calcicaresdle nombreuses cellules. Mais le contréle de
I'activité de ces canaux dit « au repos » c'esir@-@h I'absence de toute stimulation de la celége
également extrémement important. En effet, en debertoute stimulation ces canaux présentent
une activité « spontanée » qui doit étre régulédaden stricte. Il est cependant trés difficile de
différencier les mécanismes de contréle de l'attvadu RyR de ceux contrblant l'activité

« spontanée » du RyR.

La principale voie d’activation du RyR1 passe pactlvation du DHPR en réponse a la
dépolarisation du sarcolemme. Cependant, le RyRedarn complexe macromoléculaire géant avec
de nombreuses protéines présentes dans la mendurahens la lumiére du RS ainsi qu’avec des
protéines cytoplasmiques. Ces protéines interagisieectement ou indirectement avec le RyR et
sont capables de moduler son fonctionnement. @eggirotéines interagissent a la fois avec le RyR
et le DHPR (voir tableau V) (pour revue voir (Trewet al., 2009) et (Fill & Copello, 2002)). Des
ligands de nature non protéique régulent aussiiVige du RyR, c’est le cas des ions®Cat Mdf*
ainsi que des petites molécules comme I'ATP et PAlLaver, 2005). Le potentiel d’oxydo-
réduction de la cellule joue également un réle irtgyd dans le contrble de I'activité du RyR (Eu et
al., 2000; Hidalgo, 2005; Reid, 2001). De mémetatée phosphorylation du RyR régule son
activité. Ces facteurs influent de facon différesie chacun des isoformes du RyR. Cette diversité
d’action participe a la difference de régulation @&C squelettique et cardiague. De part ses
multiples effecteurs, le RyR, et en particulier RyRe trouve donc au croisement de nombreuses
voies de signalisation cellulaire. Les principawctears du controle de l'activité des RyRs sont

présentés ci-dessous.

2.1.2.6.1 Les protéines associées au RyR

v' La calmoduline (CaM)

La CaM est une protéine cytoplasmique (17 kDa) lokepae lier le calcium via 4 motifs de type
EF-Hand. Elle est exprimée de facon ubiquitairpagticipe & de nombreux processus biologiques
dépendants du calcium dont le CEC en modulantiVigetdu RyR via des interactions directes. Il
existe deux formes de CaM selon qu’elle est condgleou non au Ga L'apo-CaM représente la
forme non liée au G4 la C&™-CaM celle liée au CA L'obtention d’images de microscopie

électronique de complexe RyR1/G&€aM a permis de localiser des sites de fixatioad€&*-
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CaM. Elle se fixe sur des sites situés sur la @aytoplasmique de la molécule dans une région
proche du pore ionique et en liaison directe awex degments transmembranaires (Samso &
Wagenknecht, 2002; Wagenknecht et al., 1997). lrelme exact de sites de fixation de I'apo-CaM
et de la C& -CaM sur le RyR ainsi que le role fonctionnel d@xde chacun de ces sites reste
controversé (pour revue voir Fill & Copello, 2002)équipe de Tripathy a montré qu’a de faibles
concentrations de €a(nM), 'apo-CaM active le RyR1 alors qu'a des cemizations plus fortes
(50 & 100 pM), la G&-CaM inhibe l'activité du canal (Tripathy et al995). Les deux protéines se
fixent sur le RyR1 avec une affinité comprise eftret 50 nM. La régulation du RyR1 par la CaM
est modifiée par d’autres facteurs de régulatiolRgR1 tels que son état d’oxydation (Hamilton &
Reid, 2000).

Il a également été montré que la CaM interagit da@d2HPR et en régule I'activité. En absence
de CaM, le site de fixation de la CaM sur le DHRRpait interagir avec un des sites de fixation de
la CaM sur RyR1 (Sencer et al., 2001). Une pasditgm de la CaM a la régulation de I'interaction
RyR1/DHPR lors du CEC n’est donc pas a écarter ngrsen role précis n'a pas encore été défini

(pour revue, voir (Hamilton, Serysheva & Strasb@@)0)).

v" Les FK506 binding proteins (FKBP) : la FKBP12

La protéine FKBP12 (aussi appelée calstabin) ajgpargy la famille des immunophilines,
récepteurs cytosoliques des molécules immunosugipessque sont la rapamycine et la FK506. De
facon inattendue, la FKBP12 fut identifiée commeparntenaire constitutif du RyR1 dans le muscle
squelettique. Le RyR est encore a ce jour une @es protéines identifiées comme interagissant
avec la FKBP12. Dans le muscle cardiague, RyR2ssts avec lisoforme FKBP12.6. Ces
protéines s’associent au RyR dans des proportioashsomeétriques, on trouve donc 4 FKBPs fixés
sur chaque canal RyR. En présence de FK506 oypdensaine, la FKBP12 se dissocie du RyR. La
comparaison d'images de cryoME du RyR1 en présedecEKBP12 ou aprés traitement avec la
FK506 ou la rapamicine, montre la fixation de FKRRIans une région proche du site de fixation
de la CaM (Wagenknecht et al., 1997). Ce positiotereg a réecemment été confirme par la
technique du transfert d’énergie de fluorescend®E(H (Cornea et al., 2010). Les FKBP sont
considérées comme des protéines de type chaperaressa-dire capable de modifier et/ou
stabiliser I'état conformationnel des protéines quelles elles s’associent, en particulier via leur
activité prolyl isomérase. Les FKBP agissent conules sous-unités régulatrices du RyR en
stabilisant le complexe macromoléculaire formélpayR et permettent I'ouverture et la fermeture

coordonnées de ces 4 sous-unités (Fill, 2002). fiet, eplusieurs travaux ont montré que la
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dissociation du complexe RyR1/FKBP12 entraine urggreentation de la probabilité d’ouverture du
RyR1 avec l'apparition de quatre niveaux de soumtootance. Ces états de sous conductance
pourraient correspondre a I'activité de chacunrdesomeres du RyR formant le canal calcique qui
en absence de FKBP12 seraient activés indépendantesenns des autres. Le réle de FKBP12.6
dans le contréle de I'activité du RyR2 reste mdiien compris. De plus, il a été proposé que, dans
la membrane du RS, des RyRs adjacents fonctiorteefdcon coordonnée (ouverture et fermeture
simultanées). Ce phénomeéne de couplage appeléptedogating » permettrait le contréle de
I'activité des RyRs non couplés au DHPRs par leRRgouplés aux DHPR (Marx et al., 2001;
Marx, Ondrias & Marks, 1998). Ces travaux suggemamtréle crucial de la FKBP12 dans la
synchronisation des RyRs au sein de la triade. Bemen une étude sur des fibres musculaires
squelettiques pelées montre un réle direct de IBAFR dans le CEC. L'absence de FKBP12
entraine une diminution de 'amplitude du relachete C4" induit par la dépolarisation (Lamb &
Stephenson, 1996). Enfin, il a été montré que fenédion du complexe RyR1/FKBP12 favorise
l'interaction du RyR1 avec un domaine de la bouti#l du DHPR (O'Reilly et al., 2002).
Cependant, l'invalidation du géne codant la FKBRh2z la souris n’entraine que tres peu de
modifications physiologiques des muscles squelsttgprobablement due a la surexpression d’'une
autre isoforme de FKBP (Shou et al., 1998).

v' Les protéines du réticulum sarcoplasmique : triedianctine, et calséquestrine (CS@)if
aussi paragraphe 1.4.2.3)

La Triadine et la junctine sont deux protéines graembranaires de la membrane des citernes
terminales du RS des muscles squelettiques etacprels. Ces deux protéines sont formées d’une
courte queue N-terminale cytoplasmique, d’'un segingent transmembranaire et d’'une partie C-
terminale hautement chargée située dans la lunder®&S. Différents isoformes de la triadine,
résultant d’'épissage alternatif d'un seul géne,t sxprimés dans le muscle squelettique et
cardiaque. La principale forme présente au niveala driade est la forme la plus longue de 95 kDa.
Triadine et junctine sont capables d’interagir fola avec RyR1 et la calséquestrine de type 1 dans
le muscle squelettique (CSQ1) (figure 20). Les messde I'activité canal du RyR1 reconstitué dans
une bicouche lipidique artificielle en présenceesuabsence de CSQ, de triadine et/ou de junctine
ont montré une relation étroite entre ces protéitaas la régulation de I'activité du RyR1 (Beard et
al., 2002; Szegedi et al., 1999). Plus récemmem, diminution significative de I'amplitude du
transitoire calcique induite par la dépolarisatibaduisant une diminution d’efficacité du CEC, a

été associée a I'absence de triadine. (Goonaseketa 2007). La méme étude montre également
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que la triadine et la junctine se fixent sur deessdifférents du RyR1 suggérant une régulation
indépendante du RyR1 par ces deux protéines. De [@udomaine cytoplasmique de la triadine
interagit avec le domaine cytoplasmique du RyRdneanticorps dirigé contre ce domaine modifie
I'activité canal du RyR1 et le relachement d&’Qaors du RS (Groh et al., 1999) . La junctine
jouerait plutoét un réle dans le maintien des starMsiques (Beard, Wei & Dulhunty, 2009a; Wang
et al., 2009).

ftransverse tubule
surface membrane

ryanodine cytoplasm
receptor

calsequestrin
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Figure 20: Représentation schématique de I'arrangeent RyR/[triadine/Junctine/CSQ] au sein d’une triace

Tirée de (Beard et al., 2009a)

La triadine et la junctine forment avec la CSQ,aamplexe multiprotéique dans la lumiére du RS chkypde
s'associer avec le RyR, de le réguler, et jouerdlmde détecteur du €duminal. La CSQ permet de concentrer le
C&* luminal au niveau de son site de relachement.
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Nom de la Protéine Description / Propriétés Taillé Zones Roéle / Effet Références
Localisation | d'interaction(s) bibliographiques
principale sur le RyR
mitsugumin-29 (ou| - 4 domaines 29 kDa / ? -augmente la probabilité (Pan et al., 2004;
MG29) transmembranaires membrane des d’ouverture du RyR (en bicouchePan et al., 2002;
- forme des hexameéres tubules lipidique) Treves et al.,
transverses -I'absence de MG29 : 2009)
(fibres modification ultrastructurale de
adultes) la triade et dysfonctionnement
des flux calcique
CLic2 (Chloride | -nouvelle protéine associée| &7 kDa/ Région comprise| - augmente la liaison de la (Meng et al.,
Intracellular Channel 2] RyR1 muscle entre les ryanodine sur RyR1 (en 2009)
- relative a la famille des squelettique e domaines 5 et 6 | augmentant I'affinité de la
glutathione transférase cardiaque dans la région ryanodine pour RyR1) - diminueg

le relachement de &a

(homologie de séquence) | (cytoplasme) | « clamp »
- Stabilise RyR1 dans son état
fermé (en bicouche lipidique)
- modifie la conformation 3D du
RyR1
protéine S100A1 -homodimere 20 kDa/ -Résidus 3616- | -augmente la probabilité (Divet et al., 2005;

-famille des protéines liant
le C&*

-Interaction sur
RyR1dépendante du €a

membrane du
RS

3627 (région
conservée sur
RyR1 et 2
humains)
-méme domaine
d’interaction que
la CaM

d’ouverture du RyR1
-stimule le relachement de £a
induit par le C&'

Wright et al.,
2008)

Annexine VI

protéine liant les
phospholipides de maniére
dépendante du €a

67 kDa /
lumiére du RS

modulateur physiologique du
RyR : activation par des
concentrations nM en bicouche
lipidique

al., 1990;
MackKrill, 1999)

Homer(ou vesl) -famille multigénique avec| 22 kDa région riche en | -effet d'Homerl sur le CEC (Feng et al., 2002;
variants d'épissage /cerveau, proline : remarque : Interaction possible | Pouliquin &
- cytoplasmique ou muscle domaine PPXXF| avec les sous-unit§da etalS Dulhunty, 2009)
membranaire squelettique et (RyR1) ou du DHPR car ces deux sous-
-multimérisation cardiaque PPXX® via un unités contiennent des séquences
- roles dans signalisation | (cytoplasme), | domaine EHV1 | correspondant au site de liaison
calcique poumon sur Home d’ Homer

JP45 -1 seul segment 45 kDa / face | interaction - L’absence de JP45 entraine | (Anderson et al.,
transmembranaire jonctionnelle | indirecte avec une diminution du relachement | 2006; Divet et al.,
-interagit avec la CSQ, la | de la citerne | RyR1viala de C&" pendant le CEC et une | 2005; Treves et
sous-unitélS etBla du terminale du | CSQ diminution de I'expression al., 2009; Zorzato
DHPR-phosphorylation RS membranaire de la sous-unité | et al., 2000)
possible in vitro par une alS
kinase AMPc dépendan

SRP 27 - 3 segments 27 kDa / ? - crée un courant potassique qui | (Bleunven et al.,
transmembranaires membrane du contre balance le mouvement 2008; Pouliquin &
- forme un canal ionique RS charges associé au courant gér | Dulhunty, 2009;
perméable au K Cerveau, parle relachement de E4via Treves et al.,
- forme des dimeres et des| muscle RyR1 e empéche une polarisation 2009)
trimeres squelettique et de la membrane du RS lors
-Famille multigénique avec| cardiaque, CEC
variants d’épissage poumon
- cytoplasmique ou
membranaire

Cav-3 Voir paragraphe 1.3.1.2 de ce manuscrit

Tableau V: Protéines interagissant avec le RyR

Les protéines surlignées en jaunes interagissepeovent interagir a la fois avec RyR1 et le DHPR

(Diaz-Munoz et
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2.1.2.6.2 Réqulation par des ligands non protéigu¢€a’*, ATP, Mg>"

Bien que les RyRs soient régulés par une large gadenmolécules, les ligands de nature
non protéiques que sont 'ATP, le Mgt le C&" sont reconnus comme étant des régulateurs clefs
du RyR (Meissner, 1994). lIs régulent difféeremmiest RyRs cardiaques (RyR2) et squelettiques
(RyR1). Cette différence expliquerait en partiedd&rences de mécanisme de couplage excitation-
contraction entre muscles cardiaque et squelet{icgaser, Lenz & Lamb, 2001).

La sensibilité du RyR & la concentration cytoplagrai de C& varie d'un isoforme & un
autre, mais suit dans tous les cas une courbe desGEn absence de Mgt d’ATP, I'activité
canal est activee par des concentrations de I'adldrenicromolaire (1 a 10 uM) et inhibée par
I'exposition de sa face cytoplasmique a des comagons millimolaires (1 a 10 mM) (Meissner,
1994). Cette régulation met donc en jeu plusieities sle fixation du Ca sur la face cytoplasmique
du RyR. L’activation se fait via un site de fortiraté (site A, pour activation), tandis que
I'inhibition se fait via un site de faible affinitgsite I, pour inhibition) qui est non sélectif pdas
différents cations divalents (Laver, 2005). La aamtcation cytoplasmique de Eavarie dans la
cellule musculaire de100-150 nM pour la fibre misica au repos a environ 20 uM lors de la
contraction.

Une régulation de l'activité du RyR par le ‘Cgrésent dans la lumiére du RS a également été
démontrée (Tripathy & Meissner, 1996). Cette régmamet en jeu les protéines liant le’Cat
associées au canal comme la CSQ ou la junctine éggilement, des sites de liaison da*@ai

sont localisés au sein du domaine cytoplasmiquByR. Ces sites sont accessibles via la lumiére
du RS (Fill & Copello, 2002).

L’ATP libre cytosolique peut directement activer RyR. Comme pour le Galeffet de
'ATP varie d’'un isoforme a un autre, RyR1 présantame sensibilité plus forte a 'ATP que RyR2.
Dans le cytosol d’'une fibre musculaire, la concatitn en ATP est d’environ 8 mM. La majorité de
cet ATP est sous une forme complexée af'MTM-Mg®*, qui n'a pas d'effet sur le RyR. Le
rapport des concentrations respectives d’ATP e¥id&" représente donc un élément important de
l'activité du RyR. Lorsque la concentration d’ATé&tdle augmente, la concentration d’ATP libre
augmente favorisant ainsi l'activation du RyR. E\&tion de la concentration de a
cytoplasmique provoquée par I'ATP peut a son teafarcer I'activation du RyR par le mécanisme
de «relachement de €ainduit par le C& » (« C&" induced C&' release » ou CICR) (Laver,
2005).
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Le Mg®* cytoplasmique est lui-méme un antagoniste puissarRyR. Parmi les différents
isoformes, RyR1 est le plus sensible & I'actiorMif* (Laver, 2005) et (Fill, 2002)). Dans la fibre
musculaire au repos, I'effet inhibiteur du #Mgparticipe de fagon importante & I'inactivation des
RyRs. L'essentiel du Mg cytoplasmique est présent sous forme complexé®A®P) et la
concentration en Mg libre dans la cellule au repos est donc de I'odirel mM. Les expériences
menées par Lamb et Stephenson sur fibres musaulaélées de rat ont montré qu’une réduction
d’'un facteur cing de la concentration cytoplasmigeeMd" libre (0.2 mM) suffit & déclencher un
relachement de Gahors du RS (Lamb & Stephenson, 1994). L’hypothésteiellement retenue
pour expliquer I'inhibition du RyR1 par le Mifait intervenir deux mécanismes (Laver, Baynes &
Dulhunty, 1997) : a) le Mg peut inhiber I'activation du RyR par le €gar compétition pour la
fixation sur les sites d’activation (sites A) lousgle muscle est au repos et que la concentration
cytoplasmique en Gaest faible (moins de 1uM) ; b) le Kfgpeut inhiber le RyR en se fixant sur
les sites de faibles affinités qui contrdlent liiition par le C&" (sites I). Le M§" régulerait donc
RyR1 en se fixant sur les mémes sites que & Ca

La régulation des RyRs par I'ATP, le Kfcet le C&" met donc en jeu plusieurs mécanismes
interconnectés qui dépendent des variations deeotration respectives de ces différents ligands.
Les mécanismes de variation de la concentratioohdeun de ces ligands intervenant nhotamment

lors de la contraction musculaire ne sont pas cétapient connus a ce jour.

2.1.3 Organisation spatiale du DHPR et du RyR au sein de la triade

2.1.3.1 Dans le muscle squelettigue

Depuis les années 80, I'équipe dirigée par ClaaaZni-Armstrong a joué un réle prépondérant
dans la description de I'organisation spatialeest'dtrastructure des protéines impliquées dans le
CEC en étudiant par cryomicroscopie électronique I'aigation de ces derniéres dans la triade
(Serysheva, 2004). Le couplage conformationnelpsiggosur une organisation trés particuliere des
deux canaux dans leur membrane respective au sdintdade. Les interactions protéiques qui ont
lieu lors du CEC nécessitent un arrangement géaguétrstrict entre ces deux protéines. Les
premiéres images obtenues par microscopie élegtrennontrent que les DHPRs s’organisent par
groupes de quatre régulierement espaces le lorlg deembrane des tubules T pour former des
structures appelées tétrades (Block et al., 198BeKura et al., 1994) (figure 21). Cette organsati

des DHPRs en tétrades régulierement alignées sambkssaire au CEC comme le montrent les
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récentes études réalisées sur le m« poisson zébre déficient ¢{ia (Schredelseker et al., 20!
(voir chapitre 3)En effet dans cmodéleanimal le seul défaut structural associé a la prrit€EC
semble étre la perte de I'organisation du DHPR&#&ades. Les images de la membranetubules
T et de la membrane du RS lui faisant face, obtempagcryomicroscopieélectronique, montrent
une correspondance entre I'organisation du DHPR eradélet I'organisationdu RyR1, chaque
tétrade correspondaatla positiond’'un RyR1(Block et al., 1988; Kim et al., 20(. Ces images
montrent également que seul un RyR sur deux esbreespondancavec une tétras, la moitié des
RyRs seulement pouvant étdirectement active par les DHPRgfigure 21. Une hypothése
toujours en débat a I'heure actuelle voudrait gaseRyR non connectés au DHPR soient activé
le mécanisme de « €ainduced C?* release » grace au €arelachés par les RyR coupl
contribuant ainsi au relachement total de** (Endo, 2009) Les raisons de cette association
alternance des RyRs ne sont pas clairement établé&smoins, il a été suggéré que la différe
de taille entre tétradet RyR, pouvait en partie expliquer cette orgaiuse(Franzin-Armstrong &
Kish, 1995)Cette hypothése est soutenue par les surfaceglaytoiques respectives du DHPF
du RyR déduitsles modeles de structure tridimensionnelle de eag drotéine:

RyR

Figure 21: Représentation schématique de I'organisation deRyRs et des DHPRs au niveau des triades da
la fibre musculaire squelettique
Adapté de (Franzini-Armstrong, 2004)

Sur la face jonctionnelle de laembrane du RS, les RyRs (cercllancs,chaque cercle représente une -unité
du RyR1, quatre arcles représentant une unité canal F forment des alignementréguliers. Les RyRs
interagissenentre eux via leurs domaines cytoplasmiques. Le®Rd1cercle noir, chaque cercreprésente un
DHPR) sontorganisés en tétrades, chaque tétrade se trouseresspondance avec une unité canal R'Seul un
RyR sur deux se trouve juxtaposé a une tétradertieR3
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Malgré l'importance structurale et fonctionnelle dette organisation, ni le DHPR ni le

RyRs ne sont impliqués dans la formation de la tjonctriadique en elle-méme ni dans leur
adressage respectif dans les structures membrangirie la composent (Flucher & Franzini-
Armstrong, 1996). De plus, I'observation de diaginas d’embryons de souris dysgéniques montre
la présence de triades et de cluster de RyRs amren lignes (Franzini-Armstrong, Pincon-
Raymond & Rieger, 1991). De méme, I'observationfidees musculaires issues d’embryons de
souris dyspédiques a permis de conclure a la nptigation du RyR dans la formation des triades
(Takekura et al., 1995). Cependant, les travauxési@ar Franzini-Armstrong et ses collaborateurs
ont amené plusieurs précisions. Alors que les RyRdist pas besoin des DHPRs pour s’organiser
en réseaux ordonnés, les DHPRs dépendent des RRyglRdteur organisation en tétrades au sein des
triades (Takekura et al., 1995). En effet, sur migstubes dérivés de cellules de la lignée 1B5 on
n'observe pas la formation de tétrades ordonnéeBHIRRS. Seule I'organisation de clusters de
DHPRs similaires a ceux observés dans le muscthacpre est visible. La lignée cellulaire 1B5 est
une lignée murine myoblastique n’exprimant aucus ideformes du RyR. Cette lignée est souvent
utilisée comme systeme d’expression homologue dénsde des RyRs (Moore et al.,, 1998).
L’expression du RyR1 dans ces myotubes 1B5 entrame restauration de l'organisation des
DHPRs en tétrades et leur alignement orthogonakseptatif d'un lien avec les RyRs (Protasi,
Franzini-Armstrong & Allen, 1998; Protasi et alQaD)

Parallelement & ces études morphologiques, d€sierpes de co-immunoprécipitation et de
co-purification a partir de préparation membrandieetriadeont montré I'existence d’'un complexe
macromoléculaire réunissant DHPR et RyR1 (Martgl t1994). Plus tard, des travaux associant la
cryofracture et la pharmacologie du RyR ont condiroes données biochimiques en démontrant
I'existence d’un lien étroit entre I'orientationasiale de DHPRs et I'état conformationnel du RyR1
(Paolini et al., 2004a). Cette étude démontreeiaént que la distance moyenne entre les centres de
chaque DHPRs adjacent dans une tétrade, 19.5 hm&deste & 2 nm lors de I'ajout de ryanodine a
une concentration de 500 pM induisant la stabibsatu RyR1 dans un état fermé. Ainsi, I'état
fonctionnel du RyR1 influe sur l'orientation spiides DHPRs dans une tétrade. Ce phénomene ne

peut étre que le résultat d’'un couplage physiqrextientre le RyR1 et le DHPR.

2.1.3.2 Dans le muscle cardiague

Le strict alignement des DHPRs et des RyRs obs#aws le muscle squelettique n’existe

pas dans le muscle cardiaque bien que l'organisatio RyR2 dans la membrane du RS soit
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similaire a celle du RyR1 (Jorgensen et al., 19R83. DHPRs cardiaques ne sont pas organisés en
tétrades, et ne montrent pas d’association spéeifeivec les RyRs malgré leur localisation tres
proche dans des domaines jonctionnels (Sun efi@®5). Ces données sont confirmées par des
mesures de staechiométrie RyR/DPHR dans la cellulscuafaire cardiaque indiquant la présence
d’'un grand exces du RyR2 par rapport aux DHPRsirf@mv a 10 fois plus de RyRs que de DHPRs

suivant les espeéces ; (Bers & Stiffel, 1993).

2.2 Mécanismes du couplage excitation-contraction (CEC)

Le terme « couplage excitation-contraction » egowd’hui utilisé principalement pour
décrire le mécanisme par lequel I'information éligcte percue par le DHPR est transmise au RyR.
Ce processus abouti & la libération massive d&, @ers du RS et est donc responsable du
déclenchement de la contraction. Le controle detiVdé du RyR par le DHPR a été appelée
« couplage orthograde » et son importance dansylsigdlogie du muscle est clairement établie. Plus
récemment, 'absence totale de courant calciquee gmar le DHPR dans des cellules musculaires
squelettiques n’exprimant pas RyR1, a mis en égeldexistence d’'un mécanisme de contrdle de
I'activité du DHPR par le RyR. Ce phénomeéne fut n@n« couplage rétrograde ». Le role de ce
processus, comme celui du courant calcique portéepRHPR, dans le CEC est beaucoup moins

clair et ses bases moléculaires encore mal connues.
2.2.1 Le couplage orthograde DHPR/RyR

2.2.1.1 ldentification du DHPR comme détecteur dualtage : un mouvement de
charges intramembranaire déclencheur du relachemerde C£* hors de la RS

Dans les années 70, la triade et les « pieds fomatis » sont déja considérés comme des
sites essentiels aux processus initiant la combraghusculaire suite a un PA. La nature de la
transmission de linformation «a travers » la jioore triadique a donné lieu a différentes
hypothésesL’existence d’'un courant calcique activé par laalépsation fait notamment penser
que le C&" entrant dans la cellule pourrait étre le factetolehchant de la contraction ou le facteur
déclenchant du relachement dClaors du RS. Cependant, le décalage cinétique Bemteée de
Ccd" et le relachement de €aainsi que I'observation d’'une persistance de emtibn en absence
de C&" extracellulaire fit abandonner cette hypothése.d&but des années 80, un modéle de
transmission mécanique fut propose, mettant enupeudétecteur du voltage localisé dans la
membrane des tubules T et connecté via un « levidéculaire » a la protéine de la membrane du
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RS responsable du relachement dd"Clan 1973, Schneider et Chandler montrent I'existetiun
mouvement de charges intramembranaire induit pdégelarisation de la membrane plasmique et
qui précéde la libération du Easarcoplasmique. Ce mouvement de charges est paolin
traitement au glycérol qui entraine une dissocmtéu tubule T de la membrane plasmique
(Schneider & Chandler, 1973). Ce phénomeéne ests alor comme le reflet de la réponse
membranaire a la dépolarisation qui initie le CEC.

Au méme moment, on découvre la sensibilité du CiCdehydropyridines et certains de ses
dérivés qui sont aussi des antagonistes ou desisterdu DHPR (Dulhunty & Gage, 1988;
Eisenberg, McCarthy & Milton, 1983). Ainsi, les\tex de Rios et Brum (1987) montrent que de
faibles concentrations de dihydropyridines inhibénta fois les mouvements de charges et le
relachement de Gahors du RS (Rios & Brum, 1987). Enfin, I'identiiton des souris dysgéniques
en 1986 (Beam et al., 1986), ainsi que les trawvBexpression d’ADNc codant le DHPR dans des
myotubes dysgéniques permirent d’établir de facéfindive que les DHPRs présents dans la
membrane des tubules T jouent le role de « détedieyotentiel » et générent le mouvement de
charges véritable déclencheur du relachement dee€aonc du CEC (Adams et al., 1990; Tanabe
et al., 1988).

2.2.1.2 Interactions DHPR/RYVYR : la sous-unit&1S du DHPR au centre du CEC

Vers la fin des années 80, I'équipe de Shosaku Nsiagsocie avec celle de Kurt Beam
venant d’identifier les souris dysgéniques. Ensemlt vont considérablement faire avancer la
compréhension des mécanismes moléculaires du C&@mnment en montrant le réle primordial
joué par la sous-unitél du DHPR. En injectant de 'ADNc codant la sougéil dans des
myotubes de souris dysgéniques, ils restaurent faidales mouvements de charges et le CEC
(Adams et al., 1990; Tanabe et al., 1988) (figuz¢. As notent cependant qu'un CEC de type
squelettique, c'est-a-dire indépendant de la poésde C& dans le milieu extracellulaire, ne peut
étre rétabli que par I'expression de I'isoforme edgttique de la sous-uni€l (@1S) et non par
I'expression de lisoforme cardiaquelC) (Tanabe et al., 1990b). L’expression de l'isofe
cardiaque de la sous-unigd entraine la mise en place d'un CEC de type caqudiec'est-a-dire
strictement dépendant de la présence d& @ans le milieu extracellulaire. L'expression dales
myotubes d’embryons dysgéniques de sous-unitéshimériques, correspondant & une sous-unité
alS dans laguelle différents domaines sont remplpaete domaine correspondant de la sous-unité
alC (ou vice versa),a permis lidentification deHdaucle II-Ill de la sous-unit&lS comme un

domaine essentiel au CEC (Tanabe et al., 1990a)ré&3eiltats sont les premiers a suggérer que la
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boucle II-lll puisse transmettre le changement conftionnel du DHPR au RyR et étre

responsable du couplage mécanique permettant le CEC
a W Figure 22: Comparaison de l'activité
d

contractile dans des cultures
primaires de myotubes

Tirée de (Tanabe et al., 1988)
(a,b,c) activité contractile spontanée.
(d,e,f) activité contractile en réponse a
un stimulus électriqgue. Les fléches
indiquent le moment de la stimulation
électrique.
Les mesures ont été effectuées sur des
S ——— myotubes normaux (a,d), des myotubes
] 1 I I dysgéniques (b,e) et des myotubes
dysgéniques transfectés avec I'ADNc
codant la sous-unitélS (c, f).
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2.2.1.3 ldentification du RyR comme canal calciqueesponsable du relachement du
calcium hors du RS

Dans les années 60, I'implication dans le procedsua contraction d’une protéine sensible
a la ryanodine encore non identifiée est suggéréeega des études montrant que la ryanodine
pouvait provoquer la contraction des muscles patalysie (Jenden & Fairhurst, 1969). Plus tard, il
a eté montré que la ryanodine se fixe avec une ffinité sur une protéine présente sur la face
jonctionnelle du RS et responsable du relacheme@a hors du RS (Pessah et al., 1986; Pessah,
Waterhouse & Casida, 1985). Il fut alors montré ueyanodine bloquait son récepteur dans une
conformation ouverte expliquant ainsi son effetlawrontraction musculaire (Fleischer et al., 1985)

Parallelement, dans les années1980 la fonctioradal calcium de ce récepteur a été mise
en evidence et caractérisée. La purification du RyRson incorporation dans des bicouches
lipidiques artificielles ont permis sa caractéiimat électrophysiologique et son identification
comme le canal responsable du relachement dé diaRS (Campbell et al., 1987; Campbell &
MacLennan, 1981; Smith, Coronado & Meissner, 18886ith et al., 1988).

Dans le but d’étudier les changements conformaéilznde la région cytoplasmique du
RyR1, Kang et al. (1992) développent une techniqaemarquage spécifigue par une sonde
fluorescente. L’activation du RyR par le‘Cau la liaison de ryanodine entraine respectivernaet
augmentation et une diminution de l'intensité defescence de la sonde. Ce type de marquage fut
alors utilisé sur des préparations de triades iptelisité de fluorescence de la sonde mesurée

pendant la dépolarisation des tubules T. Ces travaattent en évidence un changement de
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conformation du RyR1 induit par la dépolarisatiorpeécédent le relachement de*Chors du RS
(Yano, el-Hayek & Ikemoto, 1995)

Enfin, de la méme facon que la restauration d'urCQfe type squelettique nécessite la
présence de l'isoforme squelettique de la sougwrii{ 'expression des différentes isoformes de
RyRs dans des embryons de souris dyspédiques aispelen montrer que seul lisoforme
squelettique de RyR permet le rétablissement d’'&C Cle type squelettique (Takeshima et al.,
1994).

2.2.2 Existence d’'un couplage rétrograde

Une autre étape importantans I'étude du couplage DHPR/RyR fut la mise edeihce
d'un contrdle de lactivitt du DHPR par RyR1 darss dellule musculaire squelettique. Ce
mécanisme fut appelé « couplage rétrograde ». Uplage fonctionnel entre le DHPR et RyR1 est
donc bidirectionnel, le DHPR contrdle 'activité ®yR1 et RyR1 contrble I'activité du DHPR. Ce
couplage « rétrograde » se traduit par une disparguasi totale (un facteur 30) du courant’Ca
porté par le DHPR dans des myotubes n’exprimanRy&&l. Ce couplage ne semble concerner que
la fonction canal calcigue du DHPR puisque l'amyplé des mouvements de charges dans ces
myotubes restent proches de la normale. Comme lfawass vu précédemment, I'expression dans
des myotubes dyspédiques d’ADNc codant RyR1 resteuCEC, mais également une densité de
courants de type L (porté par le DHPR) prochesadedrmale (Nakai et al., 1996). Ce couplage
« rétrograde » est spécifique de la cellule museuksguelettique et I'expression d’ADNc codant
RyR2 dans des myotubes dyspédiques n’a pas d&ffda densité du courant de type L. Une étude
plus récente et plus compléte de l'influence duréda de I'activité du DHPR par RyR1 montre que
RyR1 affecte les principales propriétés biophyssqde DHPR, cinétiques d’activation, modulation
par les agonistes des dihydropyridines et conduetaix ions divalents (Avila & Dirksen, 2000).
De méme, il a été montré que I'exposition de myetude souris sauvages (non génétiguement
modifiées) a des concentrations de ryanodine péantetie bloquer RyR1 dans un état inactivé
provoque une augmentation de I'amplitude des casird@ type L (Bannister & Beam, 2009b). Cet
effet n'est plus observé sur des myotubes d’emtzrygiyspédiques (Bannister & Beam, 2009b). Une
étude en microscopie électronique de I'organisagantétrade du DHPR dans la membrane du
tubule a également montré une modification des d#ioas de la tétrade aprés traitement des
myotubes en présence de concentrations élevéegadedine, indiquant que les changements de

conformation du RyR1 induit par la ryanodine emteaiun changement de conformation du
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DHPR(Paolini, Protasi & Franzini-Armstrong, 2004h)ensemble de ces résultats confirme donc
que par ce couplage rétrograde, I'état fonctionael RyR1 contrdle les changements
conformationnels du DHPR, a la base de I'activati@s courants L. De ce fait, les régulateurs
physiologiques du RyR1 (protéines partenaire<’,G&TP, potentiel rédox) pourraient également
modauler les propriétés des courants L.

Le mécanisme précis de ce couplage rétrograde péestclairement établi aujourd’hui.
Cependant, il semble impliquer une région de IssmitéalS, la boucle II-1ll, déja impliquée dans
le signal responsable du couplage orthograde. féfy éxpression dans des myotubes dysgéniques
d’'une sous-unit&1S chimérique dans laquelle la séquence correspordéa boucle II-Ill a été
remplacée par celle correspondant a la boucld datdiague ne permet de rétablir ni le CEC ni le
courant calcique de type L alors que I'expressiertiadsous-unité1S entraine le rétablissement du
CEC et du courant de type L (Grabner et al., 1988)domaine de la sous-unii& pourrait donc
étre impliqué a la fois dans le couplage orthogretdgans le couplage rétrograde. Il est cependant
intéressant de noter que bien que le role du cowalnique de type L dans la physiologie de la
cellule musculaire soit encore trés mal comprisyuptage orthograde et couplage rétrograde
semblent intimement liés, la modification de l'uracgompagnant automatiquement de la
modification de l'autre. L'imbrication de ces demeécanismes rend difficile I'identification des

déterminants moléculaires spécifique de 'un oliaidre.

2.2.3 Le CEC dans la cellule musculaire cardiaque

Bien que les composants moléculaires du complexemdeilisation calcique soient
globalement les mémes dans le muscle cardiageeneti$cle squelettique le processus de couplage
entre DHPR et RyR2, en place dans le muscle cardjagst fondamentalement différent de celui en
place dans le muscle squelettique. Cette différerpese sur les différences de propriétés des
isoformes cardiaques des protéines impliquées l@a@&C et en particulier du RyR et du DHPR.
Dans le muscle cardiaque, c’est le calcium entwdatle DHPR, suite & la dépolarisation, qui
déclenche lui-méme l'ouverture du RyR2 et la litiéra de C&" hors du RS. Ce mécanisme,
strictement dépendant du calcium extracellulais¢ appelé « relachement de Calcium induit par le
calcium », ou CICR@alcium-Induced Calcium Relegset fut décrit par Fabiato en 1983 (Fabiato,
1983; Nabauer et al., 1989; Niggli & Lederer, 1990influx calcique provoqué par le DHPR est
donc la voie principale déclenchant la libératienG* du RS dans les cardiomyocytes (Nabauer et
al., 1989; Niggli & Lederer, 1990). Il est donc pide de différencier le CEC de type squelettique

du CEC de type cardiaque en étudiant la dépendanGEC vis-a-vis du Gaextracellulaire. Dans
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ce modele de CEC cardiaque, le mouvement de claargsein du DHPR, et le changement de

conformation du DHPR qu’il traduit, ne semble pasgr de rble direct dans la transmission de

I'information au RyR. Contrairement au CEC squélett, le CEC de type cardiaque ne nécessite
donc pas d’interaction « physique » du DHPR aveRylR. Cette absence de contact physique entre
ces deux protéines semble correspondre a une eagi@ni spatiale du RyR et du DHPR dans leur

membrane respective différente de celle observés tia muscle squelettique (voir paragraphe

2.2.2)

Conclusion :

Le CEC de type squelettique peut donc étre divis@ étapes clef : (1) un mouvement de
charges, provoqués par la dépolarisation, impliueaisemblablement les segments S4 de la sous-
unitéal du DHPR et traduisant un changement de confoomalé la protéine (2) la transmission de
ce signal au RyRs situé sur la membrane du RS p@rd son ouverture et le relachement d& Ca
dans le cytosol de la cellule musculaire. Un évamgnadditionnel, dont le réle physiologique est
encore mal connu, est représenté par I'ouvertureadal calcique DHPR et d’apparition du courant

de type L.
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CHAPITRE 3

LES DOMAINES DU RYR ET DU DHPR IMPLIQUES
DANS LE COUPLAGE-EXCITATION
CONTRACTION DE TYPE SQUELETTIQUE

Comme nous l'avons vu au chapitre précédent, unl @uportant pour I'étude des
interactions DHPR / RyR a été I'expression du DHRREuU RyR, présentant des domaines modifiés,
dans des myotubes dysgéniques ou dyspédiqueselriisiomaines du DHPR et du RyR ont ainsi
été identifies comme étant des éléments importdirsctement impliqués dans le couplage
fonctionnel RyR/DHPR. Encore peu de données ontrudgnt été obtenues quant aux séquences
précises de chacune de ces deux protéines impéiglases les interactions protéine-protéine qui sont
a la base du CEC. Ceci est en partie dU au fatnigone de molécules dont on peut suivre la liaison
sur le RyR soit en raison de leur faible affiniguple RyR soit du fait de I'absence de technique
permettant la mesure de leur liaison sur le RyRfdilsle résolution des modéles tridimensionnels
obtenus a ce jour ne permet pas l'identificatioactles aminés potentiellement impliqués dans de
telles interactions.

L’absence de modification importante du CEC damssngotubes de souris, dont le géne
codant la sous-unité26-1 ouy du DHPR est invalidé, a fait que les recherchedamaines
responsables du CEC ont plus particulierement mutdes sous-unitéslS etpla. Coté RyR1, la
taille de cette protéine représente un obstacl@@ntification précise de domaines fonctionnels
ainsi que des séquences impliquées dans une iberatirecte ou indirecte avec le DHPR.
L'existence de mutations du RyR1 associées a pedgbathologies musculaires a représenté une
source d’information importante dans la définitid@ domaine potentiellement important pour le
CEC.
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3.1 La sous-unité a1l du DHPR

Depuis les travaux des équipes de Beam et NumaabEeet al., 1988; Tanabe et al., 1990b)
la boucle cytoplasmique II-lll de la sous-unit&S est au centre du mécanisme de la transmission
orthograde et rétrograde de l'information entré®lPR et le RyR. Une grande partie des travaux
menés depuis a eu pour but d’identifier les donwmirgdou acides aminés de cette boucle
directement impliqués dans le CEC. D’autres régama sous-unitél (boucle I-11, boucle IlI-1V,
région C-terminale) ont cependant été impliquéess da régulation du CEC et ont notamment été
identifieces comme interagissant avec RyR1. Ainsdusipurs domaines de la sous-uniié
apparaissent intervenir dans le mécanisme du CEgliceméene aujourd’hui & un modele du CEC

basé sur des interactions multipoints entre DHPRy&1.
3.1.1 La boucle II-III

Les premiers travaux sur la sous-unitl&s ont consisté a étudier les propriétés fonctibesee
diverses constructions chimeériques associant desides cytoplasmiques de la sous-unit& aux
autres domaines de la sous-unité cardiaque o(1C). Ces sous-unités chimériques sont alors
exprimées dans des myotubes de souris dysgéni@@te approche a donc permis de montrer
comme évoqué précédemment, que seule la constructiatenant une boucle II-lll de type
squelettique (CSk 3, figure 23) permet la rest@mmad’'un CEC de type squelettique comparable a
celui obtenu avec I'expression de la sous-umlt® non modifiée (Tanabe et al., 1990a). A l'inverse
le remplacement au sein de la sous-uait® de la boucle IlI-1ll par son équivalent issu a@edus-
unitéalC (chimeresi1S/C) (Grabner et al., 1999) atM (chimeresulS/M) (Wilkens et al., 2001)
provoque la disparition du couplage bidirectionhéilsoforme alM est le produit de I'expression
du gene homologue de la drosophile et présentefailble homologie de séquence awsS. Il a
aussi été montré qu’un peptide correspondant a beticle se liait et activait RyR1 incorporé dans
une bicouche lipidique et augmentait la liaisonrganodine®H tritiée sur des vésicules de RS
isolées (Lu, Xu & Meissner, 1994).
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Figure 23: Contractions induites par dépolarisationde myotubes dysgéniques exprimant des constructisen
chimériques de la sous-unit@1S.

D’aprés (Tanabe et al., 1990a)

(A). Représentation schématique de la structurka denstruction chimérique di1S/al1C ou seule la boucle II-llI
est d’origine squelettique, le reste de la sousdurii étant d’origine cardiaque.

(B). Comparaison des contractions induites patitautation électrique des myotubes exprimant lassonitéalS
non modifiée (WT) ou la sous-unitél chimérique CSk3. Les mesures sont réalisées ésempce de calcium
extracellulaire (1), en absence de calcium exthalege (2) ou en présence de 0,5 mM cadmiun?{Gal5 mM) (3).
Le cadmium est utilisé pour bloquer le courantigale de type L via la sous-unitdddu DHPR. La stimulation dure
5 ms.

NH2 é:—_f_coOH

Par la suite, les recherches se sont largemenentmées sur I'identification des régions de
la boucle II-1ll intervenants dans le couplage DHRYR. En 1995, El-Hayek et ses collaborateurs
ont divisé la boucle II-lll en 4 domaines (A, B, & D ; figure 24) et synthétisé des peptides
correspondants a chacuns de ces domaides.mesures de relachement dé*@a de liaison de
ryanodine sur des vésicules de HSR ainsi que kéties propriétés canal du RyR1 reconstitué en
bicouches lipidiques, ont permis d’identifier dedomaines importants de cette boucle : le domaine
A (Thr*":Leu ®®) et le domaine C (GIG*Pro’®®. Ces domaines exercent des effets opposés sur
RyR1. Le peptide A a un effet activateur sur RyRprésente une forte affinité pour RyR1. Le
peptide A augmente la fixation de ryanodfesur RyR1 et active la libération de calcium hoes
vésicules de RS. Le peptide C bien que beaucoupsnaaitif que le peptide A semble inhiber I'effet
du peptide A et agir comme un antagoniste de Vatibn du RyR (Dulhunty et al., 1999; el-Hayek
et al., 1995; Ikemoto & el-Hayek, 1998; Lu, Xu & Mener, 1995; O'Reilly et al., 2002). Le
domaine A comprend un groupe de 5 acides aminégé&haositivement (AF§-Lys®®?) qui semble
étre responsable de I'effet activateur du RyR (Bi#k & lkemoto, 1998).

Parallelement, Leong et MacLennan (1998) identifiensite de fixation de la boucle II-1lI
sur RYR1 sur les acides aminés 1076-1112. Un fragmhe RyR1 correspondant a ce domaine et
traduit in vitro est spécifiquement retenu par go®nne d’affinité sur laquelle est immobilisée la
boucle II-lll. Cette interaction est dépendante ldeprésence de deux acides aminés chargés
positivement les Lysines 677 et 682, situées dandomaine A de la boucle IlI-lll (Leong &
MacLennan, 1998a).



Introduction et Rappels bibliographiques Page|77

Ces études, essentiellement biochimiques, suggfrenie domaine A de la boucle 1l-llI
pourrait représenter I'élément déclencheur du CBGsde muscle squelettique. Certains auteurs
allant méme jusqu'a proposer un modeéle d’activafi@pression du CEC basé sur les effets
activateurs et inhibiteurs des peptides A et CkiSki-Hayek & Ikemoto, 1999).

670 690 710 730 750 770 790
Boucle | | | |
= Ll o T L
I A o B 1 C I D !
6;1 65;0 6:34 !;24 76.0 750
722
Peptide A

S1"TSAQKAKAEERKRRKMSRGL®#®

Peptide C
24 EFSNVNEVKNPYPSADFPGDDEEDEPEIPVSPRPRP7¢0

Figure 24: Localisation des domaines définis par BHayek (1995) sur la boucle II-III.
D’apres (el-Hayek et al., 1995)

Cependant, cette hypothese est fortement remiseaese par les résultats obtenus par
expression dans les myotubes dysgéniques de sdgs-urlS comportant une boucle I1l-
modifiée. Cette approche a en effet montré quéltéiossible de a) déléter entierement la séquence
correspondant au domaine A (Ahern et al., 2001&rAlet al., 2001b), b) modifier profondément sa
séquence (Proenza, Wilkens & Beam, 2000b), c)dgplacer par une protéine d’environ 60KDa
(streptavidine ou tandem de protéines fluorescgiiBsnnister et al., 2009a; Lorenzon et al., 2004)
ou d) le remplacer par la séquence correspondantesaformealM, sans modifier profondément
le processus du CEC. Cette approche a en revamechaspd’identifier une région, correspondant
aux acides aminés 720-764 de la boucle II-Ill (Nakaal., 1998b) et recouvrant le domaine C
identifié par El-Hayek (1995), nécessaire au cayplaidirectionnel DHPR/RyR. Depuis, cette
séquence a été également impliquée dans le pracégsstouplage rétrograde (Grabner et al., 1999).
En effet, les couplages orthograde et rétrogradé teois deux restaurés lorsque cette séquence est
soit introduite dans une boucle II-11l d’originerd&que au sein de la sous-unitES (construction
SKLCye, figure 27) soit délétée entierement (Ahern et 2001b) soit issue de la sous-unitéVi
(construction SkLMs, (Wilkens et al., 2001)) (figure 25). Ces donnéas conduit a la notion de
« domaine critique » pour désigner cette séquercia doucle II-11l. A lintérieur de ce domaine
critique, deux sous-domaines ont été identifie3: 1€s acides aminés 734-744 correspondant a
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I'épitope de l'anticorps monoclonal aniilS (mAb 1A); cet anticorps fut utilisé pour corréle
d’éventuels changements structuraux de cette rémien le CEC (Kugler et al., 2004a) et (2) un
groupe d’'acides aminés chargés négativement (sidi4-751) (Kugler et al., 2004b). Le
remplacement des acides aminés ‘RlaPhé*, Prd** et Asg* par leur équivalent cardiaque
(respectivement P& Th’2, Th” et GIF™) provoque une réduction du CEC. De méme, la
structure secondaire de la région 744-751 sembpmrtante pour le CEC (Kugler et al., 20044a;
Kugler et al., 2004b). Les prédictions de strugugslisées par ces auteurs suggerent que lesacide
aminés 744-751 adoptent une structure peu orgadeségpe « random coil » rendant possible une
interaction avec RyR1 alors que la séquence cardiaqrrespondante adopterait une structure en

héliceo défavorable a I'interaction avec RyR1.
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Figure 25: Représentation schématique de sous-unied S chimérique présentant des boucles II-11l d’orighe
différente (a1S/M). Alignement des séquences en acides aminés Heucles II-1ll d’origine squelettique (@l1S),
cardiague (@1C) et de muscle squelettique de drosophilelM).

D’aprés (Wilkens et al., 2001)

(A) Les domaines de la sous-unitES de lapin sont représentés en bleu. Les domedmesspondant a la sous-uni&S
de drosophileq1M) sont représentés en noir.

(B) Alignement des séquences en acides aminés deuldebb-Ill squelettique ¢1S), cardiaqueoflC) et du muscle
squelettique de drosophilel(M). Les astérisques indiquent les acides aminésl@eetalM homologues de ceux de
alS. Les points indiquent les acides aminés ayastlklarges identiques.
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Les travaux utilisant des chimeres ont apporté wand) nombre d’informations sur
I'importance fonctionnelle de domaines précis duHAPHdans le couplage DHPR/RyR. Il est
cependant nécessaire de nuancer les interprétafienson peut en faire. En effet, ces études sont
limitées par le fait que les isoformesudl’utilisés possedent des séquences conservéessudle
[I-11l (figure 25B). Le réle fonctionnel de ces 1liégs dans le couplage DHPR/RyR ainsi que leur
influence sur les régions voisines n'a donc paétpaiétudié par cette approche. C’est notamment le
cas de la région C-terminale de la boucle II-lig¢fe 25B). Afin de pallier ce probleme et d’étudie
le role de I'ensemble des régions de la boucldl,lIFEquipe de Kurt Beam (2009) a récemment
étudié les effets sur le CEC de l'insertion d’unieptusieurs protéines fluorescentes a différemes si
de la boucle II-1ll de la sous-unitd S (figure 26). Cette étude confirme les résulpatsedemment
obtenus avec les sous-unitéschimériques, indiquant la non-nécessité de iyrité du domaine A
pour restaurer un couplage fonctionnel. Mais la@pale information apportée par ces travaux est
que le couplage bidirectionnel est empéché pasdiition d’'une protéine fluorescente dans la région
conservée C-terminale de la boucle. Ce résultajesegque le réle majeur joué par le domaine
critique de la boucle II-11l pourrait étre dépentde son lien avec le domaine transmembranaire IlI
de la sous-unitél via la région conservée C-terminale de la bo(B&nnister et al., 2009a). Cette
région pourrait transmettre au domaine critique demngements de conformation intervenant dans
d’autres parties de la sous-unii#, dans d’autres sous-unités du DHPR ou méme danains

domaines du RyR ou d’autres protéines du complexe.
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Figure 26: Représentation schématique des différeas insertions de protéines fluorescentes au seinldesous-
unité alS.

D’aprés (Bannister et al., 2009a)

Le segment rouge représente le domaine critigua deucle 1I-11l (résidus 720-765) défini par Nalen 1998. La
région N-terminale, comprenant le domaine A, eslignée en bleu et la région conservée C-terminate e
représentée en vert. Les protéines fluorescentd® (yEllow fluorescent protein) et la CFP (cyan fesrent
protein), sont introduites soit dans la région @rieale de la boucle Il-lll, avant le domaine travenbranaire IlI
entre les acides aminés 785 et 786S (785-YFP-786)), soit en remplacement des addesés 672 a 685 dans le
domaine A 1S (671-CFP) + (YFP-686)1S).

La majorité des études réalisées in situ sur destubgs exprimant des chimeresd’
s’accordent sur le fait que le domaine A ne jouegmrble essentiel dans le déclenchement du CEC
(Ahern et al., 2001a; Ahern et al., 2001b; Banni&t®eam, 2009a; Lorenzon et al., 2004; Proenza
et al., 2000b). Il serait facile au vu de ces rés$s) d’éliminer le domaine A comme composant
impliqué dans le couplage bidirectionnel DHPR/RyRIe considérer le domaine critique comme
seul déterminant essentiel de ces mécanismes.irf@@srtdonnées apportent cependant une vision
plus nuancée du rble éventuellement joué par leatltemA, notamment dans le couplage rétrograde.
L’expression dans des myotubes dysgéniques d’ADdicespondant a deux moitiés de la sous-
unité alS et n’incluant pas la région 671-700 (compre@adibmaine A) entraine la restauration du
CEC, mais les courants L enregistrés sont rédtitsue dépendance vis-a-vis du voltage déplacé
vers des potentiels plus positifs (Ahern et alQ12). De méme, I'expression d’une sous-unit&
dans laguelle a la fois le domaine A et le domarniteque sont délétés, a démontré I'existence d’'un
relachement de Ghinduit par la dépolarisation. Ce dernier représemtviron 17 % du transitoire

calcique observé en présence d’'une sous-ufinon modifiée, et ne nécessite pas la présence du
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domaine critique. Bien que cette construction reelpise pas de couplage rétrograde, la restauration
partielle du CEC suggere que d’autres régions deua-unitax1S sont impliquées dans le couplage
fonctionnel avec RyR1. Cette hypothese est soutpauaine étude quantitative de I'efficacité du
CEC révélant que I'expression d’une sous-uait€ chimérique incluant une boucle II-1ll d’origine
squelettique permet de récupérer seulement 30% ED. C'expression d'une sous-unitélC
possédant toutes les boucles cytoplasmiques aiesies domaines N et C terminaux S permet
dans des conditions identiques le rétablissemerii08e% du couplage (Carbonneau et al., 2005).
Ces résultats démontrent que les différentes bsugioplasmiques d1S influencent également
I'efficacité du couplage excitation-contraction. i3ace contexte, une implication du domaine A
dans la régulation de l'interaction de la boucldllavec le reste des boucles de la sous-urit®

et/ou avec RyR1 n’est pas a exclure.

Enfin, d’'un point de vue ultrastructural, les traxade Takekura (2004) suggerent que la
boucle 1I-11l n’est pas nécessaire a I'organisatitas DHPRs en tétrades indispensables au CEC de
type squelettique (figure 27). En effet, I'expressde la sous-unitélS chimérique comportant la
boucle 1I-Ill de la sous-unité1M permet la formation de tétrades (Takekura et2804). Cette
construction ne permet cependant pas le recouvitetieGEC, alors qu’elle restaure completement
les mouvements de charges (Wilkens et al., 20013'adit cependant du seul exemple ou une
construction chimérique di1S permet la restauration de tétrades et de mouusrde charges sans
restaurer aussi le CEC (figure 25 et 27). Ces ta@susuggerent donc que ni le domaine critique ni
les autres régions de la boucle II-1ll ne sont reguour I'organisation en tétrade des DHPRs. Ces
résultats, tout en rappelant I'importance de Is@née de la boucle II-Ill pour le CEC, démontrent
que d’autres éléments doivent intervenir dans mésractions au sein du complexe DHPR/RYR,
notamment dans 'aspect structural de I'interactionest essentielle au CEC de type squelettique.

Nous verrons plus loin que la sous-ufiié et la boucle I-1l semblent faire partie de déménts.
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Figure 27: Représentation schématique du rble desfférentes boucles cytoplasmiques @1S dans
I'interaction DHPR/RyR1 et la formation de tétrades

D’aprés (Takekura et al., 2004).

Les fleches en gras représentent l'interactiongipaile de la boucle II-1ll avec RyR1 et les flechmas petites
représentent les autres interactions connues lestautres boucles de la sous-unit& et RyR1. Les séquences de
type squelettique sont indiquées en bleu, les s@msede type cardiaque en rouge et celles corrdapba la sous-
unitéalS de drosophile en noir.

Comme nous venons de le voir, les interactionsedatboucle 1lI-1ll et le RyR jouent un role
majeur dans la signalisation DHPR/RyR. De méme clemgements conformationnels entre des
régions de la boucle II-1ll sont importants pourctaiplage bidirectionnel. Ces régions de la boucle
[I-11 peuvent directement interagir avec le RyRaimil est également possible que leur réle soit de
réguler positivement ou négativement ou de stabildsautres interactions protéines /protéines au
sein du complexe DHPR/RyR pour que I'ensemble dearpetres conformationnels et fonctionnels
nécessaires a I'établissement d’'un couplage biitewel efficace et complet soit présent. Ce
pourrait étre notamment le réle du domaine A. Danméles différents domaines fonctionnels
évoques ci-dessus pourraient étre impliqués sais dies interactions statiques liant le DHPR au
RyR, soit intervenir de maniere dynamique dangdasmission du signal lors des changements

conformationnels qui ont lieu pendant le CEC owdeiplage rétrograde. Malheureusement, les
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techniques d’analyse actuellement utilisées ne pemt pas de déterminer précisément le caractere
statique ou dynamique des interactions mise eneéeil Il est donc important de comprendre

comment ses interactions sont couplées entreeadligec les autres régions du DHPR.

3.1.2 La boucle III-IV

Dans le cas de la boucle llI-IV (acides aminés6tD618), I'utilisation des chiméresl S/C
n'a pu apporter d’information en raison de la fartmservation de séquence de cette boucle entre
isoformes squelettique et cardiaque (46/53 acidéaés conservés). En comparaison de la boucle
[I-111, les recherches menées pour étudier I'imation de la boucle 1lI-IV dans le CEC ont donc été
peu nombreuses. Et cela, malgré son identificatmmme étant le seul site de mutation du DHPR
(Arg1086His) associé une pathologie du relachemdent&* hors du RS, I'hyperthermie maligne
(Monnier et al.,, 1997). L’hyperthermie maligne aste maladie du muscle squelettique de
transmission autosomique dominante se manifestans $orme de crise dont la principale
manifestation est une élévation extréme et brutalla température centrale corporelle pouvant aller
jusqu'a la mort. La crise d’hyperthermie malignedéslenchée par certains médicaments a tropisme
musculaire, en particulier les anesthésiques hatgyéD’un point de vue fonctionnel, I'analyse de
myotubes dysgéniques exprimant une sous-urfité avec une boucle llI-IV porteuse de cette
mutation a montré que le RyR1 devient plus sengble stimulation par la caféine ainsi qu’a la
stimulation électrique. Cette altération de la aéjsmce au voltage suggére une contribution
allostérique négative de la boucle 1lI-IV dans teiglage avec RyR1 (Weiss et al., 2004). Un site
d’interaction potentiel de la boucle IlI-IV sur RyR1 a également été identifié. En effet, un
fragment du RyR1 correspondant aux acides amin2sl®22 est spécifiquement retenu par une
colonne d'affinité sur laquelle est immobilisée Haucle IlI-IV (Leong & MacLennan, 1998b)
(figure 29). Ces résultats suggérent une implicagimbable de la boucle IlI-IV dans le processus
de CEC.

L’équipe de Kurt Beam (2008) a recemment apporgééliements nouveaux montrant que la
boucle llI-IV n'est pas directement impliquée ddasCEC mais qu’elle intervient plutét dans
I'adressage de la sous-unit&S a la membrane ainsi que dans la régulationsipregriétés canales
(Bannister, Grabner & Beam, 2008). L’expressiomé’sous-unité1lS possédant une boucle IlI-1V
d’origine neuronale ofLA, voir tableau 1) dans des myotubes dysgéniquestma en effet des
mouvements de charges et des transitoires calcigaests, suggérant que moins de canaux sont

adressés a la membrane, mais que ceux qui y sactidonent correctement lors du CEC. De plus,
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une réduction des courants de type L de l'ordret@e% est observée indiquant un effet sur le

couplage rétrograde.

3.1.3 Le domaine N-terminal

Le domaine N-terminal de la sous-unitES (acides aminés 1-51) semble ne pas jouer de
réle déterminant dans le couplage DHPR/RyR. En,effanme I'ont montrées les études utilisant
des sous-unités chimériquasl$/ alC), les transitoires calciques, la formation deaties, et les
capacités de contraction des myotubes ne sont pa#iées par la substitution du domaine N-
terminal squelettique par son équivalent cardig@abonneau et al., 2005; Takekura et al., 2004;
Tanabe et al., 1990a). De plus, le remplacemena dgquence N-terminale squelettique par son
équivalent neuronalalA) n'affecte pas non plus l'adressage a la tridds DHPRs (Flucher,
Kasielke & Grabner, 2000). Les conclusions de céfg@rdntes études ont été confirmées une
nouvelle fois par la démonstration que la délétibmne grande partie du domaine N-terminal
(acides aminés 2-37) n'affecte ni les courantsyge L, ni les transitoires calciques (Bannister &
Beam, 2005). Ces auteurs montrent cependant qdélétion supplémentaire de 10 acides aminés

sur ce domaine (acides aminés 38-47) bloque I'adggsmembranaire de la sous-unit§.

3.1.4 Le domaine C-terminal

Le domaine C-terminal (C-ter) (acides aminés 1B823) joue un rdle plus déterminant
dans le CEC. Comme nous l'avons déja évoqué auitohap, ce domaine subit un clivage
protéolytique sur l'alanine 1664 (De Jongh, Merr&lCatterall, 1989; Hulme et al., 2005) mais ce
clivage n'affecte pas la capacité de couplage édtiER et RyR1 (Beam et al., 1992). L’expression
dans des myotubes dysgéniques de sous-uhitilétées dans des régions plus proximales dece si
de clivage a cependant montré I'importance de ceailte, et en particulier des acides aminés 1543
a 1647, pour le transport et 'adressage a ladramlla sous-unitelS (Flucher et al., 2000; Proenza
et al., 2000a). Le réle du domaine C-ter dans €aslage de la sous-uni&S a la jonction triadique
semble étre conditionné par la présence des admraaines cytoplasmiques de la sous-umlteEn
effet, une sous-unit@&lS obtenue par co-expression de deux protéinesspmndant respectivement
a la moitié C-terminale et a la moitié N-terminale la protéine est adressée a la membrane

plasmique, mais pas a la triade (Flucher, Weissr&€er, 2002).
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D’un point de vue biochimique, des interaction®clies entre le domaine C-ter et RyR1 ont
pu étre montrées. Notamment, plusieurs peptideegmondant a des segments du domaine C-ter
interagissent avec RyR1 et/ou induisent une inbibitle la liaison de ryanodine sur le RyR (Sencer
et al., 2001; Slavik et al., 1997). Pour évaluepdatinence de ces résultats dans un contexte plus
physiologique, des études utilisant la techniquéraesfert d’énergie entre molécules fluorescentes
(CFP, YFP) par résonance (FRET) ont été réaligémsadopoulos et ses collaborateurs (2004) ont
ainsi observé que I'absence du RyR entraine unéndtion de I'émission de fluorescence associée
a I'expression d’'une forme courte de la sous-unltéacides aminés 1-1667) a laquelle est fusionné
le tandem CFP-YFP (Papadopoulos et al., 2004). &miltat indique que RyR1 influence
I'environnement conformationnel du domaine C-tegs@©bservations sont confirmées par une étude
parallele ou une biotine est incorporée au seidamaine C-ter delS. Lorsque cette sous-unité
modifiée est exprimée dans des myotubes dysgénidaebiotine n’est pas accessible a une
streptavidine fluorescente, alors que I'expressibm cette sous-unité dans des myotubes
dyspédiqgues, en absence du RyR1, permet la fixa@ola streptavidine a la biotine (Lorenzon et
al., 2004). L’ensemble de ces résultats suggerdeg@&C pourrait étre influencé par linteraction
du domaine C-ter delS avec RyR1.

Enfin, il faut noter que différentes études ontnitnd que le domaine C-ter (492 acides
aminés) peut interagir avec plusieurs protéinesla#gces du RyR1 comme la calmoduline (Sencer
et al., 2001), la JP45 (Anderson et al., 2006)raroee la protéine Homer (Feng et al., 2002) efi ains

réguler directement son fonctionnement.

3.2 La sous-unité 1a.

Comme nous l'avons vu au chapitre 2, deux rélescgraux sont attribués a la sous-unité
Bla: (1)un rble dans I'adressage membranaire et la réguoldts propriétés de canal calcique de la
sous-unitéalS. Cette fonction est principalement liée a liatdion de cette sous-unité avec la
sous-unitél, et (2) un role direct dans le CEC.

Les études fonctionnelles sur des myotubes dessplumull ont démontré I'importance de
cette sous-unité dans le CEC. Les phénotypes psodar les manipulations moléculaires de cette
sous-unité dans des myotub@&-null de souris sont semblables a ceux décritsc ales
manipulations moléculaires de la sous-unit& dans les myotubes dysgéniques (Ahern et al3;200
Beurg et al., 1999; Beurg et al., 1997; Gregg tl8196; Strube et al., 1996). De telles similitide

phénotypiques suggérent que tout comme la sous-wl8, la sous-unitla, joue un réle clé dans
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la transmission du signal a RyR1. Mais, les raisexectes de la perte de CEC chez les s@drs
null restent non élucidées.

En effet, bien que les observations indiquent umendition significative de I'amplitude des
mouvements de charges et donc du nombre de DHEER{eurs de voltage) dans les myotuties
null, cette réduction du nombre de DHPRs a la mambexplique difficilement la perte totale de
CEC observée dans ces myotubes. Plusieurs exp&sient montré un réle direct de la sous-upité
dans la transmission du signal entre le DHPR ByR. En effet, la nature de I'isoforme de la sous-
unité B modifie la nature du CEC observé. Des myotupgsull transfectés avec l'isoforme
cardiaqueB2a montrent un CEC de type cardiaque alors queessdge membranaireod’S n’est
pas altéré. L'expression de constructions chimésgou délétées de sous-unifdsff2a a permis
l'identification d’'une région C-terminale sytla (35 derniers acides aminés) qui permet la
restauration d’'un CEC squelettique (Beurg et &991 Sheridan et al., 2003). Plus récemment une
interaction directe de la sous-unfiga avec RyR1 a été mise en évidence et un growguedds
aminés chargés positivement du RyR1 ¢EYsArg®®3 a été impliqué dans cette interaction. Les
auteurs de cette étude ont également montré goneitiation, ou la délétion, de ce groupe d’acides
aminés entraine la perte de l'interaction RyR® et une forte diminution de l'efficacité du CEC
(Cheng et al., 2005).

Cependant, le réle précis ¢da dans le processus de CEC reste aujourd’hui tdébat
notamment depuis les études récemment menées soodele de poisson mutant pdgita, le
« zebrafish mutant relaxed ». L’analyse de myotyldesull hautement différenciés issus de larves
de ces poissons a montré une absence de CEC.dinledflarves ne présentent aucun mouvement
et aucun transitoire calcique n’est observé damsrigotubes en réponse a une dépolarisation. Des
expériences d’immunocytochimie quantitative ont tmdmue cette perte du CEC était associée a
une perturbation compléete du réseau de tétradeéf@an les DHPRs (Schredelseker et al., 2005).
Cette étude démontre donc que dans ce modele adarsdus-unitdéla n'est essentielle ni pour
I'expression membranaire, ni pour 'adressagetédde de la sous-unitélS, mais suggéere qu’elle
pourrait agir comme une protéine d’assemblage Isgabi I'organisation ultrastructuraleod’'S en
tétrade au niveau de la triade. Ainsi, dans le tBusquelettique, le nombre restreint de canaux
observés a la membrane pourrait résulter d'une rditiun de la stabilisation du complexe
DHPR/RyYR parfla entrainant 'absence de formation des tétraplesdt qu’'une diminution de

I'adressage membranaire de la sous-uriits.
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De plus, comme le montre les expériences de Takek2004) (figures 27), lors de
I'expression d’alC dans des myotubes de souris dysgéniques, lausités3la endogene ne
permet pas la restauration de l'organisation cérestique des DHPRs squelettique en tétrades
(Takekura et al., 2004). En outre, I'adressage téidde de la sous-unifla semble nécessiter une
interaction ave@1S comme le suggere I'absence de colocalisatida deus-unitddla avec RyR1
dans des myotubes dysgéniques (Leuranguer, Papdds@Beam, 2006). Il semble donc que des
composants de la sous-unii&éS soient essentiels a la fois a 'adressage quieddefla et a la
formation des tétrades en regard du RyR1. La bddtlest un des candidats probables étant donné
I'interaction de forte affinité qu’il existe entle domaine AID de la boucle I-1l de cette sous-€imeit

B1a (voir chapitre 2). Mais d’autres domaines.fiS pourraient intervenir.

Le bilan des travaux présentés ci-dessus permeiadiner deux hypotheses pour expliquer
l'intervention de la sous-unitgla dans le couplage RyR/DHPR (voir figure 28B). D1jprés les
travaux de Cheng (2005) et de Leuranguer (20063pfaplexealSPla pourrait étre a l'origine
d’interactions entre RyR1 efla qui participeraient a la formation des tétragd®du a la
transduction du signal entre le DHPR et RyR1. (@)sbus-unitla agirait seulement comme un
modulateur allostérique positif de la conformatida la sous-unitéulS, permettant ainsi la

formation des tétrades et I'établissement du CEC.

En outre, I'expression de différents isoformes alsdus-unit§d dans des myotubgs-null
de poisson zébre a permis de démontrer que lesidoaae restauration du relachement d&" @a
d’organisation des DHPRs en tétrades sont esdent@htfla spécifiques. Alors que les fonctions
d’adressage a la triade et de restauration des enwemnts de charges semblent plus communeg aux
(au moins pourpla, p2a et M qui est lisoformep du muscle squelettique de drosophile)
(Schredelseker et al., 2009) (figure 28 modéles ®)e



Introduction et Rappels bibliographiques Page|88

A B

relaxed normal / relaxed+f3, relaxed+,, / relaxed+,,
I . |
o |‘ —CHJ‘ I| Q: . Q + Q: +
'$f 4:ii | sk-ECC:- sk-ECC: + sk-ECC: +/-
2 Tetrads: + Tetrads: +/-

|
: t'f\Tetrads: -

=

RyR1 RyR1 RyR1

Figure 28: Représentationschématique du réle de la sous-unitégla dans le contrdle de'interaction alS/RyR.

D’aprés (Schredelseker et al., 2009)

Les fleches en gras représentent l'interaction gade de la boucle -lll avec R/R1 et les fleches plus petit
représentent d’autres interactions pdssilentre les autres domaines de la sous-utfi® etRyR1. Le modélgs1-null
utilisé est le myotube de poisson zébr€ » = mouvements de charges au niveaul® ; «Tetrads » = formation des
tétrades ; « sk-EC& = CEC de type squelettic.

A. Situation dans les myotubdi-null : en I'absence de la sous-unifda, la sou-unité alS est dans une
conformation non fonctionnelle dans laquelle niilggractionsalS/RyR1 ni les mouvements de charges |
formation de tétrades ne sont posss. Aucun CEC n’est observé. .

B. Situation « normale (en présence de Bla endogéene ou d'urfia expriméealans les myotubefl-null) : La
présence dffla permet a la so-unité alS d'étre dans une conformation complétement fonoglle qui
autorise les mouvements deatges, la formation de tétrades et par conséquartetaction DHPR/Ry. CEC
normal.La deux hypothéses s’oppose : (1) D’'aprés les travaux de Cheng (2005) eLeuranguer (2006), le
complexe a1SBla pourrait aussi étre a l'origine d'interactionstre RyR1 et fla (fleches rouges) qui
participeraient a la formation des tétrades e@/tatransduction du signal entre le DHPR et Ry(2) La sous-
unité pla agit seulement comme un modulateur allostérppsitif de la conformation de la sc-unité alS,
permettant ainsi la formation des tétrades et [l&tabment du CE(

C. Situation lors de I'expression @ hétérologuespRa, M dans cet exemple). La restauration de la confoom
de la sous-unitélS est partielle. La conformation adoptée autatese mouvements de charqnormaux, mais
la formation des tétrades et donc le CEC sontés

L’ensemble de es résultatmet en évidence ledle crucial de la so-unité la dans le
processus de CEC autre que Maégulation de la fonction canaled’S ou de son expression &
membrane. L’interaction RyRf31a est un élément a part entiere du couplage physgtreDHPR
et RyR1 lors du CEC.
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3. 3 Le récepteur de la ryanodine

Comme cela a déja été mentionné, les liens fomatis entre RyR1 et DHPR sont de deux
types: (1) le couplage orthograde, qui représeamteohtréle de I'activité canal du RyR1 par le
DHPR et (2) le couplage rétrograde, qui représentmontréle de l'activité canal de la sous-unité
alS par RyR1. Les différentes interactions direetgse la sous-unitélS et le RyR1, ainsi que les

différents domaines fonctionnels identifiés sur Ryg®nt résumés dans la figure 29.

Sous-unité .
1 Membrane
aiSdu du tubule T
DHPR
C
b
N
K
./'
./
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[ '
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Figure 29 : Schéma résumant les différentes interions et sites impliqués dans le couplage entre $aus-unité
alS et le RyR1

Les régions A et C de la boucle du DHPR reliantdemaines Il et Il ont été définies par El-Haydl95). Les
régions R, Rioet Ris(en noire)du RyR1 ont été définies par Nakai (1998) et Prad@f02). Ro(acides aminés 1635-
2635) est une séquence indispensable au CEGadtdes aminés 2659-3726) R sont nécessaires au couplage
rétrograde et la région R16 (acides aminés 183B}2dkkragit avec la boucle II-1ll (Nakai et al., 1998roenza et al.,
2002).

Le domaine SPRY représenté est le domaine SPR¥@retspond aux acides aminés 1085-1208. In vitrdoraaine
SPRY montre aussi une interaction avec le domai(f&€he pointillée) (Cui et al, 2009)

Les domaines F3 et F7 (en orange) ont été idemfifar Altafaj (2005) comme interagissant avec imaae A de la
boucle II-IIl. lls correspondent respectivement agides aminés 1021-1631 et 3201-3661 (Altafal. e2@05).

Les expériences menées sur des chiméres RyR1/RyR&eimis d’identifier des séquences fonctionnehgsortantes
pour le CEC : les domaines comprenant les acidésésm 924-2446 (en violet) et 2644-3223 (en viglet)surtout la
région correspondant aux acides aminés 1-1680 plaie N-ter du RyR1 (en rouge). Cette région iemmtie domaine
D2 correspondant aux acides aminés 1727-1455 qu& j; role particulierement important dans le CE@réz,
Mukherjee & Allen, 2003a; Perez et al., 2003b).

Les régions représentées en bleu turquoise comdepb aux domaines identifiés par Zorzato (1996)roe pouvant
interagir entre elles au sein du RyR1 (acides ami®9-1172 et 3010-3225) (Zorzato et al., 1996).

Les domaines identifiés par Leong et Maclennan §188nt représentés en gris. lls correspondentaigles aminés
922-1112 et 1076-1112. lls interagissent respetiird avec la boucle 1I-1V et lI-lll (Leong & Macloman, 1998b).
Les fleches indiquent les interactions entre dg®ons du DHPR et du RyR.
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La détermination du réle des différentes régionsmgasmiques du RyR1 dans le couplage
DHPR/RYR a, comme pour la sous-unitES, bénéficié de I'existence d’'un modele animauiso
dyspédiqgues) et d'une lignée de cellules myogémidlignée 1B5) déficientes pour I'expression du
RyR1 permettant I'expression et I'étude fonctiotmele RyR chimériques composés de domaines
de RyR1 et de domaines du RyR2. Cette approchenaipee définir plusieurs régions du RyR1
impliquées dans le couplage fonctionnel avec le RHEa grande taille du RyR est cependant un
facteur de difficulté pour l'identification de domas fonctionnels de petite taille. Ainsi, la ragio
1635-2635 du RyR (R10) est impliquée dans le cagplathograde du RyR avec le DHPR, alors
que la séquence R9 (2659-3720) participe a la afigual rétrograde du DHPR (Nakai et al., 1998a).
De plus, des petites régions ont été identifiéest#isant la technique du double hybride qui peérmi
de démontrer une interaction spécifique entre tidea aminés 1837-2168 (R16) et le domaine
critique de la boucle II-1ll (acides aminés 720-Y§Broenza et al., 2002). Les mémes auteurs
montrent cependant que cette séquence R16 ne pemletseule ni d’assurer un CEC squelettique
normale, ni un couplage rétrograde, et que d’autéggons du RyR1 sont nécessaires a ces
mécanismes. Les expériences utilisant des chimByR1/RyR3 ont permis d’identifier de
nouvelles séquences fonctionnelles importantes IpoQEC, telles que les domaines comprenant les
acides aminés 1924-2446 et 2644-3223, et surtaéglan correspondant aux acides aminés 1-1680
de la partie N-ter du RyR1. Cette région comportedomaine dit divergent (D2, acides aminés
1272-1455) qui joue un role particulierement impottdans le CEC (Perez et al., 2003a; Perez et
al., 2003b).Ces resultats ainsi que ceux d’autres études postanl’organisation spatiale des
DHPRs induite par I'expression de ces RyRs chinué@sgindiquent clairement que (1) plusieurs
régions du RyR1 sont impliguées dans le couplagetionnel RyR1/DHPR responsable du CEC,
(2) les régions du RyR1 impliquées dans la fornmaties tétrades ne correspondent pas strictement
a celles impliquées dans les interactions foncétiaa DHPR/RyR1 et (3) le domaine D2 joue un
rble clef dans la stabilisation de ces interactighstasi, 2002; Sheridan et al., 2006) (figure 29)

Les différentes protéines associées a RyR1 déaiteshapitre 2 peuvent également étre
nécessaires a ces interactions ou en modulemitfiC’est par exemple le cas de la FKBP12 qui
facilite I'interaction entre la boucle II-1ll et B (Oreilly, 2002).

Parallelement, I'existence d’interactions intrancol@ires entre différentes régions du RyR1
régulant I'activité du RyR1 ainsi que le CEC a ptéposée sur la base de I'étude de l'effet de
peptides correspondants a différentes régions dRLRpprtant des sites de mutations a I'origine de
myopathies (hyperthermie maligne et myopathie @ccoentraux). L'utilisation d’anticorps dirigés

contre un domaine proche de la glycine 341 a pedmismettre en évidence une interaction de ce
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domaine avec deux domaines du RyR1 comprenantdieesaaminés 3010-3225 et 799-1172
respectivement (Zorzato et al., 1996) (figure 2®e interaction entre la région N-terminale et la
région centrale du RyR1, toutes deux particulier@mizhes en sites de mutation a été mise en
évidence (lkemoto & Yamamoto, 2000; Yamamoto, E{#ka& Ikemoto, 2000).

Enfin, plus récemment, des études axées sur lifdmtion des domaines du RyR1
impliqués dans l'interaction avec la boucle II-dkt permis de montrer que plusieurs sites du RyRI
pouvaient participer a cette interaction. En witisdifférents fragments du RyR1, deux sites ont
montré une interaction avec le domaine A de la leoléll (acides aminés 1021-1631 et 3201-
3661, nommés domaine F3 et F7 respectivement) félet al., 2005). L’équipe de Marco
Casarotto a aussi suggéré que l'interaction deolelb II-11l sur le RyR se faisait via un domaine
SPRY (Casarotto et al., 2006; Cui et al., 2009 Hemaines SPRY sont reconnus comme des
régions privilégiées d’interactions protéines/pimd8 et sont nommeés ainsi en raison de leurs
identifications a la fois dans une kinase splADdgtyostelium discoidueurat chez les RyRs de
mammiferes (Ponting, Schultz & Bork, 1997). On gatre trois domaines SPRY (1 a 3)
structurellement distincts sur chaque isoforme gR.R_es travaux de Cui et Tae (2009) ont montre
in vitro que la boucle II-1ll interagissait sur omaine SPRY2 du RyR1 principalement via le
domaine A (acides aminés 1085-1208) (Cui et aD920Tae et al., 2009) (figure 29).

Les différentes études fonctionnelles basées gtilidation de RyRs chimériques se heurtent
cependant a la difficulté de prendre en comptepbnance de I'environnement de tel ou tel
domaine dans sa fonction propre. Il est ainsi appae I'importance fonctionnelle d’'un domaine
particulier peut varier selon que le reste de tpuséce est de nature squelettique ou cardiaque. De
plus, certaines différences sont observées enidentification de domaines fonctionnels et

lidentification de domaines interagissant avecdestéines du complexe de mobilisation df'Ca

Au cours de ma these, j'ai cherché a définir lessgil'interaction entre domaines de la sous-
unité alS ainsi que la séquence et la structure tridinengille d’'un des sites d’interaction
alS/RyR1.
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3.4 La maurocalcine, un outil pour I'étude du CEC

Au cours des multiples travaux qui ont été menés gbudier les bases moléculaires du
CEC et établir le role des différents composants atumplexe de mobilisation calcique,
I'identification de molécules pharmacologiqguementivees sur les protéines impliguées a été un
atout majeur, en particulier la ryanodine et ldg/dropyridines.

Les toxines obtenues a partir de venins sont delpuigtemps une source de composes
biologiquement actifs sur les canaux ioniques. pegtides de haute affinité et spécifiquement
actifs sur certains canaux ioniques ont pu étiéssa partir de ces venins (Catterall, 1980; Gastia
al., 1997). Parmi les toxines actives sur le RgRnhurocalcine (MCa) est, avec I'lmpératoxine A,
la mieux caractérisée. Elle a été initialementésa partir du venin d’'un scorpion tunisi@oorpio
maurus palmatusll s’agit d’'un peptide de 33 acides aminés dansttucture tridimensionnelle fut
obtenue par résonance magnétique nucléaire (RMNyslfih et al., 2000). Cette structure est
caractérisée par un motif appelé « Inhibitor Cystitnot » préalablement décrit pour différentes
toxines peptidiques et inhibiteurs de protéasex (Zhal., 2003). Ce type de structure n’avait
cependant jamais été observée pour des toxinesadgian (figure 30) (Mosbah et al., 2000). Ce
peptide a pu étre produit par synthése chimiques geerte d’activité ni altération structurale
(Fajloun et al., 2000). La structure de la MCa metévidence une partie compacte stabilisée par
trois ponts disulfures dont émergent plusieurs lesuet le domaine N-terminal. De facon
intéressante cette structure fait apparaitre unie fanisotropie caractérisée par deux faces, I'une
comprenant principalement les acides aminés chgsgsgivement et l'autre les acides aminés
chargés négativement.

Les principaux effets de la MCa sur RyR1 peuverg gsumés ainsi ;

(1) La MCa augmente fortement la liaison de ryanedsur des vésicules de réticulum
sarcoplasmique ainsi que sur RyR1 purifié. Cettgrantation traduit la transformation de sites de
liaison de la ryanodine de faible affinité en siesforte affinité (Esteve et al., 2003).

(2) La MCa induit un relachement de calcium mesupartir de vésicules de membrane de
RS.

(3) La fixation de MCa sur RyR1 entraine une impoté modification de ses propriétés de
canal calcique qui se traduit par une augmentateia probabilité d’ouverture du canal et surtout
I'apparition de longues périodes pendant lesquédlesnal reste ouvert dans un état caractérisé par
une conductance inférieure a la conductance magid@RyR1 mesurée en absence de MCa (Chen
et al., 2003; Esteve et al., 2003; Fajloun et281Q0).
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En plus de son intérét comme puissant effecdu RyRL, la MCa présente égalemt
l'intérét d’'uneforte homologie de séquence avec le domaine A deud+unitéal du DHPR (figure
30). Comme nous I'avons vu piédemment, bien qu’il soit étalgjue ce domaine interagin vitro,
avecRyR1 et modifie son activité de canal calcium, s@le précis dans le processus de CEC
toujours débattu. Un examen précis des effets ddda sur RyR1 et sur le CEC a donc réalisé
et se poursuit a I'heure actuelle dans le but daep des indications sur les liens physique
fonctionnels entre le DHPR et le RyR et notammeatde domaine A

L’étude de I'effet de la MCa sur les signaux caleg spontanés enregistreans des fibres
musculaires en culture a permis montrerque dans ces cellules la MCa ne peut interagir
RyR1 que lorsque celwiest <« découplé » du DHPESzappanos et al., 20(. L'étude de I'effet de
la MCa sur le CEC dans des fibrmusculaires adultes a par ailleygermis de proposer que
l'interaction du domaine A avec RyR1 joue uile important dans le controle de la fermetdu
RyR1 lors de la repolarisation de la membrane plase(Pouvreau et al., 20C.

Deux sites de fixations communs a la MCa et au dognA ont été identifiés sur RyR
(Altafaj et al., 2005).

A)

B)

EAESLTSAQKAKAEERK|.RRKMSRGL Domaine A (a1S)
GDCLPHLEKLCK.ENKDCCSKKCKRRGTNIEKRCR MCa

Figure 30: La maurocalcine et le domaine A du DHPI

(A). Structure 3D de la MCa. En bleu sont représent@satédes aminés basiqu(chargé positivement a p

physiologique); en jaunes, les ponts disulfures impliquant lé&dintes cystéines de la moléc; et en vert, les
feuilletsp.

(B). Alignement deséquences de la MCa et du domaine A de la-unité a1S du DHPR. Les acides arés

conserveés sont encadrés en vert. En rouge représentés les acides aminés basiques.
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Enfin, en plus de ces propriétés d’effecteur du Ryéette toxine possede la capacité de
traverser passivement les membranes biologiquesairsi de pénétrer dans différents types
cellulaires (Esteve et al., 2005; Ram et al., 2D08a

Ces différentes propriétés ont fait de la MCa util atnique pour I'étude du couplage
fonctionnel DHPR-RyR. Une partie de mon travailtdése a consisté a identifier de facon plus
précise un de ces domaines du RyR1 afin de peenattiéfinition de sa structure tridimensionnelle
par RMN. J'ai également rédigé une revue détadléd utilisation de la MCa dans I'étude du CEC,
publiée sous la forme d’'un chapitre du livre « Aaifioxins : State of the Art » (Bichraoui et al.,
2009) (annexe 1)
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MATERIELS ET METHODES

1. Analyse des protéines

J'ai utilisé deux techniques classiques de biodahimour analyser les protéines lors de leur

purification ainsi que pour identifier les protésngans les expériences de co-précipitation.

1.1 Electrophoreése dénaturante sur gel de polvacrylamide

Principe : Cette technique permet de séparer les protéindgsnetion de leur masse moléculaire.
Les protéines migrent sous l'influence d’'un chargetéique a travers un gel de polyacrylamide en
présence de Sodium Dodécyl Sulfate (SDS) (SDS-PAGEDS, détergent anionique, dénature les
protéines et les recouvre avec des charges négatiae/itesse de migration des protéines sera donc
proportionnelle a leur taille et non plus a leuarge. La concentration du gel en acrylamide qut peu

varier de 7 a 20 % est choisie en fonction du poidiculaire des protéines a analyser.

Protocole : Les échantillons protéiques sont solubilisés danstampon dénaturant (tampon
6X contenant 0,5 M Tris-HCI pH 6,8 ; SDS 12 %, @isa 60 %, bleu de bromophénol 0,06 %, et
DTT 120 mM) et dénaturés par chauffage a 100°C g8 min. Les échantillons sont déposés sur
le gel et soumis a I'électrophorese sur un appargiini protéan Il » (BioRad) pendant environ 1
heure a une intensité de 0.04 A. Le gel est ensalwé au bleu de Coomassie (Coomassie Brilliant

Blue R-250, Biorad) pendant 30 min pour marquepleséines présentes.

1.2 Immunodétection des protéines par western blot

Principe : Cette technique permet le marquage et la détedisnprotéines immobilisées sur une
membrane grace a des anticorps spécifiques. L'irnd@taction est réalisée a l'aide d'un anticorps
primaire dirigé contre la protéine d’intérét et nl'anticorps secondaire speécifique de I'espéce de
I'anticorps primaire. La liste des anticorps u@iBsest présentée dans le tableau VI. La présence de
I'anticorps primaire et donc de la protéine d’iétésera mise en évidence grace a une enzyme, la
« Horse Radish Peroxidase » (HRP), liée de mao@ralente a I'anticorps secondaire. Cet enzyme
catalyse une réaction chimioluminescente en présdacson substrat. La détection se fait a l'aide
d’'un luminométre permettant I'acquisition et 'aysg d’image a partir des membranes de western

blot (Imager G Box, Ozyme ; logiciel GeneSnap, $ym1)g
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Protocole : Aprés migration des protéines sur gel dénaturdDS(BAGE), celles-ci sont transférées
sur une membrane en PVDF (polyfluorure de vinylegihimmobilon P), par électrotransfert. Le gel
et la membrane ainsi que les autres éléments qupasent la cassette de transfert (figure 31) sont
d’abord plongés quelques minutes dans un bain cantde tampon de transfert (Tris-HCI 25 mM
(pH 8,3), glycine 192 mM, méthanol 20% et SDS 0,0@5Ils sont ensuite placés en contact direct,
entre deux papiers Whatmann 3mm dans la cassettardgert (figure 31). Le transfert est réalisé
par électrophorése a 0.4 A pendant environ 1 higgar@durée peut étre augmentée en fonction de la
taille de la protéine analysée) dans le tamponmatestert. La membrane est ensuite incubée dans un
tampon de saturation (PBS 1X contenant 0.1% den\8eet 10% de lait) pour empécher la liaison
non spécifique des anticorps sur la membrane. Apnéesheure de saturation, la membrane est
incubée a température ambiante avec l'anticorpsgire pendant 1h30, puis avec l'anticorps
secondaire pendant 45 minutes. La membrane est &xer un tampon de lavage (PBS1X, Tween
0,1% = PBS-T) aprés chaque incubation avec lex@ps. Les complexes formés entre les
anticorps primaires et secondaires sont réveélésrgastion chemiluminescente, en incubant la

membrane en présence d’un substrat chimiolumine$E€L Western Blotting Substrate, Pierce).

© Tissus éponge

(2] Papier Wathmann
© Membrane (PVDF)

@ Gel SDS-PAGE

Tampon de transfert

Figure 31: Schéma du montage de la cassette de tsfiart pour un western blot
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Anticorps Catégorie " ou | Espce  de| Utilisation Fournissel Dilution
118" production

Anti His 1", monoclone Souris IP, WB Sigma Aldrict 1:1000(

Anti GST [are, Souris IP, WB ThermcScientific | 1:500(

Anti DHPR | 17", monoclone Souris WB Swan 1:7000

(sous-unité

Alphal)

Anti CAV-3 12", polyclona Lapin wB Affinity 1:100(
BioReagents

Anti Ig-souris | 117", couplé HRI | Chévre WB Jacksor 1:1000(
Immunoresearch

Anti Ig-lapin 112", couplé HRI | Chévre wB Jacksor 1:1000(
Immunoresearch

Anti GFF 1", polyclona Lapin WB, IF TebuBic 1:500(

Tableau VI: Liste des anticorps utilisés

2. Clonage, expression et purification de protéines recombinantes

2.1 Clonage

Au cours de ma thése, jai principalement étudgihgeractions entre différentes protéines
ou domaines de protéines. Plusieurs des approcé@sdologiques que jai utilisées ont nécessité
le clonage, I'expression et la purification de pioés ou domaines de protéines. Les études menées
dans des systemes cellulaires, ovocytes de xénopgyotubes, ont elles aussi nécessité le clonage
dans des vecteurs appropriés de différentes pestein

Les différentes boucles cytoplasmiques, les domsdihet C-terminaux de la sous-unieS
ainsi que la sous-unif&la, ont été clonées dans les vecteurs pMR78 ou p&HX Ces vecteurs
permettent de fusionner la séquence du gene cibleaséquence codant une polyhistidine (6-his)
(PMR78) ou une enzyme, la glutathion sérine tramask (GST) (pGEX-6P1). Ces groupements 6-
his et GST représentent des « étiquettes » qui gitgnt d'une part l'interaction de la protéine
recombinante avec un substrat spécifique de I'étiquet d’autre part le marquage spécifique de la
protéine recombinante a l'aide d’anticorps dirigémntre I'étiquette. On parlera de protéines

étiquetées His ou GST.

Un fragment d’ADN codant la protéine ou le domapretéique d’'intérét est amplifié par
PCR avec les oligonucléotides adéquats. Ce prdéURCR constitue I'insert qui sera introduit dans
un vecteur plasmidique bactérien. L'insert ainse de vecteur cible sont digérés pendant deux
heures a 37°C par les endonucléases de restradiéquates. Les produits de cette digestion (insert

et vecteur) sont purifiés par électrophorese sud'ggarose puis sur colonne avec le kit « Qiaquick
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gel extraction » (Qiagen). Ce kit permet la solghtion de I'agarose et I'adsorption quantitative e
sélective de 'ADN sur des particules de silicepeéisence d'une forte concentration de sels. L'ADN
est élué dans une solution de Tris/HCI 10mM a pHA. gel d’agarose ainsi qu’'udosage
spectrophotométrique a 260 nm et 280 nm permetféntiluer la quantité et la pureté de I'ADN
récupére.

L'insert et le vecteur ainsi obtenus sont alorsnigpar I'action d’'une ligase (T4 DNA
ligase, Invitrogen), pendant 1h ou 2h a températumbiante. Apres cette étape de ligation, le
plasmide recombinant formé (vecteur + insert) éisé@ pour la transfection par choc thermique
d’'une souche bactérienne ultra-compétente speéaaemoncue pour le clonage (XL 10 Gold,
Stratagen). Grace a un gene de résistance a totigtie présent sur le vecteur, seules les bastéri
ayant intégré le plasmide recombinant peuvent grgviApres une nuit d’'incubation sur boite de
milieu de culture nutritif « Lysogeny Broth » (LRyar), une ou plusieurs colonies bactériennes (ou
clone bactérien) sont récupérées puis mises emewdans 5 mL de milieu LB liquide. Cette culture
servira a purifier une quantité suffisante d’ADNwgridique pour séquencer le clone produit. Cette

étape est réalisée a l'aide du kit «Qiagen minipaep.

Vecteur Caractéristiques principales Taille (pairedJtilisation Résistance au
de bases) antibiotiques
PMR7¢ tag His (Mter) 4893 clonage, expression « | Ampicilline
bactérie
pGEX6F-1 tag GST (Mter) 4900 clonage expression e | Ampicilline
bactérie
pPGEX-2T Double tag GST (-ter) et His clonage expression en| Ampicilline
(C-ter) bactérie
pcDNA3.1 pas de ta 542¢ clonage, expression « | Ampicilline
cellule eucaryote
pDsRed-C1 | pas de tagcode une protéine| 470( cc-transfection Kanamycine,
fluorescente rouge expression en cellule Néomycine
eucaryote
pEGFF-C1 tag EGFP (protéin 470( Clonage, c-transfection | Kanamycine,
fluorescente verte) (N-ter) expression en cellule Néomycine
eucaryote

Tableau VII: Caractéristiques des différents vectets utilisés.

2.2 Expression des protéines recombinantes dans un systéme

bactérien

Les différentes phases de I'expression et de l#igation des protéines recombinantes

utilisées sont résumeées dans la figure 32.
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_—
Congélation .
Centrifugation 10 min [-20°C) du Resuspension des
#5000 rpm Culot ——+»bactéries et Lyse par
/ bactéiian sonication

Induction {IPTG) l

Ultra-centrifugation ’

10 min &45 000 rpm P culet ()

Transformation des
bactéries, sélection et

culture Surnageant [SN)

contenant les protéines

solubles
Purification par B / \ Purification en «batch »
chromatographie d'affinité

Incubation avec des billes
(FPLC)

Ou Ihadc
"', L
= —l "
) ) Elution
Elution et Fractionnement
Analyse des
protéines purifiées
Western blot oy Gel dénaturant _I g
e coloréaubleu =g =

de Coomassie ]

Figure 32: Schéma des différentes étapes permettafdxpression et la purification de protéines recorhinantes

Pour la production des protéines recombinantess agans utilisé des bactéries compétentes
de la souchée.coli BL21 (DE3) pLysS (Invitrogen). Cette souche a sgément été développée
pour la surexpression de protéines exogenes. Sfebactéries sont transformées a l'aide des
différentes constructions plasmidiques. Pour ckda, différents plasmides recombinants (5 ng
d'ADN) sont incubés avec les bactéries pendantiBGad°C, puis les bactéries sont soumises a un
choc thermique pour faire pénétrer 'ADN, (42°C gent 45 s puis 4°C pendant 2 min). Les
bactéries transformées sont ensuite incubées peandarheure a 37°C sous agitation dans 1 ml de
milieu de culture riche (S.0.C. Medium, InvitrogeR)nalement, 1/10du produit de transformation
est étalé dans des boites LB-agar contenant deicdtime (a 100 pg/ml), afin de sélectionner les
bactéries ayant intégré le plasmide d’intérét cmenté le géne de résistance a I'ampicilline. Seize
heures plus tard, une colonie est repiquée puig s culture en milieu LB liquide (1 mL) en
présence d’ampicilline a 100 pg/mL (LB-Amp). Cettglture est mélangée a du glycérol pour
pouvoir étre congelée a -20°C sans tuer les bastéPiour produire la protéine de fusion en quantité

suffisante, une pré-culture est réalisée en megagigues microlitres de bactéries a pousser dans 4
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mL de LB pendant la nuit. Le lendemain matin, 18svlL de culture sont inoculés dans 400 ml de
milieu LB-Amp. Lorsque la densité optique de latord a 600 nm se situe entre 0.7 et 1, les
bactéries sont en phase exponentielle de croisséexpression de la protéine recombinante est
alors induite par ajout d’isopropy-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) (entre 0.1 et M riinal
suivant la protéine). Aprés 3 heures d’inducti@s, bactéries sont centrifugées 15 min a 5908
les culots bactériens congelés a -20°C

Parfois les protéines surexprimées darli, forment des agrégats insolubles appelés corps
d’inclusion. En effet, la solubilité d’'une protéiseirexprimée chek.coli varie selon la protéine
elle-méme et/ou les étiquettes utilisées. Il essjide qu’une méme protéine soit insoluble avec une
étiquette 6-histidines et soluble avec une étigu&ST. Chaque protéine demandera donc un
protocole de production et de purification optimisée

2.3 Purification des protéines recombinantes

Toutes les étapes de la purification sont realisée&SC. Le culot de bactéries ayant
exprimé la protéine recombinante d’intérét est dfdbdécongelé sur de la glace. Cette étape
permet de fragiliser les membranes bactériennest Bnsuite resuspendu et lysé dans un tampon
de lyse (tableau VIII). Généralement, le culot @ 4nL de culture est lysé dans 10 mL de
tampon de lyse, mais ces volumes peuvent variéreation de la quantité de bactéries présentes
et de la protéine a purifier. Les bactéries sorduiea lysées par sonication (75 cycles de 2
secondes). Aprés sonication, le matériel insola@blees débris cellulaires sont retirés par ultra-
centrifugation pendant 10 min a 45000 rpm. Leséines solubles présentes dans le surnageant
sont ensuite purifiees suivant deux protocoleséebfits : les protéines étiquetées GST sont
directement purifiées par ajout de billes recowesertde Gluthation alors que les protéines
étiquetées His sont purifiées par chromatograplatfinité sur un systeme FPLC (Fast Protein
Liquid Chromatography)Akta purifier, Amersham) (figure 32). L'intégrité et la puretésde
protéines ainsi purifiées sont contrélées par g@5-PAGE suivi d’'une coloration au bleu de

Coomassie (Coomassie Brilliant Blue R-250, Bioraidsi que par western blot.
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Concentration finale Remarques

Solution d'imidazole 20 ou PBS 1X Qsp 10 mi Suivant la protéir
DTT 1 mM Agent  réducteur, empéche

reformation des ponts disulfures
DNAse 20 pg/ml
MgCl, 1 mM
Triton 20% 0,5% Ajouté avant la sonicatic
Inhibiteur de protéase (Complete, Roche)l comprim Mélange d'inhibiteur de protéa:

Tableau VIII: Composition des tampons de lyse poutes bactéries

La solution d’'imidazole 20 (20 mM imidazole; 20 mivis/HCI pH 7,9 ; 0,5 M NacCl et 10% Glycérol) esiliaée pour
les purifications de protéines étiquetées His &B& 1X pour les protéines étiquetées GST

v Purification des protéines étiquetées GST

Le surnageant de l'ultracentrifugation est incub& a 4°C sous agitation en présence de billes

d’agarose couplées au glutathion resuspendu a gBrétino Glutathione Agarose 4B, Macherey

Nagel). Les billes sont ensuite centrifugées agpendant 3 min, lavées une fois avec 10 ml d’'un

tampon PBS-triton 0.05% puis deux fois avec 10 neL RBS. Les billes GST-protéines ainsi

obtenues peuvent étre utilisées telles quelleprd&ine recombinante peut également étre éluées

par compétition avec du glutathion réduit (tampdh M glutathion réduit, 50 mM Tris-HCI,

pHO.5).

v Purification par chromatographie d’affinité (FPLC) des protéines étiquetées His

Le principe de cette chromatographie d’affinité agp sur la propriété de fixation des

histidines sur des ions métalliques comme le ni¢kél"). L'étiquette 6-histidine présente sur les

protéines recombinantes est donc capable d'intefagément avec les ions Ni Cette propriété est

utilisée pour fixer de maniére trés spécifique pestéines sur une résine chromatographique sur

laquelle est chélaté le Nivia I'acide nitriloacétique (NTA). Ce dernier coexe fortement le Ni

qui garde 2 sites accessibles pouvant étre ocqogetes histidines de la protéine recombinante

(figure 33).
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Résine

N . _C——CH, /
I A o
/NH Nzlz.t -' chcﬁCH‘ZCH'ZCH\ZCH;NH CH, H‘CHz—OZ
O:C\ T e/ %
R N
NH Ni2* 7

l

Tag His de la protéine
recombinante

Figure 33 Interaction entre les résidus histidinesde I'étiquette 6-His et une matrice N-NTA

La purificationdes protéineest réaliséesur une colonne d’affinité -NTA (His-Trap HP,
1ml; GE healtcare) grace systéme HPLC/FPLCAkta purifier (GE healtcar) comportant
différents modules(pompes, spectrophotométre UV, mélange synchronisés entre eux
automatisés, avec eserie ul collecteur de fractions (figure 32)a FPLC (Fast protein liqui
chromatographygst un type de chromatographie liquide opressiondestampons est controlée
par des pompes pour maintenir un débit constatg.difféere de la HPLC (high perrmance liquid
chromatographypar les valeurs de pression solvant utiliséesu niveau des colonniqui restent
inférieures &3 MPa. Les protocoles de purification sont progra&smia le logiciel UNICORI et
peuvent varier suivant la protéine a puriflls contiennent des étapes d’équilibration de la cadg
d’injection du surnageant, de lavages et d’élutiea protéines dans différentes fractions suivar
gradient croissargt non linéair d'imidazole. L'imidazoledéplace la protéinfixée sur le nickel par
compétition.

Deux solutions d'imidazole sont utilisccontenant 20 mM et 1 M dimidazo
respectivement, 20 mM dEeris/HCI pH 7,9 ;0,5 M NaCl et 10% Glycér. Le surnageant obtenu
aprés lyse des bactéries exprin la protéine d’intérét est mictement injecté sur la colon
d’affinité via une boucle de 10 r La présence de protéines dans les différentesdra éluées est
détectée par mesure de la DO a 280 nm a l'au spectrophotometre plaen sortie de colonne.
D’autres longueurs d’ored peuvent étre suivies, notammentl4 et 220 nr (absorption de la

liaison peptidique spécifiguement) et a 254 nmvisies contaminations en acides nucléiqt
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2.4 Synthese de protéine in vitro (traduction in vitro)

Certaines protéines ont été produites par traduatioitro dans un systeme acellulaire. Pour
cela, un kit de synthése in vitro utilisant desatgsde cellules d’'insectes a été utilisé (EasyXpres
Insect Kit 1l, Qiagen). Les protocoles fournis ale&it ont été suivis.

Les lysats de cellules dinsectes contiennent ttass composants de la machinerie
traductionnelle (ribosomes, facteurs ribosomauxNAaRIle transfert, aminoacyl-ARNt synthétases,
etc.) nécessaire pour synthétiser une protéinetitomelle. lls contiennent aussi I'ensemble des
facteurs dont l'activité est nécessaires pourdhsation des modifications post-traductionnelles d
protéines eucaryotes, y compris pour protéines mamalres. Il s’agit d’un systéme couplé dans
lequel TARNmM est produit par transcription in wata partir d'un ADN plasmidique circulaire ou
linéaire d’intérét, puis utilisé comme matrice pbtéatape de traduction.

Ce systéme permet la synthese de protéines radjodes spécifiqguement en
complémentant le milieu réactionnel de traductieecaun acide aminé marqué. Dans notre cas,
nous avons utilisé la méthionine marquée au sAFES).

Pour les expériences de pull-down impliquant destémmes traduites in vitro et non
marquées, nous avons travaillé directement avemétange réactionnel contenant la protéine
traduite sans étape de purification préalable. Reiexpériences de pull-down dans lesquelles une
protéine marquée alS est utilisée, le mélange réactionnel est d’alpaorifié par chromatographie
d’exclusion sur colonne NAP-10 (Amersham) pour &lien les molécules de méthionifis libres.

Ce type de pull-down est ensuite analysé par cayepde la radioactivité émise par la méthionine-
%S, Les billes sont lavées, puis du liquide & dtitibn est ajouté avant le comptage sur un

compteur a scintillations.

3. Obtention des peptides biotinylés

Les différents peptides présentés dans ce manustriété synthétisés au laboratoire par
synthese peptidique en phase solide a I'aide dymthétiseur automatique de derniére génération
(synthétiseur micro-ondes CEM) en utilisant le poote standard « Fast-Moc ». Tous ces peptides
ont été biotinylés par ajout d'une lysine biotirg/lé I'extrémité N-terminal. Cette modification va
permettre de fixer les différents peptides surlidiss magnétiques recouvertes de streptavidine.

Ces syntheses sont initiées par I'extrén@itéerminale du peptide considéré puis étendues
jusqu’a son extrémitél-terminale. Les fonctions réactives des chainesdls des acides aminés

sont protégées par des groupements protecteursiadégia synthese totale du peptide est réalisée
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en cycles comprenant plusieurs étapes. Chacunré’enk correspond a l'introduction d’'un nouvel
acide aminé a coupler. lls sont répétés jusquidtd¢istion de I'oligopeptide cible dont les fonctions
réactives restent protégées.

Le peptide obtenu est ensuite déprotégé et clivdadeésine en milieu acideagide
Trifluoroacetique TFA) et en présence de divers protecteurs (eaithiothréitole,
triisopropylsilane). Apres filtration, le peptidsteprécipité dans de I'éther puis solubilisé dans u
tampon de repliement (variable selon le peptideldpat 72 heures. Le peptide est ensuite purifié
par chromatographie en phase inverse (colonne BQidc) sur un systeme HPLC semi-préparatif
(High Performance Liquid Chromatograph@k(a purifier, Amersham). Une fois purifié le peptide

est quantifié et lyophilisé.

4. Techniques de mesure des interactions protéines/protéines

4.1 La co-précipitation sur billes ou « Pull-down »

Principe (figure 34): La technique de co-précipitation (oypud-down ») permet de mettre en
évidence,in vitro, une interaction physique entre deux protéinedomnaines protéiques. Cette
technique est basée sur les mémes principes qubrdéenatographie d’affinité. Elle consiste a
immobiliser une protéine ou un peptide cidia une étiquette (His, GST, ou biotine) sur une
matrice mobile (billes). La matrice ainsi créée dgé d'affinité spécifique. Elle sera mise en
présence d'un partenaire protéique potentiel emtisol qui pourra interagir avec la protéine
immobilisée. Aprés incubation, les billes sont pEnées par centrifugation et lavées. Les complexes
protéiques retenus sur les billes sont élués elyséwm par western blot avec des anticorps

spécifiques de la protéine soluble utilisée.

Protéine CIBLE : Peptide biotinylé

ouprothine racembinsnte Protéine ou Domaine protéique
_ 4 portant une étiquette (His, GST)
‘\»;" I,/ (en solution)

‘Zwr‘"(
Bille magnétique ”

ou Bille agarose

Streptavidine'
ou glutathion Interaction ?

Figure 34: Principe de la co-précipitation sur bile ou « pull-down »
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Pour les expériences de « pull-down » présentées a@amanuscrit, deux types de billes ont
été utilisées : les billes d’agarose couplées autatjlion (Protino Glutathione Agarose 4B,
Macherey Nagel) pour les expériences impliquantriiobilisation de protéines étiquetées GST, et
des billes magnétiques en polystyrene recouvedesdrdptavidine (Dynabeads M280 Streptavidine,

Dynal) pour les expériences impliquant I'immobitisa de peptides biotinylés.

Protocole : Toutes les solutions utilisées sont maintenuesGa Bés protocoles décrits ci-dessous

correspondent aux expériences de pull-down préssi#ns la partie « Résultats » de ce manuscrit.
Méme si les principales étapes restent les mémegonditions d'incubation et de lavage, la nature
des tampons ainsi que les durées d’incubation Makieaucoup suivant les protéines et sont tres

empiriques.

v Pull down avec les billes agarose glutathioes billes sont d’abord lavées 3 fois avec 1

mL de PBS 1X et préparées de maniere a obtenisusgension a 50 % de billes (50% S)
selon le protocole fourni avec les billes. 50 pL0® pL de billes 50 % S sont utilisées par
condition. Elles sont ensuite recouvertes avecrdaeme cible étiquetée avec la GST par
incubation pendant 2 heures a 4 °C (NB : pour cextaexpériences, les billes ayant servi a
la purification de la protéine sont directementisées, pour d’autres les protéines sont
éluées des billes, puis ré-incubées avec de nasvbllles). Les billes GST-protéines sont
lavées avec 1 ml de PBS froid et incubées dansolume final de 500 puL dans un tampon
de saturation (PBS 1X contenant de la BSA 1 mgtrdes inhibiteurs de protéases) pendant
1 h a 4°C. Ensuite, suivant les expériences, diffé&as concentrations de protéines
(partenaires potentiel) sont ajoutées. L’incubagortre les billes-protéines et les protéines
en solution dure 3 heures a 4°C. Plusieurs comtrdlégatifs sont ajoutés a chaque
expérience, souvent il s’agit d'un contrdle aves bidles nues ou recouvertes seulement de
GST ou avec des billes recouvertes d’'une protéaneet qui n’interagit pas avec la protéine
cible. Apres l'incubation, les billes sont récupsréar centrifugation 2 min a 6@Q puis
lavées 3 fois : 2 fois avec 1 mL d’un tampon dege/(PBS 1X, Tween 0,1%) et 1 fois avec
du PBS 1X. L’élution des complexes protéiques faraér les billes se fait avec 30 pl de
tampon dénaturant 2X. L'éluat est ensuite déposéusugel SDS-PAGE et analysé par

western blot avec des anticorps spécifiques.

v' Pull down avec les billes magnétiques streptavidi(® | par condition) Les billes sont
lavées 2 fois avec 1 ml de PBS 1X, puis incubées & peptide biotinylé d'intérét dans un
tampon de saturation (PBS 1X, BSA 1 mg/mL) pen@@nminutes a température ambiante.
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Apres 2 lavages avec 1ml de PBS 1X froid, pour i@émles peptides non fixés, les billes
sont incubées 3 heures a 4°C avec le partenairgigue supposé. Finalement, les

complexes protéiques formés sont lavés, éluésadyss comme précédemment.

4.2 Co-immunoprécipitation de complexes protéiques

Principe : Comme le «pull down », cette technique permet dé¢éerminer des interactions
protéine/protéine. Elle consiste a purifier, a ipatun extrait cellulaire (lysat contenant la p¥iote
d’intérét solubilisée), une protéine d’intérét et gartenaires. L'extrait cellulaire contenant une
protéine Y ou possédant un étiquette Y est incwieé des billes qui servent de matrice sur laquelle
on peut adsorber des anticorps anti-Y. On peut dpacifiquement précipiter la protéine Y ou une
protéine cible via son étiquette Y ainsi que sedepaires protéiques potentiels. Cette approche

permet de tester des interactions protéines/pegémvivo.

Ce type d’expérience de co-immunoprécipitation & wilisé pour étudier les interactions de la
cavéoline 3 avec le DHPR et les boucles cytoplasesgle la sous-unitélS (voir article en annexe

2 pour les détails expérimentaux)

5. Préparation de vésicules de RS et mesure de la liaison de
ryanodine

5.1 Préparation des vésicules de RS (ou vésicules de HSR)

Le RyR étant un complexe trés difficilement exprici@ns un systeme bactérien ou de
levure, il a directement été purifié a partir deréis musculaires de lapin. Ce protocole consiste a
préparer des vésicules membranaires de réticulmo@asmique enrichies en RyR1, appelées HSR
(Heavy Sarcoplasmic Reticulum). Pour cela, leseBhmusculaires sont solubilisées en présence de
détergents et de lipides pour former des micepess purifiées par centrifugation sur gradient de
sucrose.

Environ 100 g de muscle sont broyés a pH 7 danglO@’eau puis centrifugés 8 minutes a
9500 g, on obtient alors un surnageant qui esefitiuis ajusté a 1M NaCl avant d’étre incube
pendant une heure a 4°C sous agitation. Aprésecunde centrifugation de 40 minutes a 10500 g,
les culots sont repris dans le tampon | (Tableau P& solution obtenue est homogénéisée avant

une 3éme centrifugation de 40 minutes a 17400 g.dwdots sont ensuite resuspendus dans le
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tampon I, puis homogénéisés et centrifugés uneigrer fois pendant 40 minutes a 17400 g. Enfin,
les derniers culots sont resuspendus dans un vamaxémal de 10 ml de tampon Il avant d’étre

congelés dans de I'azote liquide.

Tampon | | Tampon Il
20 mM Pipe
150 mM KC
0,3 M sucros
2,5 mM EGTA |
Inhibiteur de protéases (Complete, Ro
Solutionajustéia pH 7,.

Tableau IX: Solutions utilisées pour la préparationdes vésicules de HSR

5.2 Liaison de ryanodine sur les HSR

Les états fonctionnels du RyR peuvent étre calaégpar des changements dans la capacite
et/ou la cinétique de fixation de la ryanodineiést (Ry>H) (Voir paragraphe 2.1.3.2, sur la
pharmacologie du RyR). La mesure de la liaison géHRsur les RyRs est un outil largement utilisé
pour étudier I'état d’activation ou d’inactivatialu RyR. On peut donc étudier I'influence de divers
facteurs (protéine, peptide...) sur les RyRs préséas les HSR en mesurant la liaison de’Ry-

en présence de ces derniers.

Les vésicules de HSR sont incubées en présencedled® Ry3H (Perkin elmer), de 50 nM
de ryanodine froide (Latoxan) et du peptide ou aepfotéine a tester (a des concentrations
variables) dans une solution tampon (150 mM KCIn@ MOPS, 2 mM EGTA, et 2 mM Cagta
pH 7,4) & un volume final de 300 pL. Pour pouvogsarer et soustraire la liaison non spécifique
(sur les vésicules et/ou sur le filtre) de ryanedion ajoute un large exces de ryanodine froideea u
des conditions (80 puM). Apreés 2 heures d’'incubatiod7°C, les vésicules de HSR sont déposées
par filtration sur un filtre en nitrocellulose (fFés Millipores, 0,65uM) qui sont ensuite lavéi f
avec 5 ml d’'un tampon de lavage froid (150 mM K€CRé mM MOPS, a pH 7,4). Les filtres sont
ensuite recouverts de 10 mL de liquide a sciniifat Les liquides scintillants sont des
transformateurs de rayonnements ionisants en éndugiineuse détectable par un compteur a
scintillations et proportionnelle au nombre de phetproduits. La quantité de Ritlié aux RyRs

présents sur les HSR immobilisés dans les filessmesurée a I'aide d'un compteur de scintillation

sont données en nombre de coups par minute.
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6. Culture primaire, transfection et imagerie calcique sur des
myotubes de souris transgéniques

A partir des différentes lignées de souris transgés (RyR nullfla null etalS null) que
nous maintenons au laboratoire, nous avons puerattplace des cultures de myotubes primaires.
En croisant les souris hétérozygotes pour chaquatiom, il est possible d’obtenir des embryons
homozygotes. A partir de ces derniers, des cultpriesaires de myotubes n’exprimant pas, soit le
RyR (dyspédiques), soit la sous-unftEa, soit la sous-unitelS (dysgénique) sont realisées. Ces
myotubes peuvent étre transfectés avec I'’ADNc cbtks protéines manquantes. On peut ainsi
étudier les canaux ioniques (RyR, DHPR) normaurnates directement exprimés dans des cellules

de mammiféres.

6.1 Protocole de préparation des cultures de myotubes

- Toutes les solutions sont préalablement chasi®&7°C et les manipulations sont réalisées
en zone stérile.

- Les boites de cultures de 35 mm qui serviromheittre en culture les myotubes sont
préparées en amont: 1 mL d’'une solution de géaty@latine 1% dans de I'eau) est déposé sur
chaque boite. Aprés 2 heures d’incubation, I'exdgélatine est retiré a I'aide d’une pipette.

- Les femelles gestantes sont tuées au 18éme mugedtation (E18) et les embryons
sauvages et homozygotes (figure 35) sont récupérEparés dans une solution HBSS + P/S.

- Les membres antérieurs et postérieurs des embryomt coupés puis déposés dans une
solution HBSS + P/S. A cette étape, un fragmentjgeue ou un doigt est prélevé sur chaque
embryon pour réaliser un génotypage qui permetraahfirmer le génotype jusque-la déterminé
sur des criteres purement phénotypiques (figure 35)

- Sous une loupe binoculaire, on procede a la clissedes membres : la peau, les doigts, les
0s et tous les tissus non musculaires sont retiBd§ssu musculaire est récupéré et coupé finement
a l'aide de pinces.

- Le tissu musculaire est ensuite incubé 30 minat83°C dans la solution de digestion et
resuspendu toutes les 10 minutes (environ 10 mdotigion pour 4 a 6 embryons). (Tableau X).

- On procéde ensuite a une dissociation mécanigsi¢issus en les remettant en suspension
a l'aide d'une pipette de 10 mL. Une trentaine ldiatetour suffisent généralement pour une bonne
dissociation mais il est possible de remettre &psnosion a digérer a 37°C pendant 10 minutes s’ il

reste des agrégats de tissus.
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- La digestion enzymatique est stoppée par ajout da@ume de milieu de prolifération a la
solution de digestion (tableau X).

- La solution obtenue est filtrée sur une compregsgaz stérile puis centrifugée 5 minutes a
1500 rpm.

- Le culot contenant les cellules est resuspenda @@ mL de milieu de prolifération.

-La solution est déposée sur une boite de cultlgaliamétre 10 cm) et mise a l'incubateur a
cellules pendant 15 minutes. Cette étape dite g@-plating » sert a diminuer la contamination de
la culture par les fibroblastes en les faisant eathgur le plastiqgue de la boite de culture. Efe e
répétée deux fois.

- Les cellules sont ensuite comptées sur une laneMalassez » puis ensemencées {510
1.1C cellules par boites) sur des boites de cultur85em de diamétre préalablement recouvertes
de gélatine.

- Apreés 3 jours de cultures, le milieu de prolif@ma est remplacé par du milieu de

différenciation.

Embryon mutant

Embryon
‘4~ homozygote

sauvage ou
hétérozygote

Figure 35: Embryons de souris prélevés a E18

Milieu de prolifération Milieu de différentiation Solution de digestiol
DMEM/ F-12 DMEM/ F-12 HBSS (sans (**, sans M%)
10 % Sérum de cheval (Horse Sert | 10% H¢ 0,125 % Trypsin
(=HS)

2 % extrait d’'embryon de pouss 1% CEE 0,05 % Pancréatir
(Chick Embryo Extract ) (=CEE)
10 % Sérum de veau feetal (=S' 1% P/<
0,1 % Antibiotiques (pénicilline 0,1 %P/
streptomycine) (P/S)
Toutes les solutions sont chauffées a 37°C avar utilisatior

Tableau X: Solutions et milieux pour la culture primaire de myotubes

DMEM/F-12 = Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Inkegen)
HBSS = Hank’s Balanced Salt Solution 1X (Invitrogen
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6.2 Protocole de transfection

La transfection des myotubes est réalisée par naigeéon. La magnétofection est une
méthode de transfection récemment développée, tdiseuun champ magnétique pour concentrer
des nanoparticules contenant l'acide nucléique desscellules cibles. Cette méthode permet
d’améliorer I'efficacité des agents de transfecti@dlitionnels (lipides cationiques, polymeres).

- L'agent de transfection TransIT-LT1 (Mirus) a étélise couplé aux nanoparticules
magnétiques Combimag (OzBioscience).

- Le transit LT1 est chauffé a température ambidPoer chaque transfection, 10 puL de transit
LT1 préalablement vortexé est mélangé a 250 pL ilelmOPTIMEM (Invitrogen) a I'aide d'une
pipette

- 2,5 ng de I'ADN a transfecter sont ajoutés puisamgés a I'aide d’une pipette.

- La solution ADN + agent de transfection est inctitbéminutes a température ambiante.

- 3 uL de nanoparticules combimag sont ajoutés aushegpction puis mélangés a la pipette.

- Aprés 30 minutes d’incubation a température ambjale mélange est déposé sur les
cultures de myotubes dans les boites de 35 mm.

- Les boites sont ensuite déposées sur une plaquaétigage puis incubées 15 minutes a 37°C
dans l'incubateur a cellules.

- La plaque magnétique est retirée et les boitesifieres transfectées sont laissées 2 heures a
37 °C dans l'incubateur.

- Apres deux lavages avec 2 mL de milieu de difféiaion (tableau X). Les cellules sont
remises a lI'incubateur dans du milieu de différaran.

- 2 a4 jours apres la transfection, les cellulevpruétre utilisées.

6.3 Imagerie calcique sur les myotubes.

Les expériences d’'imageries calciques permettestitkee les variations de la concentration
en C&" dans les cellules en fonction du temps. Sur lestules, on peut suivre les transitoires
calciques. Cette technique consiste a incuberdiisles dans une solution saline (tampon de Krebs)
contenant une sonde calcique, le Fluo -4AM (Ingé&w). Le Fluo-4AM un dérivé acéto-méthylester
du Fluo4 obtenu par estérification. Cette sondéantépas polaire, elle peut donc pénétrer dans les
cellules a travers la membrane plasmique. Sous fmtne AM, elle ne peut pas fluorescer et n’est
pas sensible au calcium, mais une fois dans leptagme, les groupes esters sont clivés par des

estérases intracellulaires. Le Fluo4 est ainsiépifans le cytoplasme et devient sensible &ii. Ca
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composition du tampon de Krebs est la suivante: 86 NaCl, 5 Mm KCI, 2 mM CaG| 1 mM
MgCl, et 10 mM Hepes, pH 7.4.

- Les myotubes sont d’abord incubés pendant 1 hdame une solution de Krebs contenant
0.05% BSA et 5 uM de Fluo-4AM (invitrogen). lls samargés en Fluo4.

- Les myotubes sont lavés 3 fois avec la solutioKreds.

- lls sont ensuite incubés pendant 1 heure dansluéian de Krebs. Cette incubation permet
la dé-estérification du Fluo-4AM dans les cellulesrsque les myotubes sont incubés en présence
de MCa, cette derniere est ajoutée a cette etape.

- Aprés trois lavages avec la solution de Krebbs nesures des transitoires calciques sont
effectuées a I'aide d’'un microscope couplé a umeéta CCD («charge coupled device »Ce type
de caméra assure la conversion d'un signal lumimeuxn signal électrique. Les myotubes sont
dépolarisés par perfusion dans le milieu d’'un fextinu d'une solution de KCI (140 mM KClI, 2
mM CaCp, 1 mM MgCh, et 10 mM, pH 7.4).

7. Etude des canaux ioniques par expression dans un systéme
hétérologue

Les relations structures-fonctions et les propsi®iéphysiques des canaux ioniques peuvent
également étre étudiées en les exprimant dans siansg hétérologue. L'ovocyte de la grenouille
Xenopus laevigst largement utilisé. Ce systéme est capableadaite un ARNc pour produire une
protéine fonctionnelle. Les principales étapes'émide des canaux ioniques exprimés en ovocytes
de xénope sont résumées dans la figure 36.

7.1 Protocole de préparation des ovocytes

- La femelle Xénope est anesthésiée dans une sollgidncaine méthanesulfonate (MS-222,
1g/L) pendant environ 15 minutes puis positionmédécubitus dorsal sur une couche de glace.

- Une petite incision d'environ 10 mm est réaliséesda zone iliaque pour accéder a l'ovaire
ou les ovocytes sont retirés par lobes de plusieemgaines d’ovocytes et plongés dans la solution
Barth C&" (tableau XI). Les ovocytes sont manipulés & teatpée ambiante.

- Le plan musculaire et la peau incisés sont recopsis I'animal est mis dans un bac

provisoire jusqu'a son réveil complet en veillatagu’il ne soit pas recouvert d’eau.
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- Les lobes d'ovocytes prélevés sont rincés 3 foissdeb mL de barth sans Capuis
individualisés avec des ciseaux fins.

- Les ovocytes subissent ensuite une digestion ertiyuneagpar la collagénase (collagénase 1A
2 mg/ml, Sigma) pendant 1 a 2h a température a@j@our éliminer le tissu conjonctif et séparer
chaque ovocyte de son enveloppe de cellules fidilas (membrane vitelline).

- Les ceufs sont lavés 4 & 6 fois avec la solutioBateh sans Ca pour éliminer toutes traces
de collagénase.

- On procéde ensuite au tri des ovocytes sous lompeddaire. Seuls les ovocytes de stade V
et VI sont gardés (généralement les plus gros)sdig ensuite conservés a 18°C dans un milieu
nutritif, le DNOM (« Defined Nutrient Oocyte Mediun) dans lequel leurs caractéristiques
fonctionnelles et morphologiques peuvent étre reaues pendant des peériodes pouvant aller
jusqu'a 3 semaines (voir (Eppig & Dumont, 1976)rdeprotocole de préparation du DNOM).

- Le lendemain, les ceufs sont de nouveau tries pliinér les ovocytes morts. Il est
conseillé de n'utiliser les ovocytes que le lendanda leur prélevement, méme s’ils peuvent étre

injectés avec ’ARN d’intérét des le soir du pr&ment.

7.2 Transcription de I'’ADN et injection des ovocytes

- Pour éviter toute dégradation, il est important Beesemble des étapes impliquant 'ADN
et 'ARN soient réalisées en conditions « RNAse, A3H free ». Il faut donc soigneusement
nettoyer le matériel utilisé et la paillasse avargque manipulation.

- L'ADNCc d’intérét est d’abord linéarisé et resuspertins de I'eau ultrapure a 0,5 pg/mL

- Il est ensuite transcrit a I'aide du kit « mMessagglachine T7 ou SP6 » (Ambion). Le
protocole du Kit est suivi.

- L'ARN obtenu est resuspendu a 0,5 pg/mL. Il petg ébnservé sous forme d’aliquots a -

80°C pour limiter la dégradation s’il n’est padigé immédiatement.

- Les ovocytes sont injectés avec 50 nL d'ARN (aadexentrations entre 0,1 et 0,5 pg/puL) a
I'aide d'un micro-injecteur et de fins capillaistériles étirés et coupés a 20 um de diametre.

- Pour Tlinjection, les ovocytes sont déposés sur grile dans du barth G4 Une
cinquantaine d’ovocytes sont injectés pour chaaquneliion.

- Apres l'injection, les ovocytes sont conservés &Cl8ans du DNOM.
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- Les canaux ioniques sont exprimés et des courantar@esurables parfois dés le lendemain,

mais selon les cas, on peut attendre jusqu'a 3 jpires l'injection pour pouvoir commencer les

mesures.

Solution Stock A

Stock calcium B

Solution
d’'antibiotique

Solution Barth
Ca2+

Solution Barth
sans Ca? (pour

(pour 500 mL) 500 mL)
NaCl 128 g/l Ca(NGC),4H,0 1,9 g/l Gentamycine 5mg/rr | 20 mL solutior 20 mL solutior
KCI 2 g/L CaC,1,15g/L ou stock A stock A
NaHCGQ; 5 g/L T 20 mL stock C& | 5 mL solution
MgSO, 5 g/L Peénicilline/ B d’antibiotique

HEPES 89 g/L

streptomycine 100%

5 ml de solution
d’'antibiotique

Eau distillée gsp
500 mL

Eau distillée gsp
500 mL

ajuster a pH 7,4 avec du Tris 2M pl

Solutions aliquotées et conservée20°C Solutions conservées a ¢

Tableau XI: Solutions utilisées pour la préparationdes ovocytes de xénopes

7.3 Enregistrement des courants en double électrode

La taille trop importante de I'ovocyte de Xénope2(a 1,5 mm de diametre) ne permet pas
I'étude des courants macroscopiques par les tegbgitjabituelles de patch clamp. C’est la raison
pour laquelle ces courants sont enregistrés p&clanique de double électrode ou TEVC (Two
Electrode Voltage Clamp) a l'aide d'un amplificate@eneClamp 500 (Axon Intruments). Les
courants sont mesurés grace a deux microélectiodéses dans la membrane de l'ovocyte. La
premiére maintient le potentiel de membrane (Vm)ure valeur constante imposée par
I'expérimentateur (Vref) et la seconde électrodens de mesurer l'intensité du courant obtenu en
réponse (figure 36). Le courant mesuré correspotidn@emble des canaux de la membrane de
I'ovocyte.

Conditions expérimentales

- Les microélectrodes de mesure sont composees depipiettes (diametre de I'ordre dm)
réalisées en étirant des tubes capillaires de licais (Mikro Hematokrit) dans lesquels sont
plongés des filaments d’argent recouvert de chéodimrgent. Ces filaments permettent de convertir
un courant d’ions en solution en un courant d’étec.

- Les micropipettes sont remplies (environ a la réode leur longueur) par une solution

ionique conductrice (KCI 3M, milieu intrapipette).
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- L’ovocyte est placé dans une chambre d’enregistnérdé&environ 250 pL contenant le
milieu d’enregistrement (tableau XIll). Un systeme gerfusion permet de faire varier la
composition de ce milieu. On peut ainsi injectes detivateurs ou des inhibiteurs des canaux
loniques et mesurer leurs effets sur les courants.

- L’acquisition et l'analyse des données sont réafisa I'aide du logiciel pClamp (Axon
Instruments). Le programme utilisé permet d'impaosede faire varier les potentiels imposés sur

des durées variables.

Milieu intrapipette Milieu d’enregistrement (en m!

KCI3 M Ba(OH}, 40

NaoH 50

KCI 3

HEPES 10

Acide niflumic 0.5
Ajustée a pH 7.4 avec de I'acide métane sulfonique

Tableau XIlI: Solutions utilisées pour I'enregistrenent de courants calciums sur ovocytes de xénope @éoubles
électrodes
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ADNCc

3 r

[ Promoteur
T7 ou 5P6

ARN
polymérase| — 4 Transcription in vitro
T7 ou SP6

" ARNCc .
5" AAAAAANAAAAA 3

5" AAAAANAAAAA 37
57 AAAANAAAAAAAA 3

Traitement

collagénase o
Injection ARNCc

l Incubation de 2 a 4 jours

Expression des protéines
a la membrane

Vm

Vref

Enregistrement des courants
par la technigue du voltage imposé
é en doubles électrodes

Figure 36: Les différentes étapes de I'étude de caux ioniques exprimés dans |'ovocyte de xénope
Tirée de Sandoz, 2003 (thése)

L'ovocyte est placé dans une chambre d'enregistierseus une loupe binoculaire et deux microéleetsoglont

délicatement insérées dans la membrane en utililniicromanipulateurs. Le potentiel imposé (oaltadge Clamp")
consiste a maintenir le potentiel de membrane (®nune valeur constante et imposée par I'expérineemt#Vref).

Pour cela, un amplificateur a contre-réaction (A@R)vre un courant (I) égal et de sens opposésoarant ionique

transmembranaire et tendant a annuler la différélicef-Vm). Une électrode est utilisée pour imposiférents

potentiels transmembranaires a I'ovocyte, l'autegnget de mesurer le potentiel interne de I'ovogglee mesure

I'intensité du courant résultant).
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RESULTATS ET DISCU33ION

OBJECTIFS

Les déterminants moléculaires et structuraux deeraction DHPR/RyR sont encore mal
connus. Les interactions, identifiées a ce jourreeres protéines formant le complexe de
mobilisation du calcium ne permettent pas de dresse schéma clair de la séquence des
évenements moléculaire permettant le couplage ént#HPR et le RyR. Les différentes données
accumulées suggerent que la mise en place etudatidgg de ce couplage dans la fibre musculaire
squelettique nécessitent de multiples interactiemére les domaines cytoplasmiques de la sous-
unité al, la sous-unit@la et RyR1. Nous savons aussi que d’autres pratéitentifiees ou non,
participent a la régulation de ce processus.

L’objectif de mon travail de thése a donc été diiifeer et de caractériser de nouveaux
déterminants structuraux du couplage DHPR/RyR1.ttBaaillé selon 3 axes complémentaires se

focalisant chacun sur un des intervenants du cgaddiPR/RyR1.:

v (1) la_sous-unitéalS du DHPR: étude des interactions intramoléculaires au deifa sous-

unité a1lS du DHPR, notamment entre les différentes bounfesplasmiques. Caractérisation
d’un nouveau partenaire protéique du DHPR, la dav&@ (CAV-3).
v' (2)_la_sous-unitépla du DHPR: étude de I'effet de la sous-unitéS sur l'interaction de la

sous-unité3la avec RyR1 et caractérisation d’'un domaine dmis-unité3la impliqué dans
son interaction avec RyR1.
v (3)RyRL

= Définition d’'un domaine minimal du RyR1 correspontau site d’interaction du RyR1 avec
le domaine A de la sous-unitdlS du DHPR et avec la MCa. Je présente les premiers
résultats de I'étude structurale par RMN de ce doema

= Caractérisation de I'effet de la MCa sur RyR1 dé@s myotubes dysgéniques.

= Caractérisation de I'effet de I'isoforme D de la IQMCa-D) sur RyR1.

Ces travaux ont nécessité le clonage, I'expresdams des bactéries et la purification de
nombreuses protéines, ou domaine de protéineseasapproches biochimiques telles que la co-
précipitation m’ont permis I'étudén vitro des interactions entre ces différentes protéides.

également utilisé des approches basées sur I'estprede protéines dans des myotubes en culture
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afin d’aborder le réle fonctionnel de ces intemgs. Enfin, une étude structurale d’'une de ces

interactions a pu étre initiée.

1. INTERACTIONS AU SEIN DE LA SOUS-UNITE
alS DU DHPR

Introduction

Comme je le rappelle en détail au paragraphe &8.h ghartie introduction de ce manuscrit,
de nombreuses études ont démontré I'interactiosighg et fonctionnelle de la sous-unitéS du
DHPR avec le RyR1 et en particulier I'importance ldeboucle 1lI-lll dans cette interaction.
Cependant, I'ensemble des domaines cytoplasmigeida dous-unit@&lS contribue a I'obtention
d'un couplage DHPR/RyR1 complet et fonctionnel.f&iénts résultats suggerent par ailleurs que
les boucles cytoplasmiques de la sous-unil& interagissent les unes avec les autres. Ces
interactions intramoléculaires représentent sangtedon élément important de régulation des
propriétés de canal calcigue du DHPR, mais égalemhercouplage fonctionnel entre DHPR et
RyR1. De méme, des interactions entre d’'autre®pres et la sous-unitélS peuvent réguler son
fonctionnement et ainsi participer directement ndirectement a la régulation du processus de
couplage DHPR/RyR1. Dans ce cadre, nous avonsictiéisidier I'interaction et le réle de la
cavéoline 3 (Cav-3), une protéine dont la mutatst responsable d’'une forme de dystrophie

musculaire des ceintures et dont I'interaction fmmmelle avec le DHPR a déja été démontrée.

Les principaux objectifs de cette étude étaient’dfablir une carte des interactions entre les
différents domaines cytoplasmiques de la sous-aditu DHPR; 2) d’étudier le réle fonctionnel de
ces interactions en exprimant dans un systemediégéie la sous-unitél ; 3) d’identifier et de

caractériser l'interaction de la sous-uniféS avec la Cav-3.
1.1 Interactions inter-boucles au sein de la sous-unité a1S

La premiere étape de mon travail a consisté a clesalifférents domaines de la sous-unité
alS, puis a les exprimer sous forme de protéinesmbmantes en fusion avec la protéine GST ou
une étiquette composée de 6 histidines (figure 38 ensuite utilisé ces protéines dans des
expeériences de co-précipitation pour tester lefemiftes interactions possibles entre ces domaines
au sein de la sous-unitdS. Pour ces expériences, la protéine recombinaategspondant a un

domaine, est étiquetée avec la protéine GST et hilimée sur des billes. Ces billes sont alors
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incubées avec la deuxieme protéine recombinanti@rgoelle une étiquette 6-His. Apres lavage
l'interaction entre les deux protéines est révgdée immunomarquage avec des anticorps anti
histidine. La boucle II-1ll étant centrale dangdJEC, c’est sur cette derniere que j'ai concentré me

recherches.

N0 v DDA A D0 . .0 A Face extracellulaire
Membrdi (r'r{rv (lnr\i}{‘ vvu’\id(‘ f H'_\iu*/‘

dutubule T
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-1 Wty C-ter
Boucles
cytoplasmiques -

TAG

M 1I K 51

1

HIS ——~ i Domaine N-terminal

@ 332335 E354 R 432 Peptide AID
His ou esT~AL_ATD | | Boucle I-17 __AID Fbiotine

E €66 1471 L 690 E724 P 760 vV 790 Peptides A et €
HIS ou ST~ Al —a—1 < — d Boucle IT-IIT (A viotine [CC)—biotine

VvV 1066 S$1118

1 ]

HIS ou GST i Boucle ITI-IV

N 1382 E 1585
o ) | Domaine C-terminal

- .
(proximale)

M 1588 P 1873 .

HIS—\/— Domaine C-
terminal
(distale)

Figure 37: Schéma des protéines recombinantes utiées au cours de I'étude des interactions au seie l& sous-
unité alS

La position relative du domaine AID sur la bouclé ¢t des domaines A et C sur la boucle II-11l Esgtiquée.

His/II-111

T GST/I-ll GST

kDa

22 . His/I1l
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Figure 38: Interaction des boucles I-1l et lI-1ll d e la sous-unitéulS

La boucle II-1ll purifiée sous la forme d'une pristé recombinante étiquetée His (His/ll-Ill ; T qtisd totale de
His/ll-11l utilisée pour I'expérience) a été incubévec des billes agarose glutathion recouvertgeatéine GST
(contr6le négatif) ou de protéine recombinante G8TLa présence de la protéine His/ll-Ill est éée avec par
immuno marquage avec des anticorps anti His.

La figure 38 montre linteraction de la protéineSTI-II immobilisée sur des billes
d’agarose gluthation, avec la protéine His/ll-Ii golution. Et comme l'indique la présence d'une
bande correspondant a la protéine His/ll-lll, larsges billes sont recouvertes par la protéine
GST/I-1l, ces deux boucles de la sous-uniféS interagissent entre elles. L’absence de bandes
lorsque I'expérience est réalisée avec des bilesuvertes de GST seule démontre la spécificité de
I'interaction.

J'ai ensuite voulu regarder plus précisément gétalent les acides aminés sur les boucles I-
Il et 1I-Ill impliqués dans linteraction. Comme jéi décrit au chapitre 3 de lintroduction on
retrouve, sur chacune de ces boucles, différentsaches qui ont été identifies comme jouant un
réle direct ou indirect dans le mécanisme du CECdamaine AID, sur la boucle I-1l représente le
site de fixation principal de la sous-unfi#a sur la sous-unit@lS. Les domaines A et C de la
boucle II-1ll qui ont été décrits comme des domaiimapliqués dans la régulation de l'interaction
DHPR/RyR1. Une interaction directe du domaine AcaRyR1 a été identifiée. Des peptides
correspondants a chacun de ces domaines, AID, £,ebnt été synthétisés sous une forme
biotinylée (pAID, pA et pC respectivement) de maai@ pouvoir étre immobilisés sur des billes

streptavidine et utilisés dans des expérienceseddntion avec les boucles I-Il et II-111.

A. B. His/I-II
His/1-111

) biot  pAID kDa

12 - - - le— His/I-Il

T biot pA pC pAcd

kDa

22—_

Figure 39: L'interaction de la boucle I-Il avec laboucle II-Ill implique le domaine A.

(A). La boucle II-11l purifiée (His/ll-Ill, T = quatité de His/II-lll utilisée pour I'expérience) aééincubée avec des
billes magnétiques streptavidine recouvertes dineigbiot, contréle), ou du peptide AID (pAlD)

(B). La boucle I-1l purifiée (His/I-ll, T = quanttde His/I-Il utilisé pour I'expérience) a été ibée avec des billes
magnétiques streptavidine recouvertes de biotiin, (tontrble négatif), de peptide A (pA), de pdptiC (pC), ou de
peptide A cardiaque (pAcd, correspondant au domaide la boucle II-1ll de la sous-unitd C)

La présence des protéines His/I-Il et His/lI-1It esvélé par immuno marquage avec des anticorpsiant
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Les résultats de ces expériences sont présemtés fagure 39. La figure 39B montre que le
domaine A interagit spécifiquement avec la bouele En effet, la protéine His/I-Il est présente
seulement sur les billes recouvertes par le pegtideette interaction est spécifique du domaine A
de la boucle lI-lll de la sous-unitdS, puisque son équivalent d’origine cardiaque ()Assue de
la sous-unitéulC n’interagit pas avec la protéine His/I-Il. De m& I'absence de bande lorsque
I'expérience est réalisée avec des billes recoesede biotine ou de peptide C démontre la
spécificité de cette interaction et indique qu’ellanplique pas le domaine C. La figure 39A nous
indique que le domaine AID de la boucle I-ll n’'inteent pas non plus dans l'interaction de cette
boucle avec la boucle II-111.

His/lI-1IV

T biot pA
kDa

7= _— e His/lll-1V

Figure 40: Interaction de la boucle IlI-1V avec ledomaine A

La boucle IlI-IV purifiée sous la forme d’'une pristé recombinante (His/lll-IV, T = quantité de Hi$/IV utilisé
pour I'expérience) a été incubée avec des billepttvidine recouvertes de biotine (biot, contrdégatif), ou de
peptide A. La présence de la protéine His/IlI-Iété révélée par immuno marquage avec des antiaatphlis.

J'ai alors testé I'interaction de la boucle Il la sous- unitélS avec le domaine A de la
boucle 1I-1ll. La figure montre I'interaction de [&otéine correspondant a la boucle 1lI-IV avec le
peptide correspondant au domaine A.

J'ai ensuite testé I'interaction du domaine C-ieahde la sous-unit@lS avec les boucles I-
[l et lI-1ll. Pour ces expériences, le domaine @¥timal est exprimé sous forme de deux protéines
recombinantes correspondant a la région proximalea da région distale de ce domaine
respectivement (figure 37). Aucun de ces domairiasmontré une interaction avec les boucles

cytoplasmiques I-I1, 1I-111 et HlI-1V.
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1.2 Etude du role fonctionnel des interactions

Ces résultats montrent donc que le domaine Aagstlide d’interagir soit avec la boucle I-11
soit avec la boucle II-lll. Cette interaction entes boucles cytoplasmiques de la sous-uwit®
pourrait étre impliquée dans le contrdle de I'datéicanal calcique de cette sous-unité. En eféet, |
fait que la séquence de type cardiaque correspbadasiomaine A n’interagit ni avec la boucle I-11
ni avec la boucle II-lll pourrait traduire une difence fonctionnelle entre les boucles
cytoplasmiques de la sous-unitéS et celles de la sous-unit#C. Le remplacement de I'une des
boucles de la sous-unitdS par la boucle correspondante de type cardiaque@gue une perte du

couplage de type rétrograde c'est-a-dire du canttéll’activité canal delS par RyR1.

Afin de tester I'hypothése de I'implication de eetinteraction entre les boucles
cytoplasmiques derlS dans le couplage rétrograde enifesS et RyR1, jai choisi d’étudier
l'influence de la présence de différents domainesRgR1 sur I'expression de courants calciques

portés panlS. J'ai pour cela utilisé un systéme d’expreshigérologue, I'ovocyte de xénope.

J'ai donc co-exprimé, dans des ovocytes de xénajiéérents domaines du RyR1 (figure
51). Dans tous les cas, la sous-ufilté est co-exprimée avec la sous-units.

Ainsi, I'expression des différents domaines du RyRd pas permis I'enregistrement d’'un
courant calcique porté par la sous-units.

2 alC 27 alS

T T T T T T T T T T T T d T T T T T T
0 200 400 00 800 1000 1200 0 200 400 600 800 1000 1200
Temps (ms) Temps (ms)
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Figure 41: Courants de type L mesurés sur des ovaes de xénope exprimant I'isoforme cardiaque ou salettique de
la sous-unitéal

Les courants sont mesurés par la technique de elméldctrodes en configuration de voltage imposélasi ovocytes de xénope.
En (A) les ARNs correspondant aux sous-unit€ etfla ont été injectés. En (B) les ARNs correspondartsous-unitéelS et
B1la ainsi que ceux correspondant a différents doesain RyR1 ont été injectés.

Plusieurs raisons peuvent expliquer cet échec arestauration d’'un courant calcique de
type L par expression de la sous-unilté& et en particulier I'absence dans ce systemesduotéine
partenaire du RyR1 ou ddS indispensables au couplage rétrograde. L'existefune contrainte
conformationnelle du c6té du RyR1 entrainant laegéité de la présence de toute la protéine pour

permettre le couplage rétrograde pourrait égalemguitquer ce résultat.

1.3 Etude de I'interaction de la CAV-3 avec la sous-unité alS

Comme décrit au chapitre 1 de la partie rappdlbdgraphiques, les cavéoles et la cavéoline
3 joue un role particulier dans la biogénése deslés T. L'expression d’un mutant de Cav-3 (Cav-
371943 entrainant, dans des cellules musculaires, usersle quasi totale de Cav-3 & la membrane
plasmique a pour conséquence une forte réductida densité des courants calciques de types L
(Couchoux et al., 2007; Weiss et al., 2008). Cedtliction des courants L ainsi que la diminution
du CEC ne sont pas dues a une diminution de I'egiya membranaire des DHPRs ce qui suggere
un effet de Cav-3 sur la fonction de canal calcideda sous-unit@élS du DHPR. Récemment, une
étude biochimique sur fibres musculaires de ra¢raahtré que la Cav-3 est associée au complexe
de mobilisation du calcium (Vassilopoulos et a01@). Dans cette étude les auteurs montrent que

Cav-3 est capable d’interagir avec le domaine tremmsbranaire du RyR1.

Il apparait donc aujourd’hui clairement que la Gaest impliquée dans la régulation
fonctionnelle et/ou la localisation membranaire BIHPR et du RyR1. Cependant, jusqu'a
aujourd’hui aucune étude ne démontre la natureiggétes liens moléculaires entre la Cav-3 et la
sous-uniténlS du DHPR. En collaboration avec le laboratoirglgsiologie intégrative cellulaire
et moléculaire de Lyon (UMR 5123, Lyon 1), nous madonc mené une étude alliant des
expériences d’'imagerie, de biochimie et d’électygibiogie afin de confirmer la localisation de la
Cav-3. Nous avons aussi recherché les détermimaolisculaires de son interaction avec la sous-
unitéalS du DHPR (annexe 3).
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Dans cette étude, l'altération des courants de stypeinduite par la diminution de
I'expression de Cav-3 a la membrane plasmique ac@téirmée dans les cellules d’'une lignée
murine myoblastique (cellules C2C12) exprimant leant Cav-8'°*" L’étude de la localisation de
Cav-3 dans des cellules musculaires adultes paguage immunofluorescent a I'aide d’anticorps
dirigés contre Cav-3 et d’anticorps dirigés con@&resous-unitéulS, a permis de montrer une co-

localisation de ces deux protéines dans la memiztesi¢ubules T.

La localisation de Cav-3 dans la membrane des e¢gblla alors été confirmée par analyse
de deux préparations membranaires de RS. Une pté&parcorrespondant a la partie longitudinale
du RS, qui n'est pas associée a la membrane delesub et n'est pas impliquée dans le CEC (voir
introduction paragraphe 1.3.2), et une préparagarichie en triades. Cette fraction triadique
correspond aux régions du RS faisant face a la maemaldes tubules T et au niveau desquels a lieu
le CEC. Les images réalisées en microscopie élgqtie de cette préparation triadique montrent la
présence de nombreuses triades formées de deuxesiteerminales de RS encadrant un fragment
de tubule T (Mitchell et al., 1983).

On observe un tres fort enrichissement en Cav-8s da préparation membranaire
correspondant aux triades confirmant la présenceade3 dans la membrane des tubules T (figure 2
Annexe 2).

A partir de cette préparation membranaire de teades expériences d’'immunoprécipitation
de la sous-unitéalS a laide d'anticorps spécifiques anti-Cav-3 omtontré la co-
immunoprécipitation de la Cav-3 etad'S. Ce résultat démontre la participation de la-Bau
complexe DHPR au sein de la membrane du tubule T.

Afin de démontrer l'interaction directe de Cav-3eaMe DHPR nous avons alors étudie
I'interaction possible de Cav-3 avec les différedtenaines cytoplasmiques de la sous-unit&
décrite au paragraphe précédent. L'approche mékbgidoe utilisée est celle de la co-précipitation
que j'ai utilisée pour I'étude des interactionsrerttoucles delS (cf. paragraphe 1.1). Pour cette
étude nous avons essayé sans succes d’exprimeB Gans forme d’une protéine recombinante
dans des bactéries. Pour les expériences présetitéessous Cav-3 fut donc exprimée par
traduction in vitro (voir Matériels et méthodes) identifiée par immunomarquage a l'aide
d’anticorps spécifiques.
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Figure 42: Interaction de Cav-3 avec les différenteboucles cytoplasmiques de la sous-unid S

(A). Les protéines recombinantes (étiquetées G8irespondant aux différentes boucles cytoplasmigeda sous-
unité alS ont été immobilisées sur des billes d’agaroseuertes de glutathion et incubées (concentrdiiaie :
7,5 uM) avec de la Cav-3 traduite in vitro. T (20 % 20 % de la quantité totale de Cav-3 utiliséerrples
différentes expériences a été déposée. Des bdtmsuvertes de GST ont servi de contrdle négatifpiésence de
Cav-3 est révélée avec un anticorps anti Cav-3.

(B). Western blot avec un anticorps anti GST deméambrane utilisée pour analyser les interactiors da Cav-3
(en A)). Afin de vérifier que les quantités de pines recombinantes utilisées dans les différeexpgriences
présentées en A étaient équivalentes, la membrdisg@ en A. a été lavée puis réincubée avec ticaps anti
GST.

Des protéines recombinantes correspondants audrelities boucles cytoplasmiques de la
sous-unitéalS, ont été immobilisées sur des billes d’agardsatibsées dans des expériences
d’interaction avec une Cav-3 traduite in vitro. figure 42A montre que parmi les différentes
constructions testées, seule celle correspondariv@ucle I-11 interagit spécifiguement avec la €av
3. L'absence de bande correspondant a la Cav-3 lageautres boucles et avec la GST seule
démontre I'absence d’interaction directe entre év-3@ et les autres boucles cytoplasmiques ainsi
que la spécificité de linteraction Cav-3/boucld.|La figure 42B montre la détection avec un
anticorps anti GST, des protéines recombinantdisags dans les expériences présentées dans la
figure 42A. On observe que l'intensité des bandrg phacune des préparations protéiques utilisées

est similaire, indiquant que les protéines ontéitésées dans des concentrations equivalentes.
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Figure 43: Mesure de I'affinité de la liaison Cav-#oucle I-II

(A). L'affinité apparente de la liaison Cav-3/Idlété mesurée en incubant une quantité constara\dd8 marquée
au 35S (35S-Cav-3 avec des concentrations croesalet la protéine recombinante GST/I-Il immobilisée des
billes agarose gluthation. La quantité totale diedbiest maintenue constante pour toutes les d¢ondipar ajout de
billes recouvertes de GST. La 35S-Cav-3 interagissaec les billes GST/I-lIl est mesurée par conptdg la
radioactivité du 35S aprées lavages et récupérdianbilles par centrifugation. La fixation non dfigoe de la 35S-
Cav-3 a été mesurée sur un volume équivalent tis lzigarose recouvertes de GST seule. Cpm = caupsiputes
(B). Pull down de la 35S-Cav-3 par la boucle Iid,domaine AID de la boucle I-Il et par la soustéifila. La
protéine GST/I-Il, GSP1a et le peptide biotynilé AID ont été immobilissis des billes agaroses recouvertes de
glutathion ou des billes magnétiques recouvertestréptavidine et incubées sur la nuit & 4°C age@5IS-Cav-3. La
mesure de la 35S-Cav-3 fixée sur les billes ediséa dans les mémes conditions qu'en A. La fixatimn
spécifique de la 35S-Cav-3 a été mesurée sur wmegquivalent de billes agarose recouvertes desg8IE ou de
billes streptavidine recouvertes de biotine sekle représente environ 25 % de la fixation totalesurée en
présence de la boucle I-ll. Cpm = coups par minutes

Dans le but de mieux caractériser cette interacfianmesuré son affinité apparente a l'aide
de Cav-3 marquée &tS (figure 43). La quantité d8S-Cav-3 retenue sur les billes augmente avec
la concentration de GST/I-1l pour atteindre un géat vers 300 nM. Cette courbe permet de calculer
une affinité apparente pour l'interaction Cav-3/ti¢ I'ordre de 60 nM.

Ces résultats démontrent l'interaction directe @&-@ avec la boucle I-1l de la sous-unité
alS du DHPR. Comme nous l'avons vu précédemmertg beticle contient un site de fixation de
la sous-unitddla (domaine AID) extrémement importante pour I'sdege delS a la triade ainsi
que pour la régulation de ses propriétés de caeailjoe. Nous avons donc mesuré l'interaction de
35S-Cav-3 avec le domaine AID ainsi gqu'avec la amig fla purifiée. Comme le montre la
figure 43, aucune interaction de Cav-3 avec AlDasous-unitdla n’a pu étre mise en évidence.

Ce résultat confirme la spécificité de l'interaatide Cav-3 avec la boucle I-11 de la sous-unit8.
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Discussion et perspectives
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Figure 44: Schéma résumant les interactions intraméculaires au sein de la sous-unitélS.

Les résultats que je viens d’exposer sont résumédasfigure 44. J'ai donc montré: a)
I'existence d’une interaction intramoléculaire entes différentes boucles cytoplasmiques de la
sous-uniténlS du DHPR ; b) que le domaine A de la bouclellest au centre de cette interaction
puisqu’il est capable d’interagir avec la boucld &t avec la boucle IlI-IV; c) que l'isoforme
cardiaque du domaine A n’interagit ni avec la beddl ni avec la boucle 1I-1V ; d) que la boucle |
Il renferme le site d’interaction de la sous-uniié&s avec Cav-3 ; et e€) que le site d’interaction-Cav

3/boucle I-Il ne se situe pas sur le domaine AID.

Plusieurs hypothéses peuvent étre faites quan) adie(s) fonctionnel(s) de ces interactions.
Comme je l'ai rappelé dans l'introduction de ce osmit, le couplage fonctionnel DHPR/RyR1
repose sur deux mécanismes, le couplage orthogeadequel le DHPR contrdle l'activité du RyR1
et le couplage rétrograde par lequel RyR1 contiatgivité DHPR. Il est cependant tres probable
que ces deux mécanismes ne soient pas indépenidamtsle l'autre, mais plutét fortement
interconnectés. Ces deux mécanismes montrent ganpe la méme dépendance vis-a-vis de la
nature de lisoforme (squelettique versus cardiaglee DHPR et/ou de RyR présent, et ne sont
observés que lorsque les isoformes squelettiquebat®ine de ces deux protéines sont exprimées. Il
a ainsi eté montré que le remplacement de 'unkaatre des trois boucles cytoplasmiquesad&
par son homologue cardiaquedaeC entraine la perte du couplage de type rétrogeatiapparition

de courant de type L en absence de RyR.
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L’interaction entre les boucles cytoplasmiquesitl® pourrait donc représenter un déterminant
moléculaire du couplage rétrograde en stabilisargdous-unita&x1lS dans un état de conformation
correspondant a I'état fermé du canal DHPR. L'im¢éion du DHPR avec une protéine du complexe
DHPR/RyR1 induirait alors la dissociation de ceattieraction et la possibilité de transition vers un

état ouvert de la sous-unitéS et donc I'apparition d’un courant de type L.

Cette hypothése laisse cependant entiere la qnedtididentité de la protéine responsable de
la modification de cette interaction. Un candidat bien sir RyR1 lui-méme. L’interaction du
domaine A de la boucle II-lll avec RyR1 pourraidlirre la déstabilisation de I'interaction entre les
boucles cytoplasmiques ddS. D’autres domaines du RyR1 identifiés commes sifenteraction
avec notamment la boucle IlI-IV pourraient égalemétne impliqués dans la régulation de cette

interaction.

L’identification d’'une interaction directe de Cava8ec la boucle I-Il de la sous-unii&S, fait
de Cav-3 un candidat potentiel pour jouer un r@esda régulation de I'interaction entre les bosicle
dealS. L'absence de Cav-3 induit une forte diminutibncourant calcique de type L qui pourrait

étre lié a la stabilisation de l'interaction erb@ucles.

Il est intéressant de noter qu’une mutation porietwde la boucle IlI-1IV (R1086H) a été
associée a I'hyperthermie maligne (Monnier et 4097). L'étude du CEC dans des cellules
dysgéniques exprimant une sous-uniéS portant cette mutation a montré que cette noutati
augmente la sensibilité du RyR a la dépolarisatieria membrane plasmique ainsi qu’a la caféine
(Weiss et al., 2004). En outre, cette boucle, conimdoucle II-lll, a été identifiée comme

interagissant avec RyR1 (Leong & MacLennan, 1998b).

Différentes études montrent donc I'implication decune des boucles cytoplasmiques de
alS dans la mise en place ou la régulation desrdifté acteurs du CEC. L'existence d'une
interaction entre ces boucles peut de ce fait sgotér un élément important du contrdle des roles

respectifs de chacune de ces boucles.
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2. ETUDE DE L'INTERACTION B1A/RYR1
Introduction

Comme nous l'avons évoqué dans les rappels biblpiggues, une interaction directe de la
sous-unitéila du DHPR avec RyR1 a été mise en évidence (Cétealg 2005). Dans cette étude,
un site de liaison de la sous-unfiéa sur RyR1 a été identifié et les auteurs ont rdogtie la
mutation, ou la délétion, de ce groupe d’acidesnamichargés positivement entraine la perte de
I'interaction RyR1Bpla et une forte diminution de l'efficacité du coage fonctionnel entre le
DHPR et RyR1. Cette étude, ainsi que celles pluent®s montrant un réle dgla dans
I'organisation des DHPRs en tétrades, a amenéepitssihypothéses quant au rble de cette sous-
unité (voir chapitre 3). Ces résultats ouvrent dane voie nouvelle de régulation du couplage
DHPR/RYR.

Au cours de mon travail, jai abordé deux aspedasl'mteraction fla/RyR1. Jai tout
d’'abord étudié l'influence de l'interaction de laus-unitéfla avec la sous-unit¢lS sur son
interaction avec RyR1. Dans un deuxieme tempsegaayé de définir la région de la sous-upiliz

impliquée dans l'interaction avec RyR1.

2.1 L’interaction fla/alS modifie l'interaction f1a/RyR1

Comme je l'ai décrit dans I'introduction de ce msaenit (paragraphe 2.1.1.2), la sous-unité
Bla représente la seule sous-unité entierement legtomue du DHPR. Une interaction forte de
cette sous-unité avec la sous-unitES a été décrite. Le domaineadlS impliqué dans cette
interaction a aussi été identifié sur la boucle(dbmaine AID) (figure 37).

Afin d’étudier I'effet de l'interactionalSpla sur l'interactionfla/RyR1, jai dans un
premier temps cloné, exprimé dans des bactériess purifié une protéine recombinante
correspondant a la sous-unjtéa et portant une étiquette GST en position N-teahei et une
étiguette histidine en position C-terminapdgé WT, figure 47). La figure 45 confirme l'interauot
entre la sous-unitgla et le RyR1. On observe que les billes recousgrde la constructiopla WT
interagissent avec le RyR1 alors que celles seulerseouvertes de GST n’interagissent pas. Cette

interaction est donc spécifique entre la sous-iiteet le RyR1.
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Figure 45 : La sous-unitéfla interagit avec RyR1

Le RyR1 purifié a partir de vésicules HSR (puitsalgté incubé avec la sous-urfitta purifiée sous la forme d’'une
protéine recombinante étiquetée His et GBTa(WT) et immobilisée sur des billes agarose dhidat (puits 2) ou
avec des billes ou recouvertes de GST seule (dem#gyatif, puits 3). La présence du RyR1 est g&v@lar immuno-
marquage avec des anticorps anti RyR.

Dans un second temps, jai développé une techniggigermettant d’étudier l'interaction
Bla/RyR1 en fonction de la présence du domaine AdDadboucle I-ll. Dans cette approche, le
RyR1 purifié & partir de vésicules de HSR est pflaiment incubé avec de la ryanodfhie-Cette
étape permet de marquer les molécules du RyR1i¢esifCes RyR1/r§H sont ensuite incubés
avec des billes agaroses glutathion recouverteglde WT ou sur des billes streptavidines
recouvertes d’'un complexe AlpPta ou le peptide AID est biotinylé pour permettiramnobilisation
du complexe AIDBla sur les billes. Pour I'expérience, des concgatra croissantes de protéines
sont utilisées (0 a 500 nM) (figure 46B). Cetterappe n’'est évidemment possible que si la sous-
unité fla n'a pas deffet sur la fixation de ryanodiie-sur RyR1. C'est pourquoi j'ai d’abord
procédé a cette vérification. La figure 46A morgtee la fixation de ryanodine sur RyR1 n’est pas
affectée par la sous-unifia. J'ai donc pu réaliser I'expérience de co-piétipn sur billes du
RyR1 marqué a la ryanodine. La figure 46B présémtesultat de cette expérience. Les résultats
sont présentés en pourcentage de la quantité tdealeyanodinéH utilisée en fonction de la
concentration de la sous-unfi#a seule ou avec le peptide AID. On constate @iriité apparente
du RyR1 pour la sous-unifila est bien meilleure en présence du peptide ABréSultat suggere
un role de l'interaction entre la sous-unitES et la sous-unitgla dans l'efficacité de I'interaction
pla/RyR1.
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Figure 46: Interaction pla/RyR1 en présence ou en absence de peptide AID

(A). Mesure de I'effet dgla sur la fixation de ryanodirfet. La liaison de ryanodindd sur des vésicules de HSR purifiés a
été mesuré en présence de concentration croissamesous-unitfla.

(B). Des RyR1 ont été purifiés a partir de HSRspncubé avec de la ryanodiftd- Les RyR1/ry®H ont ensuite été incubés
avec des billes glutathion agarose recouvertesag@dtéine recombinanfila WT seule (blanc) ou des billes streptavidine
recouvertes par un complexe A[Ra (noir) Le peptide AID fixant I§la est biotinylé pour pouvoir étre immobilisé ses |
billes. Dans les deux cas, la concentratiortie varie de 0 a 500 nM. Les pulls downs sont agalysmr comptage de la
radioactivité des complexes RyR1/By-immobilisés sur les billes aprés 30 minutes dilmation et plusieurs lavages par
centrifugation. Les résultats sont présentés enceatage de la quantité totale de ryanodetilisée.

2.2 Le domaine C terminal de la sous-unité 31a controle
I'interaction $1a/RyR1

Afin de définir la région de la sous-unfi#a impliquée dans l'interaction avec RyR1, jai
produit deux protéines recombinantes corresporaatgs délétions de la sous-urfiia. Celles-ci
portent, comme la sous-unifia que je viens de décrire, une double étiquett& &Shistidine
(figure 47).
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Figure 47: Représentation schématique de différenseconstructions de la sous-unitfla

La constructionpla AC (acides aminés 1-459) correspond a la forme é@®lélu domaine C terminal. La
constructiorffla C-ter correspond au domaine C terminal délété Baconstruction précédente (acides aminés 459-
524). Ces constructions ont été clonées dans utewecle maniére a obtenir des protéines recoml@sant
doublement étiquetées : histidine en C-terminab®T en N-terminal (pGEX-2T). Ces constructions aumssi été
clonées dans un vecteur permettant d’exprimerre®ines dans des cellules eucaryotes (pcDNA3.1).

J'ai démontré que linteraction avec le peptide Amibdifiait I'interaction defla avec
RyR1. Dans le but d’étudier les interactions de diéfgrentes constructions avec le RyR1, jai
décidé d'utiliser des billes recouvertes de stnagine sur lesquelles les constructigila WT et
BlaAC ont été immobilisées via un peptide AID biotinylé constructioffla C-ter est, d’apres les
données structurales connues sur la sous-fBa#é délétées des principaux éléments intervenant
dans l'interaction avec le domaine AID (voir pamggne 2.1.1.2 de lintroduction). Cette derniere a
donc été immobilisée sur des billes glutathion agampour I'expérience d’interaction. J'ai d’abord
regardé si la constructiopila, délété du domaine C-terminal, conservait saagspd’interaction
avec le domaine AID de la boucle I-ll. La figure dfdntre le résultat de la co-précipitation de la
constructionpla AC par le peptide AID immobilisé sur des billes gtawidine. On observe que
cette construction de la sous-urfitta interagit toujours avec AID, comme le montr&dade dans
le puits 2. L'interaction observée est spécifiquaisque sur des billes recouvertes de biotine seule
cette construction dgla n’interagit pas. On peut noter que les bandessmondantes a filla WT
et a laBlaAC se trouvent au méme niveau sur le western blti @eut étre di a la migration des
protéines dans le gel utilisé qui ne permet pagotws de différencier deux protéines dont la

différence de taille n’est pas trés élevée.
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Figure 48 : La construction depla délétée du domaine C-terminal interagit toujoursavec le domaine AID

Les protéines recombinantes correspondant a lawsotésla WT 31la WT) ou a la sous-uniffla délété du domaine
C-terminal flaAC) ont été incubé avec des billes magnétiquestatrgline recouvertes de peptide AID (Puits 1 et 2)
ou de bhiotine (puits 3, contrble négatif). La presedes protéines recombinantes a été révéléenpaunio-marquage
avec des anticorps anti His.

J'ai ensuite testé l'interaction des différenteastauctions présentées dans la figure 47 avec
le RyR1. Les résultats de ces expériences d'inierecsont résumeés dans la figure 49 sous la forme
d’'un tableau présentant la quantité de RyR1 imns#zlsur les billes par rapport a la quantité ¢otal
de RyR1 utilisée dans I'expérience, en fonction dasstructions recouvrant les billes. On observe
que la sous-unitBla délétée de sa partie C-terminale perd sa capaski fixer sur RyR1, seul 18%
des RyR1 sont fixés sur les billes. Le domaine r@itgal seul n’interagit pas non plus avec RyR1.
A linverse, lorsque les deux constructions préoéeie sont utilisées simultanément, l'interaction
avec RyR1 est restaurée, 93 % des RyR1 se fixenleswilles. Ces résultats suggerent que la
structure tridimensionnelle d&la est importante pour son interaction avec RyRilplésence du

domaine C-terminal, permet au reste de la soug-fb# d’'interagir de nouveau avec le RyR1.
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Figure 49 : Graphique récapitulatif des expériencesle co-précipitation sur billes réalisées avec lefférentes
constructions de la sous-unit@la

Les différentes constructions de la sous-upité ont été immobilisées sur des billes puis utkséans des expériences
de pull downs avec des RyR1 purifiés. Les constosBla WT,plaAC, etflaAC +pla C-ter sont immobilisées sur
des billes streptavidine via le domaine AID, alqte la constructiofila C-ter est immobilisée sur des billes agarose
glutathion. La présence du RyR1 sur les billes demslifférentes expériences a été révélée par momarquage avec
un anticorp anti RyR, puis les bandes corresposdaunt RyR1 ont été quantifiées a I'aide d'un lagjicle traitement
d'images. Les résultats sont présentés en pougemta RyR1 fixé sur les billes par rapport a langjté totale de
RyR1 purifiée utilisée dans I'expérience.

Les expériences fonctionnelles réalisées sont baseée la ré-expression des différentes
constructions modifiées de la sous-urfifé dans des myotub@4&-null. En utilisant ces myotubes
dans des expériences d’'imagerie calcique, noussaporévaluer l'efficacité du CEC en mesurant
les transitoires calciques via RyR1 induits padégpolarisation de la membrane plasmique. Les
transitoires calciques sont mesurés 3 a 5 joussdprtransfection des myotubes avec les diffésente
constructions. lls sont chargés avec 5 uM dhalicateur fluorescent pour la mesure du*‘Ca
cytoplasmique (Fluo4AM, Invitrogen). La dépolarieatde la membrane plasmique est obtenue par
perfusion du milieu extracellulaire avec une solutde KC| (140 mM). L'amplitude des transitoires
calciques obtenus est mesurée par une variatidm ftleorescence de I'indicateur. Les résultats sont

présentés figure 50.
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Figure 50: Mesure des transitoires calciques dansed myotube$1-null exprimant différentes constructions de la
sous-unitépla

Les myotubes sont transfectés avec (A) la soug-phé sauvagedla WT); (B) la sous-unitpla délétée du domaine C-
terminal B1laAC); (C) le domaine C-terminal de la sous-utfil& (31a C-ter) ou (D) avec la sous-unfiéa délétée du
domaine C-terminal + le domaine C-terminal de lassonitéfla (1la C-ter).

Les transitoires calciques sont mesurés 3 a 5 japrés la transfection. Les myotubes sont chargés & pM d'un
indicateur fluorescent pour la mesure dd'Gaytoplasmique (Fluo4AM, Invitrogen). La dépolatiea de la membrane
plasmique est obtenue par perfusion dans le mdidtacellulaire avec une solution de KCI (140 mi¥idhe bleue).
L’amplitude des transitoires calciques obtenusresturée par une variation de fluorescené€R)

L’expression de la sous-unipda non modifié fla WT) dans les myotub@d-null permet
de restaurer le CEC. C’est ce que montre la fi§, apres dépolarisation par le KCI, on observe
un transitoire calcique dont I'amplitude est sinnéda celle observée dans des myotubes normaux.
La figure 50 C-D montre les résultats obtenus alesc myotubes transfectés par les
constructions délétées de la sous-uffiités. On observe que ni le domaine C-terminalfda
exprimé seul ni son association avec la constmai&fla délété du domaine C-terminal ne permet
de restaurer un couplage fonctionnel entre le DHPRRYR1, aucun transitoire n'apparait. A

I'inverse, lorsque les myotubes sont transfectéx da constructiofila AC, seulement délétée du
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domaine C-terminal, on peut mesurer un relachendentalcium dont les propriétés different
largement des transitoires normaux (figure 50B)ré&l&chement de calcium est trés réduit puisque
gu’il ne représente que 20 % de I'amplitude maxematbtenue avec I'expression de la sous-unité
Bla WT. Ensuite, ce relachement n’est pas transjtgon amplitude diminue trés lentement. Au
lieu de diminuer rapidement au bout de 40 secondasmne c’est le cas lorsque la sous-ufité

WT est exprimée (figure 5081a WT), la fluorescence se maintient et représemtere environ 60

% de 'amplitude maximale plus d’'une minute apeesiépolarisation. Ces résultats suggerent donc
gu’en plus d'un défaut dans la mise en place du Gfe@e construction délétée du domaine C-
terminal provoque aussi un défaut dans la refemmaates RyR1 apres leur activation.

Pour confirmer la présence de la sous-unit8 a la membrane et vérifier que I'effet que
nous observons n’est pas di a une modification'atelssage membranaireadS, nous avons
décidé de mesurer les courants de type L par lhigee de voltage clamp sur des myotubesull
exprimant la constructiofla AC. La transfection de cette construction n’a pampgede mesurer

des courants L significatifs.

Discussion et perspectives

Dans cette étude, nous apportons de nouvellesmatarns sur l'interaction de la sous-
unitépla avec RyR1 en montrant; a) que laffinité detecehteraction est augmentée par
I'interaction de la sous-unitgla avec le domaine AID de la sous-unifS ; b) que la région C-
terminale de3la (acides aminés 459-524) est nécessaire, masuffesante pour l'interactiofila
/IRyR1 ; c) que la délétion de cette partie de lssamitépla provoque non seulement une perte de
l'interaction avec RyR1 mais aussi une modificationportante des caractéristiques du transitoire
calcique induit par une dépolarisation membranaioggérant une fermeture incomplete de RyR1
aprés activation. Nous démontrons aussi que cét&tiah n‘'empéche pas linteraction de la sous-
unitéla avec le domaine AID.

Comme je l'ai décrit dans l'introduction (paragrapB.2), I'expression d’'un CEC de type
squelettique requiére la présence de lisoformeelefigue de la sous-unife (Bla) et ce dernier
intervient de maniére déterminante dans le coupfdgsique DHPR/RyYR lors de ce processus.
Cependant la sous-unitda étant impliquée dans I'adressage de la soué-wifg a la triade et dans
I'organisation du DHPR en tétrade, il est toujodif§icile de différencier ce réle dgla de son role
dans le couplage fonctionnel entre DHPR et RyR Xfaiteque l'interactiorpla/RyR1 soit renforcée
par l'interaction depla avec le domaine AID de la sous-uni&S montre I'imbrication des
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différents aspects du rdle fonctionnel de la saugula. Les travaux de Leuranguer (2006)
montrant qu’ en absence de sous-unit& (myotubes dysgéniques) la sous-upité présente une
répartition diffuse dans le cytoplasme alors ge'gfirésente une organisation punctiforme en
présence delS ont été interprétées par ces auteurs commerengepde I'absence d’interaction
entrefla et RyR1 (Leuranguer et al., 2006). Les résutfaésnous avons obtenus suggérent que la
construction d’'un complexe DHPR/RyR1 parfaitemergaaisé et fonctionnel met en jeux des
relations coopératives entre les différentes pneimpliquées. La présence file serait donc un
facteur potentiateur de la formation de tétradegoat de la formation du complexés/RyR1 mais

la présence delS serait également un élément potentiateur dedastionfla/RyR1.

L'implication du domaine C-terminal de la sous-erfifia dans le CEC a été proposée par
I'équipe de Coronado (2003, 2004) (Sheridan et24lQ3; Sheridan et al., 2004). Leurs travaux
d’expression de sous-unitBgortant des domaines C-terminaux de différentegnas et de sous-
unitésp tronquées de leur domaine C-terminal ont en effehtré dans les différentes situations
étudiées une forte perturbation du CEC. Nous appsrici, la premiére observation montrant que la
sous-unitéfla deélétée de son domaine C-terminal n’interagis pdvec RyR1. Ce domaine C
terminal ne représente cependant pas le site diiction avec RyR1 puisqu’il est incapable
d’interagir avec RyR1 lorsqu’il est seul. Ce résulmet donc en évidence l'importance de la
structure tridimensionnelle de la sous-unfiga dans I'établissement d'une zone de contact
DHPR/RYR fonctionnelle.

Les caractéristiques du relachement d& @eesurées lors de I'expression de la construction
Bla AC montrent un effet direct sur RyR1. La délétiondiumaine C-terminal d@ entraine non
seulement une réduction importante de I'amplitudeelachement de €ainduit par le choc KClI,
mais également la persistance du relachement ahssanggérant un défaut dans le mécanisme de

fermeture de RyR1.

Lors de cette étude, nous avons aussi observé imeution tres forte de I'amplitude des
courants de types L lors de I'expressionpda AC. Ce résultat suggére un défaut d’adressage des
sous-unitésilS a la membrane ou un effet direct de cette délé&ur les propriétés canals de la
sous-uniténlS qui pourrait expliquer la diminution de 'amplile du transitoire calcique que nous

observons.

~ 142 ~



Résultats et Discussion Page|l1l43

Figure 51 : Structure cristallographique de la sous
unité Bla en interaction avec AID
Modifié d’aprés (Opatowsky et al., 2004)

Le domaine AID est représenté en vert. Le domaine C
terminal de la sous-unité est en rouge et les a@danés
chargés négativement et regroupés sur une surface
chargée au niveau de la charniére entre le donthet

le domaine C-terminal sont représentés en jaune.

A ce stade de notre étude, il ne nous est pashpesi définir de facon précise la séquence
d’acides aminés deila responsable de linteraction avec RyR1. L’exisée d'un facteur
conformationnel important pour cette interactioaque de rendre difficile cette identification.
L’analyse de la structure tridimensionnellefda fait apparaitre un groupe d’acides aminés clargée
formant une surface chargée négativement au nideala charniere entre le domaine GK et le
domaine C-terminal (figure 51). Ce groupe d’acidesnés représente un site potentiel d’interaction
avec le groupe d’acides aminés chargés positivedeRyR1 identifi€ comme site d’interaction de
Bla (Cheng et a. 2005). Malheureusement, la strittiimensionnelle du domaine C-terminal de
Bla n'a pas pu étre déterminée en raison de sagteople flexibilité et de son absence de motif
structuré. Il serait intéressant d’étudier si Braction degla avec RyR1 stabilise une conformation
particuliere de ce domaine C-terminal fllla. Une étude structurale en RMN identique a acplie
nous avons initiée pour le domaine de RyR1 cormedgot au site de liaison de la MCa pourrait étre
envisagee, les deux domaines, C-teBtle et site de liaison d&la sur RyR1 étant déja clonés et

exprimés sous forme de protéines recombinantes.
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3. ETUDE STRUCTURALE DU DOMAINE DE RyR1
CORRESPONDANT AU SITE D'INTERACTION DE
LA MCa ET DU DOMAINE A DU DHPR

Introduction

Dans une étude menée au laboratoire, difféerenggnieats de RyR1 ont été exprimés sous
forme de protéine recombinante (F1 a F9, figureeb2@ur capacité a interagir avec la MCa ou avec
le domaine A de la sous-unitdS du DHPR a été testée (Altafaj et al., 2005). xDdomaines,
nommés F3 et F7, interagissant avec la MCa et kvelomaine A ont été identifies sur RyR1.
L’expression dans des cellules COS-7 d’'un ADNc ovdme forme de RyR1 délétée du domaine
F7 (RyRIAF7) a permis de montrer que l'absence du domaineemiraine la perte totale
d’interaction de RyR1 avec la MCa ou le domaineadgutissant a I'absence d’effet de la MCa sur
la fixation de ryanodine. La poursuite de la caasation de ce site dinteraction a permis
I'identification sur RyR1 d’'une séquence de 15@lasiaminés comprenant le site d’interaction avec
la MCa et le domaine A du DHPR.

RyR1

: " & i 45 @ A O
Acides aminés —~ 4 SV N @

NH,
Domaines — F1 F2 F3 F4 F5—F6 F7 LJ—COOH

9 %
i) ot

3351 F1.2 3507

3492 3502
3398 3461

Figure 52: Les différents fragments de RyR1 étudiés

(en Haut), les différents fragments utilisés dadéimitle de Altafaj et ses collaborateurs (2005);Has), le fragment
F7.2 (résidus 3351-3507) sur lequel on retrouva@téed’interaction de la sous-unftéa déterminé par Cheng et ses
collaborateurs (2005) (en orange), la région ASilfgiti I'objet d’un épissage alternatif (résidus8343485) (en
rouge) et la zone d’interaction commune a la MCauelomaine A que j'ai déterminé (résidus 3398-34@1bleu).

Comme nous l'avons vu précédemment les donnéeadwgtales obtenues a ce jour sur RyR1

ne permettent pas la localisation précise (a I'éette I'acide aminé) de domaines fonctionnels du
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RyR. Ceci est d0 d'une part a I'absence de donrstegturales et également au manque

d’information sur les acides aminés directementiop@s dans la régulation de RyR1.

Dans ce contexte, I'objectif de mon travail fut i@eluire la taille de la séquence de RyR1
responsable de la liaison de MCa et du domaine fis, e permettre I'étude structurale par

résonance magnétique nucléaire (RMN) de ce domaine.

A partir de la séquence du domaine F7.2, jai dampremier temps cherché a définir une

séquence minimale conservant la capacité a intemagc la MCa et le domaine A.

Dans un deuxieme temps, j'ai exprimé dans des bestéuis purifié ce site minimum de
liaison de MCa et domaine A. Jai également réalesénarquage isotopiqueé”l, *C) de ce

fragment. Enfin, une étude structurale par RMNéaegttamee.

3.1 Identification d’'une séquence de RyR1 portant le site de
liaison de la MCa et du domaine A du DHPR.

Pour cette étude j'ai réalisé le clonage de troisssdlomaines de la région F7.2, nommeés
F7.2.1, F7.2.2 et F7.2.3, et exprimé chacun delopwines sous forme de protéine recombinante en
fusion avec la protéine GST ou avec une etiquatedme (figure 53). La position relative de

chacun de ces sous-domaines dans la séquencerpriadRyR1 est schématisée sur la figure 52.

La MCa ainsi que le peptide correspondant a laesgmpidu domaine A de la sous-unifé&s
du DHPR (pA) furent synthétisés sous forme biotil&met immobilisée sur des billes recouvertes
de streptavidine. Par des expériences de co-pt&gm, j'ai alors testé l'interaction des difféten
domaines avec la MCa et le domaine A. L’interactitas domaines F7.2.1, F7.2.2 et F7.2.3 est
mesurée par immunomarquage des protéines inteaagiagec les billes-MCa et les billes-pA avec
des anticorps reconnaissant la protéine GST aguiétte histidine.
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RyR F7
| | Do D | | 156 aa

Y3409 (422 3507

—~
E 3351 GST F 3451 100 aa
GST F7.2.1

S 3398 Q3461
63 aa

HIS F7.2.3

Figure 53: Représentation schématique des différemfragments F7.2 de RyR1

Deux protéines recombinantes possédant une éeq@&S{T et correspondant a deux fragments
chevauchants du domaine F7.2 ont été clonées :1F@tZF7.2.2. Elles comprennent 100 acides
aminés chacune. Le fragment F7.2.3 (63 acides anow@respond a la séquence chevauchante
des fragments F7.2.1 et F7.2.2. Le fragment FAZ cloné avec une étiquette histidine.

A. B.
F7.2.1 F7.2.2
kDa T1  biotine MCa pA kDa T2 biotine MCa PpA

Figure 54: Interaction des fragments F7.2.1 et F7.2 avec la MCa et le peptide A

Les protéines recombinantes GST/F7.2.1 (A) et GBR/E (B) ont été incubées avec des billes magmeésiq
streptavidine recouvertes de biotine (biotine, diat négatif), de MCa (MCa) ou de peptide correslaoh au

domaine A de la boucle IlI-lll de la sous-unitES du DHPR (pA). Tlet T2 représente les quanti®&8T/F7.2.1
et de GST/F7.2.2 respectivement utilisées pourelgriences. La présence de GST/F7.2.1 ou GSTZF&s.
révélée a l'aide d’ anticorps anti GST

Sur la figure 54 on peut observer I'interaction desmaines F7.2.1 et F7.2.2 avec les billes-
MCa et les billes-pA comme en témoigne la présede® bandes correspondant aux fragments
GST/F7.2.1 et GST/F7.2.2. Les deux domaines de Rydtkervent donc la capacité d’'interagir
avec le domaine A et la MCa. L’absence de bandsgule I'expérience est réalisée avec des billes

recouvertes de biotine seule démontre la spééfist'interaction.
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F7.2.3

pAID pA MCa

kDa

7- — —

Figure 55: Interaction du fragment F7.2.3 avec la Ma et le peptide A

La protéine recombinante His/F7.2.3 a été inculvée des billes magnétiques streptavidine recouveltepeptide
AID (pAID, contrdle négatif), du peptide A (pA) ale MCa. La présence de F7.2.3 est révélée aveardiesrps
anti HIS

Les fragments F7.2.1 et F7.2.2 comportant une sgueommune de 63 acides aminés, jai
donc cloné une protéine recombinante correspondacette séquence (F7.2.3). Dans le but
d’obtenir une protéine de taille compatible avex études de RMN, cette protéine fut clonée avec
une étiquette histidine (figure 53). La figure 5&mbntre que cette région interagit spécifiquement
avec la MCa et le domaine A. Dans cette expériémamntrdle négatif utilisé est le peptide AID
correspondant au domaine d’interaction de la soite-@la sur la boucle I-Il de la sous-unit#sS.

On observe que notre protéine F7.2.3 n’interagitgpeec ce peptide.
3.2 Expression et purification de la protéine F7.2.3

Dans le but de poursuivre la caractérisation atrate du site d’interaction identifié, il m'a
fallu exprimer et purifier la protéine recombinafie. 2.3 dans des conditions particulieres. En effet
I'obtention de données structurales par RMN nétedaitilisation de protéines marquées au
carbone 13'C) et & I'azote 15'{N). Les isotope$?C et'*N du carbone et de I'azote ne permettent
en effet pas la mesure de signaux de RMN. Afinetieplacer les atomes de carbotf€) et d’azote
(**N) de la molécule par leur isotop® et**C, les bactéries sont cultivées dans un milieuuftere
minimum dont les seules sources de carbone et t¢'ammt respectivement le glycérdC et le
chlorure d'ammoniunt®N. De plus, les échantillons utilisés en RMN néitessun degré de pureté
supérieur a celui nécessaire pour réaliser desiexgés de biochimie (moins de 5% d’impuretés).
C’est la raison pour laquelle, I'expression et taification de la protéine His/F7.2.3 ont nécessité
une mise au point particuliere. Dans un premierpgenjiai produit la protéine recombinante avec

seulement un marquage &N.
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Les protocoles d’expression et de purification d&d pour les protéines recombinar
etiqueté@s histidine décrits au paragraphe 2.2 et 2.3 gaée matérielset méthodes ont donc ¢
modifiés Les étapes non décrites dans ce paragraphetriggteangees.

Une préeulture de 200 mL de bactéries recombinantes alséé sur la nuit. Le lendema
les bactéries sont collectées par centrifugatidavétes une fois avec le milieu minimwenrichis en
>N (annexe 7)Les bactéries sont alors mises wltures dans le milieu minimum a 37°C et s
agitation (250 rpm) jusqu'a I'obtention d’une DCewliron 0,8. L'expression de la proté est
induite par ajout d'IPTG (0,5 mM final). Les bacgésr sont alors remises en cultures a 37°C
agitation pendart heures (DO = 2Elles sont ensuiteollectées par centrifugation et congelé«
20°C.

La purification sur colonne d’affinité histidine te®alisée dans les mémes conditions
celles décrites au chapitkdatériels et Méthodes. La figure 56 monteespectre d’absorption a 2
et 280 nm réalisé lors de la rification en sortie de colonne apres la purificati par
chromatographie FPLC.
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Figure 56: Chromatogrammede la purification de la protéine recombinante HisF7.2.3 sur colonne d’affinite

On suit I'absorbance (280 nrirdce blee) et 254 nm (trace rosegh fonction du temps. La protéine est puri
selon un programme qui permet d'éluer les protéfinees spécifiguement sur la colonne selon un gradient
linéaire d’imidazole (de 0 a M, en vert sur le graphe). La protéine est e avec 500 mM d’'imidazole (rectanc
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noir, fractions C5 a C9). Les fractions (rouge)espondant a ce pic sont récupér

A lissue de la purification sur colonne histidirla, protéine obtenue n’est | assez pure
pour étre utilisée en RMN et se trouve dans un temmgontenant 500 mM de NaCl et 500 r
d’'imidazole. Ces concentrations de NaCl et d'imalaztant incompatibles avec les expérience
RMN et afin d’augmenter le degré de pureté de néthentillon, j'ai réalisé une deuxiéme étape
purification par chromatograph d’adsorption en phasenverse sur colonne C18. |
chromatographie sur colonne C18 est une tech de chromatographie haute pression (HPLC)
permet de séparer des échantillons selon leur cd’hydrophobicité. La figure57 montre les
spectres a 214 nm, 200 nm et 280 nm obtenus @a dertolonne lors de cette purificati
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Figure 57: Chromatogamme de la purification de la protéine recombinang F7.2.3 sur colonne C18 en pha
inverse

On suit I'absorbance (280 nrtrgce roug), 214 nm (trace rose) et 220 nm (trace bleaa)jonction du temps. La
protéine est purifiée selon un programme qui pemtétier les protéines selon un gradient linéaiten dampon
acétonitrile 90% (ACN), eau 10 % et acide trifluacétique 0,1% (TFA) (de 0 & 100 % d’ACN, en vent l&
graphe). (A) La protéine est émi@vec 63 % d'ACN (rectangle noir). (B) zoom sur le m’'absorbanc
correspondant a la protéine F7.2.3 (rectanoir). La fraction (C15, rouge) correspondant a cespiaécupéré

Un gel SDSPAGE a permis de vérifier I'intégrité et la pureligs chantillons purifiés apres
chaque étape (figure h8Aprés la purification sur colonne C18, I'échdati protéique es
lyophilisé.
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Figure 58: Analyse de différentes fractions protéiges correspondant aux différentes étapes de purifition.

(A). Les différentes fractions indiquées (A13 et £&9) correspondent aux fractions récupérées rtie sie colonne
FPLC. 10 pL de chaque fraction ont été déposés.

(B). Les fractions A9 et C15 correspondent auxtfoms principales obtenues aprés passage surdarmIiC18. 20 pL
de chaque fraction ont été déposés.

3.3 Etude structurale du site d’interaction

En collaboration avec le Dr Hervé Darbon du labmrat « Architecture et Fonction des
Macromolécules Biologiques » du CNRS d’Aix-Marseillniversités, nous avons donc entamé une
étude structurale du domaine F7.2.3.

Le phénomene de résonance magnétique nucléaitmgstsur le fait que tous les noyaux
sont caractérisés par un spin nucléaire et un mbmagnétique nucléaire qui sont tous deux
quantifiés. Les valeurs de spin peuvent étre prenepiriguement a partir du nombre p de protons
et du nombre n de neutrons constituant le noyasinogaux dont la valeur de spin est de %2 comme
le *H, le *C ou [e™N, ont en fait deux états de spin et donc deux nmvsm@agnétiques possible. Si
I'on applique un champ magnétique externe, les moy@ateragissent differemment suivant I'état de
leur moment magnétique et acquierent des énergiésetites. Les noyaux passent alors d’'un état
d’énergie a un autre en absorbant des photons,itoqudl y a résonance. Dans une HSQC
(Heteronuclear Single Quantum Correlation, ou datign *H-">N), sur chaque résidu de la protéine
(sauf la proline) il y a transfert de résonancereeé >N et le proton amide') (couple ou
groupement N-H) de la liaison peptidique. Si lat@iree est repliée, chaque couple N-H aura un
environnement chimique (et donc magnétique) smpafiqui va influer sur la fréquence de

résonance. Sur un spectre HSQC (figure 59 et 6@yue tache (ou pic) de corrélation correspondra
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a un acide aminé de la molécule. La position dequbapic de corrélation dépend de

I'environnement immédiat du groupement N-H.
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Figure 59: Spectre HSQC'H-'*N de la protéine F7.2.3

Un pic correspond a un acide aminé. Les fréquedeessonance sont indiquées en ppm (partie paions)l de la
fréquence de résonance du proton du spectromeire5(0 MHz). Le cadre noir représente les acideqés pour
lesquels la variation de fréquence en présence@a &été analysée en détail

La figure 59 correspond au spectre HSQC obtenu pdragment F7.2.3 marqué avec
lisotope **N. La distribution des pics est révélatrice d’urmet@ine structurée avec des motifs
secondaires en conformation stable. Les corrélaitentrées autour de 8.5 ppm (spectréjusont
révélatrices de structures en boucles, celles dsegpentre 8,5 et 10 ppm indiquent plutét des

structures étendues de type feuipetEnfin, les fréquences entres 7 et 8.5 indique@t zone en

hélicea.
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Figure 60: Superposition des spectres HSQ&-'°N de la forme libre du fragment F7.2.3 et de ceuxienus aprés
ajout de différentes concentrations de MCa

Chaque tache de couleur correspond a un acide abmséfréquences de résonance sont indiquées en(jpgmie par
millions) de la fréquence de résonance du protcin §00 MHz). Les différentes couleurs représentestpositions des
corrélations H-N en fonction de la quantité de MHjautée. Le cadre noir représente les acides ampimdslesquels la
variation de fréquence en présence de MCa a étgsapaen détail (figure 59)

En HSQC, la position d'un pic dépend de son envieoment magnétique et donc chimique.
L’ajout d'un ligand provoque un changement d’enmitement magnétique pour les couples N-H
des acides aminés impliqués dans l'interactionguieinduit un déplacement du pic sur le spectre
(figure 60). On peut ainsi suivre la valeur du @épment des pics en fonction du rapport molaire
récepteur/ligand (ici F7.2.3/MCa) (figure 61). Ligure 61B et 61C montre que ce déplacement
varie en fonction du rapport molaire de MCa et d&2R pour atteindre un plateau pour un rapport
molaire (MCa/F7.2.3) égale a 6, ce qui montre l&cHjité de l'interaction observée. La valeur
absolue de ce rapport est cependant difficile @rpméter en raison des concentrations élevées de

MCa et de fragment F7.2.3 utilisés.

Sur la figure 60, les pics dont la position ne gepas en présence de MCa représentent des
résidus des fragments F7.2.3 situés hors de la dameraction. A l'inverse, les couples N-H des

résidus situés dans la zone d'interaction aurost fdé&quences modifiées en présence de MCa
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(figure 60 et 61A). Douze acides aminés présenteet modification de spectre en présence de
MCa, ce qui signifie que 12 résidus parmi les 6Bopmposent le fragment F7.2.3 sont impliqués
dans l'interaction avec MCa. Cette interaction éspnterait une surface d’'interaction d’environs
500A%.
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Figure 61: Exemple de variations chimiques induitepar la MCa mesurées pour deux acides aminés.

(A) Superposition des spectres HSQC de la forme ldu fragment F7.2.3 de RyR1 (figure, cadre neirjle ceux obtenus
avec différentes concentrations de MCa. Le spéatligue les changements de fréquences de résomahges par I'ajout de
quantité croissante de MCa libre dans le milieurgux acides aminés du fragment F7.2.3. Ces sidnt impliqués dans
l'interaction avec la MCa, ils passent d’une forlibee (en bleu) a une forme fixée (rose, vert, gun

(B) Courbe de titration, variation des fréquencesésonanc&N en fonction du rapport molaire de MCa/F7.2.3

(C) Courbe de titration, variation des fréquencesésonancéH en fonction du rapport molaire de MCa/F7.2.3
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Discussion et perspectives

Au cours de ce travail, jai identifié une régioa 64 acides aminés de RyR1 interagissant
avec la MCa et le domaine A. J'ai cloné ce domajpeelé F7.2.3 que jai ensuite exprimé dans des
bactéries et purifié afin de permettre I'étude @essructure tridimensionnelle par RMN. Les
premiers résultats obtenus montrent I'existenceedens structurées au sein de cette protéine. Le
site d’interaction de la MCa met en jeu 12 acidefas parmi les 63 acides aminés de ce domaine.
L'étude structurale présentée ici est un travai€éliprinaire qui nécessite encore des
approfondissements dans I'analyse des spectressegxpériences supplémentaires pour aboutir a
une structure 3D compléte du fragment F7.2.3. Rela, j'ai produit la protéine F7.2.3 sous une
forme doublement marqué¥'c, °N). L'objectif final de cette étude est de réalikestructure des
complexes MCa/F7.2.3 et peptide A/F7.2.3. Ce tigyaimettra 'identification précise des acides
aminés impliqués dans l'interaction MCa/RyR1 et dora A/RyR1. En étudiant les déplacements
chimiques induits par ces derniers, nous pourréalser une étude comparative du positionnement
de ces deux ligands sur leur site d’interaction romm.

Ce travail, une fois terminé proposera la premgracture atomique d’un site fonctionnel
important de RyR1 en interaction avec la MCa etdealomaine A. L’obtention de cette structure
représentera une étape tres importante non seulggmenla compréhension du positionnement de
la MCa et du domaine A sur RyR1 mais permettraedgaht, par modification des acides aminés

impliqués dans cette interaction d’étudier leute dians le contrble de l'activité de RyR1.

Les études structurales de RyR1 réalisées a eeppnucryomicroscopie €électronique ont
permis de positionner les sites de fixations desiplurs protéines sur le modele de structure
tridimensionnelle de RyR1. Parmi celles-ci, ungatbxine de scorpion, 'impératoxine (IpTxa) se
fixe dans une région cytoplasmique de RyR1 délienitér les domaines 3,7 et 8. Plusieurs éléments
semblent indiquer que les domaines F3 et F7 idéstdomme interagissant avec la MCa et le
domaine A, pourraient se trouver dans des régienRyR1 correspondant aux bords de la poche
formée par les domaines 3, 7 et 8. Au sein d’ulte p@che d’interaction, la région F7.2.3 pourrait
représenter le point d’ancrage du domaine A, ¢etezaction serait stabilisée par l'interaction ave
le domaine F3.

Au niveau fonctionnel, plusieurs études ont appdég éléments démontrant que la région
F7.2 de RyR1 influencgait le couplage a plusieuveaiix. En effet, elle contient le site d’interantio

identifié pourfla et dont la délétion a montré qu’il influait darCEC (figure 52) (Cheng et al.,
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2005). Ce site se situe 30 acides aminés en av# dégion F7.2.3 que nous avons identifiée
comme site d’interaction pour le domaine A. On paitiidonc imaginer que linteraction F7.2.3 /pA

puisse modifier ou réguler l'interactigia/RyR au sein de la poche et influer ainsi SGHE.

La séquence nucléotidique F7.2 de RyR1 comprensétpience Ala3481-GIn3485 dont
I'expression est régulée au cours du développepamnitépissage de I'exon appelé AS1 (Futatsugi,
Kuwajima & Mikoshiba, 1995). L'isoforme juvénile d&yR1 ne possede pas cet exon alors qu'on le
trouve dans l'isoforme adulte. Il a été montré tpidomaine correspondant a I'exon AS1 influence
I'activité canal de RyR1 via une interaction intkymaine avec une autre région de RyR1 (Kimura
et al., 2009; Kimura et al., 2007). Ces auteursawssi montré qu’'un peptide correspondant a la
séquence THF'~Gly*® appelé peptide AS1, posséde une structure trigiitnenelle ressemblant &
celle du peptide correspondant au domaine A (figife L’épissage de I'exon ASI entraine une
augmentation de I'amplitude du relachement de walcinduit par dépolarisation, suggérant que
cette seéquence pourrait jouer un r6le inhibiteur RgR1 en stabilisant une interaction
intramoléculaire entre différents domaines de RyRiypothése proposée par ces auteurs est que la
fixation du domaine A sur RyR1 pourrait déstabilid® module inhibiteur formé par AS1 et
permettre une levée d'inhibition préalable au CECvivo, ce role serait joué par le domaine A de
la boucle 1I-III.

Gréace a la structure précise du site d’interactiordomaine A et de la MCa sur RyR1, il
nous sera possible d’identifier précisément lesleciaminés impliqués dans cette interaction. Le
role fonctionnel de cette interaction pourra aktre évaluén situ par I'expression de constructions
modifiées ou mutées sur ces acides aminés dansmgesubes de souris dysgéniques ou

dyspédiques.
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4. ETUDE DE L'EFFET DE LA MCA SUR LES
MYOTUBES DYSGENIQUES

Comme je le rappelle au paragraphe 3.4 de la panttieduction, différentes études ont
montré que la MCa est un effecteur puissant du RYR& analogie de séquences avec le domaine
A de la sous-unitél1S ainsi que le fait qu’elle partage un site datfbn sur RyR1 avec le peptide
correspondant au domaine A, a pousseé les cherchesiistéresser a son effet sur RyR1 dans le
cadre du CEC au sein de la fibre musculaire. Ledest menées ont utilisé deux modéles différents :
(1) des myotubes obtenus a partir de cultures @&t (2) des fibres musculaires adultes.

Les études réalisées sur des myotubes en cultm®rdrent la capacité de la MCa a
déclencher un relachement de’Ca partir du RS et & augmenter fortement I'actisipéntanée de
RyR1, suggérant un ciblage préférentiel des RyRilaoaiplés au DHPRs par la MCa (Esteve et al.,
2003; Szappanos et al., 2005). Les études sussfibbtesculaires adultes montrent (1) que I'effet de
la MCa n’est observable que lorsque le processuSHI2 est activé et (2) que dans ce cas la MCa
induit un défaut dans la fermeture de RyR1 suil@mépolarisation de la membrane plasmique qui
se traduit par une augmentation de la durée dsitaare calciqgue (Jacquemond, 1997; Pouvreau et
al., 2006).

Ces études ont amené leurs auteurs a proposerodalenau sein duquel ; dans la fibre
musculaire au repos, le couplage DHPR/RyR1 empénlteraction de la MCa avec le RyR1. Cette
absence d'interaction serait dans ce modele duéericombrement stérique provoqué par
l'interaction du domaine A sur le site de fixatide la MCa sur RyR1. La dépolarisation de la
membrane plasmique, provoquerait une déstabilisatie I'interaction domaine A/RyR1 et
autoriserait alors l'interaction MCa/RyR1

Ces différents travaux suggerent que dans la fibusculaire, I'acces et/ou I'action de la
MCa sur RyR1 sont contrlés par la présence deda-snitéalS. Nous avons donc décidé de
caractériser l'effet de la MCa sur RyR1 dans destaohes en absence de la sous-umli8, c'est-a-
dire dans des myotubes dysgéniques. En raisoraldseihce dalS, ces myotubes ne présentent pas
de transitoires calciques en réponse a une dégatiom et sont incapables de se contracter (figure
63). Jai donc étudié I'effet de la MCa sur la cenization cytoplasmique de €al’approche
méthodologique utilisée pour la mesure des vanatite la concentration de Caytoplasmique est
identique a celle utilisée précédemment (résufiatagraphe 2.2) et est basée sur I'utilisationade |
sonde Fluo 4AM.
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Dans un premier temps, j'ai voulu vérifier I'efféé la MCa sur le CEC dans des myotubes
normaux (en présence de la sous-unit&). Les résultats présentés sur la figure 62 Btraon
I'absence d'effet de la MCa sur I'amplitude du si#wire C&" déclenché par une augmentation de
la concentration de KCI, confirmant que la MCa pas d’effet sur RyR1 en présence de la sous-
unité alS. En effet, sans incubation ou apres incubaterdant une heure avec 500 nM de MCa,
les transitoires observés apres dépolarisatiortpar KCI ne différent ni en amplitude, ni en forme
de ceux observés sans MCa.

A. B
Myotubes normaux (WT + Choc KCI)
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Figure 62: Effet de la dépolarisation au KCI et dda MCa sur des myotubes normaux

(A). Moyenne des transitoires calciques mesurésissmyotubes normaux (n=16). Les myotubes somgébavec 5
UM d’unindicateur fluorescent pour la mesure dd'Gatoplasmique (Fluo4AM, Invitrogen). La dépolatiea de la
membrane plasmique est obtenue par perfusion déamélieu extracellulaire d’'une solution de KCI (14M) (fleche
bleue). L’amplitude des transitoires calciques nbteest mesurée par une variation de fluorescélE6/F0)

(B). Représentation de la moyenne des amplitudesnmates des transitoires calciqgues mesurés sumdegubes
normaux (n=16).

Dans un second temps, jai réalisé le méme typexpédriences sur des myotubes
dysgéniques. Les résultats sont regroupés figurd.'@8registrement présenté sur la figure 63 A
montre I'absence totale de variation de la conetiotm cytoplasmique de €adans les myotubes
dysgénigues exposés a une dépolarisation par atgtoende la concentration de KCI. Ce résultat
attendu traduit 'absence de sous-unifés dans ces myotubes et donc I'absence totale d& CE
L’enregistrement présenté sur la figure 63 B monqtre I'adition dans le milieu extracellulaire de
MCa (500 nM concentration finale) n’induit aucunedification de la concentration de Ca

cytoplasmique mesurée sur plusieurs minutes sulladdition de MCa. De facon surprenante, la
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MCa seule n’a donc pas d’effet sur les myotubegélysjues. A I'inverse, nous avons pu observer
un résultat particulierement intéressant et coraptent différent lorsque les myotubes dysgéniques
préalablement incubés avec la MCa sont soumis @@pelarisation. Ce résultat est présenté figure
63C. En effet, dans ces conditions on observe wmmantation rapide de la concentration
cytoplasmique de G4 induite par la dépolarisation de la membrane pigsen Cette réponse
calcique differe du transitoire calcique observedas myotubes normaux. En effet 'augmentation
de la concentration de €anduite dans les myotubes dysgéniques par la dégation en présence
de MCa présente un caractere oscillatoire et unglilmigie plus faible que celle du transitoire
calcique observé sur les myotubes normaux. Unigebkcalcique a pu étre observé dans 24% des
myotubes dysgéniques (sur un total de 167 myotuhesbés en présence de MCa et soumis a une
dépolarisation. Le caractére oscillatoire de cedtgation de la concentration deCaytoplasmique

suggére I'induction d’'un processus de relachemer@d’ induit par le C& (CICR).
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Figure 63 : Effet de la MCa sur les myotubes dysgéques

Les transitoires calciques types observés songseptés. Ils ont tous été mesurés sur des myotlysggEniques.
(A).Réponse observée lorsque les myotubes sontteéiment soumis a une dépolarisation au KCl. (B)pdRée
observée lorsque les myotubes sont exposés a jgotion de MCa (fleche rouge) (500 nM finale), cegotubes ne
sont pas soumis a un choc KCI. (C). Réponse obsdovéque les myotubes sont soumis a une dépdlarisau KCl

aprés 1 heure d’incubation avec de la MCa (500 inisde).

Les myotubes sont chargés avec 5 uM didicateur fluorescent pour la mesure dif'Gaitoplasmique (Fluo4AM,
Invitrogen). La dépolarisation de la membrane plgam est obtenue par perfusion dans le milieu egthdaire d’'une
solution de KCI (140 mM) (fleche bleue). L'ampliwidies transitoires calciques obtenus est mesurampavariation
de fluorescence (F-FO/FO0)

Ce résultat montre pour la premiere fois que Es@nce de MCa induit le rétablissement
d’'une variation de la concentration de?Caytoplasmique induite par la dépolarisation de la
membrane plasmique en absence de sous-wtfge

Plusieurs hypothéses peuvent étre faites pourcggalice résultat.

a) La MCa pénetre dans les myotubes dysgéniquesfaetessur RyR1. En se fixant sur RyR1
la MCa augmente leur sensibilité au’Caytoplasmique. Lors de la dépolarisation, uneéentte

Cd* via des canaux Ghdépendant du voltage, autres que les DHPR, pouatais induire
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I'activation de RyR1 et le déclenchement d’un rekment de Ca. Les courants portés par les
canaux C& de type T pourraient représenter cette voie déentie C%.

b) La MCa pénétre dans les myotubes, se fixe sur RgRjbue un rble de détecteur de
potentiel. En réponse a la dépolarisation membrank MCa (représentant un dipdle) changerait
de position et pourrait ainsi activer RyR1. Le#D=laché par cette activation pourrait alors ingluir
a son tour le processus de CICR.

Afin de vérifier 'une ou l'autre de ces hypothésphisieurs protocoles ont été mis en place.
Dans un premier temps, ces expériences ont étééespén absence de’Caxtracellulaire ou en
présence de Nickel. Dans ces deux conditions desants C& potentiellement activateurs sont trés
fortement diminués. Cependant le fait que 'augmiém de C& induite par dépolarisation en
présence de MCa ne soit observée que dans 24%ade®llige a I'enregistrement d’'un grand
nombre de myotubes et nous empéche jusqu’ici d'ades résultats significatifs confirmant ou

infirmant nos différentes hypothéses.
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5. CARACTERISATION DE LA MCA-D, UN
ANALOGUE PHARMACOLOGIQUEMENT INERTE
DE LA MCA

Les caractéristiques de la MCa et surtout sa cepadraverser passivement les membranes
plasmiques font d’elle un membre de la famille pegtides de pénétrations cellulaire (ou CPP, Cell
penetrating peptide). Ces derniers ont largemeéntlétrits comme étant capables de transporter a
I'intérieur des cellules des composés impermédaisant de ce type de molécules des vecteurs de
pénétration idéaux pour des applications in viva. €mparaison avec les autres CPPs connus, la
MCa présente plusieurs avantages : (1) sa stru@Drest plus stable, (2) elle pénetre dans les
cellules a des concentrations plus faibles et (8) gésente une toxicité moins élevée. Mais son
activité pharmacologique sur RyR1 est un frein pd'éwventuelles applications in vivo. Plusieurs
études ont donc été menées pour rechercher ungaeatte la MCa n’ayant pas d’effet sur RyR1
mais conservant leur capacité de pénétrer dansdides (Mabrouk et al., 2007; Ram et al.,
2008b). Cependant, les tentatives pour obtenirlartalogue ont jusque-la conduit a des peptides

moins efficaces pour la pénétration cellulaire.

Tous les acides aminés, a part la glycine, donthiaine latérale est composée d’'un seul
hydrogéne, peuvent exister sous la forme de deuant@meéres optiquement actifs,
traditionnellement appelés D et L. Selon que laugemnent NH se trouve respectivement a droite
ou a gauche dans la projection de Fischer, un @deé sera D ou L. On parle aussi d'isomeres D
ou L. Par conséquent, un peptide peut étre sa@bD]L selon la configuration des acides aminés qui
le composent. Les deux isomeres d’'un acide aminé I8mage I'un de l'autre dans un miroir.
Cependant, les acides aminés L représentent l&-tpual#é des acides aminés naturels trouvés dans
les molécules du vivant. Au sein des cellules, élaues exceptions prés (ADN, paroi cellulaire) des
enzymes dégradent les acides aminés D.

Les isoméres D de molécules ligands sont donc s@sgoerdre leur capacité a reconnaitre leur
cible pharmacologique. Nous avons synthétisé unéaule de MCa a partir d’acides aminés D.
Cette MCa-D présente une structure tridimensioerghilaire a celle de la MCa mais qui est son
symétrique par rapport a un plan. Nous avons régauels étaient les effets de la MCa-D sur RyR1
en analysant deux paramétres, la liaison de ryaeéHi qui nous renseigne indirectement sur I'état

d’activation du canal (ouverture) et le relachenn€4" & partir de vésicules de RS (HSR).
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Effet sur la liaison de ryanodine
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Figure 64: Effet des MCa-D et —L sur la liaison deyanodine

La liaison de ryanodind+ (Ry-H) sur des vésicules de HSR (enrichis en RyR1¥ipara été mesurée en présence
de concentration croissante de MCa-L (rond noirfleiCa-D (ronds rouges), apres 2 heures d’'incabati37°C
en présence de 10 nM de Ry-3H et de 2 mM d&.Cur toutes les conditions, la liaison non sjgwif est
constante et représente moins de 8% de la liaigatetde ryanodine. La MCa-D n’a pas d’effet suidson de Ry-
3H. L'expérience est réalisée en triplicate.

Comme cela a déja été montré a plusieurs repts@dCa-L augmente fortement la liaison
de ryanodine sur RyR1. La MCa-L augmente au maxirj2riois la liaison de ryanodine tritiée par
rapport a la valeur initiale et son EC50 est de81iM. Contrairement a la MCa-L, des

concentrations de I'ordre du uM de MCa-D n’ont auetfet sur la liaison de ryanodine (figure 64).
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Effet sur le relachement de Caz+
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Figure 65: Effet des MCa-D et —L sur le relachementle C&* & partir de vésicules de HSR

Le relachement de &aest mesuré en utilisant un colorant sensible &l libae ('antipyrylazo I1l). L’Absorbance
a 710 nm de l'antipyrylazo Ill est suivie.

Les vésicules de HSR ont été chargées avec dii @a 5 injections de 2 pM de €adans la chambre
d’enregistrement. L'ajout d 1 uM de MCa-D n'a auceffet sur le relachement de {aalors que I'ajout
subséquent de 60 nM de MCa-L produit un relachemmessif et persistant de Tal ajout de 0.5 mM d’'EGTA
chélaté le CH relaché et provoque une diminution de I'absorbance

De la méme maniére, la figure 65 montre qu’une eotration de 60 nM de MCa-L induit
un relachement de €amassif & partir de vésicules de HSR alors queutaglans le milieu extra
vésiculaire de 1 pM de MCa-D ne provoque aucurérdition de Cd. L'addition de MCa-L étant
réalisée juste apres celle de MCa-D, on peut eniddue la MCa-D n’interagit plus avec RyR1.

Ces résultats démontrent clairement que I'isofobvie la MCa a perdu toutes ses capacités
d’activation du RyR1. lls confirment ainsi que kusture 3D de la MCa joue un réle primordial
pour son action sur le RyR. Cet isoforme pourraisdans I'étude du site d’interaction du domaine
A sur RyR1.

Plusieurs études ont été menées pour recherchamalogue de la MCa n’ayant pas d’effet
sur RyR1 mais conservant leur capacité de péndares les cellules (Mabrouk et al., 2007; Ram et
al., 2008b). Cependant, les tentatives pour obtenitel analogue ont jusque-la conduit a des

peptides moins efficaces pour la pénétration cahell
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Les propriétés de peénétration cellulaire de la NDICant donc été étudiées grace au
marquage de cette molécule a l'aide de 5(6)-carfhongescein (FAM). Cette approche a permis de
montrer que la MCa-D conserve des propriétés détpation identique a celles de la MCa-L. les
résultats présentés ci-dessus qui montrent quediisie D de la MCa a perdu sa capacité a activer

RyR1 y ont été associés et publiés dans un atiole article Poillot et al. 2010) (annexe 3).
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DISCU33ION GENERALE

Au cours de ma these, jai donc caractérisé plusigueractions inter et intramoléculaires
au sein du complexe de mobilisation du*Cgui réuni le RyR et le DHPR. J'ai d’abord montré
I'existence d’interactions intramoléculaires er@e différentes boucles cytoplasmiques de la sous-
unitéalS du DHPR centréeS autour du domaine A de la bdudll. J'ai également localisé le site
d’interaction de la cavéoline-3 sur la boucle Idle domaine est différent du domaine AID de la
boucle I-Il impliqué dans l'interaction avec la seunitéla. L'étude de linteraction de la sous-
unitéBla avec RyR1 a mis en évidence (1) que I'affinitpaaente d¢la pour le RyR est fortement
augmentée par linteraction d&la avecalS (2) que la région C-terminale ¢da contrble
I'interaction pla/RyR1, et (3) que l'interactioplla/RyR1 régule la fermeture de RyR1. J'ai aussi
identifié un domaine minimum de RyR1 responsabléadiation de la MCa et du domaine A. Son
étude structurale par RMN a permis de démontrdl grésente des structures secondaires stables et
que l'interaction avec la MCa implique 12 acidesiras. Enfin, I'étude de I'effet de la MCa sur
RyR1 dans des myotubes dysgéniques m’a permis déengue la MCa est capable de restaurer,
en absence de DHPR, une augmentation de la coatientdu C4" cytoplasmique induite par la

dépolarisation de la membrane plasmique.

Les modéles tridimensionnelles du RyR et du DHPBgsétent I'existence d'une large
surface de contact entre le DHPR et le RyR1. De endes différentes études fonctionnelles
montrent que la mise en place d'un couplage efficanotre RyR1 et DHPR (orthograde et
rétrograde) nécessite la mise en place d'intemastioulti-points qui ne se limite pas a une simple
interaction entre la boucle Il-lll et RyR1. Les u#tats que j'ai obtenus confirment I'implication de

plusieurs domaines ou protéines cytoplasmiques ldanégulation du couplage DHPR/RyR.

Cependant, la recherche sur le couplage DHPR/RyiRfreodu manque de données
cristallographique ou de résonance magnétiqgue avel€oncernant les deux canaux impliqués.
Principalement en raison de la grande taille de d=giers, notamment celle du RyR. D'ou la
stratégie que nous avons adoptée, qui consistaliaerune étude structurale d’'un domaine précis,
dont on sait qu'il est impliqué dans le processeicauplage. Notre travail présente la particularité
d'étre la premiére étude structurale d’un site fmmnel du RyR en interaction avec une toxine et
représente une étape trés importante dans la chermién de I'effet de la MCa et du domaine A
sur le RyR.

~ 168 ~



Discussion générale Page|169

Les récentes données structurales obtenues par &illdermis de déterminer la structure
de plusieurs des régions de la boucle II-1ll aqme celle de la boucle entiere (Casarotto et @002
Cui et al., 2005; Cui et al., 2009; Tae et al.,D0Ces résultats permettent 3 constats principajix
les structures déterminées pour les différentsnieags peptidiques de la boucle II-1ll sont les
mémes que celles de ces domaines dans la boueeer®) globalement la boucle II-Ill est non
structurée, la région la plus structurée corresppnhdu domaine A qui forme une hélicele reste
de la boucle adopte plutét une conformation aléatgelote statistique ourandom coll 3, et 3) le
domaine A se fixe sur un domaine de RyR1 appelée YZPe domaine SPRY2 qui montre
également une interaction de faible affinite aveaddmaine C (Cui et al., 2009) est situé dans la
partie N-terminale du domaine F3 identifié comesite de fixation du domaine A et de la MCa
comme évoqué a plusieurs reprises dans ce man(sariparagraphe 3.3 et figure 29 de la partie
introduction). Plusieurs études montrent que lasaipes F3 et F7 de RyR1 (figure 29 et 52) jouent
un réle fonctionnel dans la communication entr®HPR et RyR1. Des expériences utilisant des
chimeres RyR1/RyR2 ou RyR1/RyR3 ont permis l'idiécdation de régions de RyR1, incluant les
domaines F3 et F7, impliquées a la fois dans Iplege orthograde et le couplage rétrograde (Nakai
et al., 1998a; Perez et al.,, 2003a; Proenza e@D2) (figure 29). De plus, les reconstitutions
tridimensionnelles du RyR1 semblent indiquer que deux domaines, bien qu’éloignés 'un de
l'autre sur la séquence de RyR1 se retrouvent préah de l'autre dans le RyR1 replié (Samso et
al., 1999; Samso & Wagenknecht, 2002; WagenknecBa&so, 2002). Le domaine F3 contenant
le domaine SPRY2 et le domaine F7 pourraient dommédr ensemble une poche d’interaction
correspondant au site de fixation du domaine A eetlal MCa. Le domaine F7 présente une
interaction plus forte avec la MCa et le domaingu® celle observé avec le domaine F3. De, plus,
son absence provoque a la fois une perte desdtitera et la disparition de I'effet de la MCa sar |
liaison de ryanodine sur RyR1 (Altafaj et al., 2pASous avons donc décidé de caractériser plus
précisément la zone d’interaction avec F7. Danpdehe d’interaction formée par F3 et F7, la
région F7.2.3 que nous avons identifiee comme zomemale d’interaction avec la MCa et le
domaine A pourrait étre le point d’ancrage prin#pdu domaine A et de la MCa. Le domaine F3
pourrait alors jouer un role stabilisateur de cetteraction. L'obtention de la structure a I'édkel
atomique du complexe F7.2.3/MCa et du complexe.B/i@maine A représente une avancée qui
devrait permettre de vérifier la possibilité dexigence d’un complexe F7/MCa/F3 ou F7/domaine
A/F3. De plus, ce résultat va permettre de défasracides aminés de RyR1 strictement impliqués

dans l'interaction avec la MCa et le domaine A.&ktp de ces résultats, il deviendra donc possible
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de réaliser des mutations ciblées de ces acidesarde RyR1 afin d’étudier leur importance dans
les propriétés de canal calcique de RyR1 ainsdams les mécanismes du couplage avec le DHPR.
Le reste de la boucle II-1ll et notamment le doreagnitique (domaine C) est non structuré.
Cette caractéristique est intéressante du poinuddonctionnel puisque certains travaux suggérent
que les domaines non structurés d’'une protéinergiemt étre particulierement impliqués dans des
interactions protéines-protéines. La conformatierces domaines pourrait étre modifiée au cours de
ces interactions. Il est donc possible qu’une adigon du domaine C avec le domaine F3 sur la
région SPRY2, induite par la dépolarisation, entFaiin changement de sa conformation et une
modification de la structure de la « poche » forpp@eF3 et F7. Ce schéma pourrait représenter un

lien structural et fonctionnel entre le domaindedjomaine A et RyR1.

Malgré la littérature abondante concernant le dide boucles cytoplasmiques de la sous-
unitéalS et notamment de la boucle II-lll, il est encavgourd’hui difficile de corréler les résultats
obtenusn vitro avec ceux obtenuns situ. Ainsi, les résultats que j'ai obtenus, placenbaveau le
domaine A dans une position centrale pour les actens protéine-protéine lors du couplage
DHPR/RyR1. Comme nous l'avons vu précédemmentifésrehtes études réalisées sur myotubes
aménent a différentes hypotheéses sur son role BarGEC. Les unes concluent a l'absence
d’'implication de ce domaine, alors que d’autres treart son implication dans la fermeture du RyR
lors de la repolarisation. Seules, les étudestio yiermettent une analyse détaillée des intemtio
protéines/protéines qui ne peuvent étre réalisées dpns un environnement contr6lé et donc
forcément incomplet et non physiologique. Les elgp&esin vitro ne peuvent donc pas mimer les
situationsin situ ou les protéines ou domaines protéiques peuventaddes structures différentes,
en partie en raison de leur interaction avec démufprotéines. C’est le cas pour les boucles
cytoplasmiques qui interagissent entre elles et dvesous-unitla ou le RyR. Les résultats que
nous avons obtenus montrant I'influence de I'intoa de la sous-unit@la avec la sous-unitélS
sur l'interaction fla/RyR1 représente un nouvel exemple de la conmpledés processus qui
régissent l'interaction DHPR/ RyR. Nous avons datefémontré que la présence de sous-uriige
augmente fortement I'affinité dgla pour RyR1 et que la structure tridimensionndéiela sous-
unité fla est importante pour son interaction avec RyRfsiAau sein du complexelS/ pla/

RyR1, les difféerents éléments dépendent les unsutess pour jouer pleinement leur réle.

Ainsi, l'utilisation de la MCa pour modifier le CE@ans des fibres musculaires de souris

adultes a amené des résultats suggérant une itgplicdu domaine A dans le controle de la
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fermeture du RyR1 pendant la phase de repolamsdtola membrane plasmique (Pouvreau et al.,
2006). Ici, 'implication du domaine A dans deseirdctions interboucles au sein de la sous-unité
alS pourrait jouer un réle dans la mise en placealuant de type L lors du couplage rétrograde.
Mais on peut supposer un role plus large pour ceadle. En effet, les travaux de Lorenzon et
Beam (2004, 2007) suggerent que la mobilité deolzcle II-11l est nécessaire pour avoir un CEC
fonctionnel (Lorenzon & Beam, 2007; Lorenzon et abD04). Nous pouvons donc proposer le
mécanisme suivant pour expliquer une partie dedotions mises en jeu lors du couplage : le
domaine A est engagé dans des interactions inteamlaires danalS avec les boucles I-11 et IlI-

IV et intermoléculaires avec RyR1, la boucle II-¢t alors stabilisée dans une conformation qui
empéche I'ouverture du RyR et la libération dé'CBans cette situation, ni le couplage orthograde,
ni le couplage rétrograde ne sont possibles etldes canaux sont dans un état fermé. Lors de la
dépolarisation, le domaine A est libéré de cesracteons. La boucle IlI-lll change alors de
conformation, et le domaine C peut interagir avedRlyR1 sur un site activateur a la fois du
couplage orthograde et rétrograde. Ce schéma mecependant pas compte de toutes les autres
interactions régulatrices qui existent au sein ammlexe de mobilisation du &anotamment avec

la sous-unit§ila.

Le fait que la sous-unitBla délétée de son domaine C-terminal n’interagisgkers avec
RyR1 et que le domaine C-terminal seul n’interagipas non plus avec RyR1 montre que la
conformation tridimensionnelle adoptée papla endogéene influe sur sa capacité a interagir lavec
RyR. Ainsi, comme je I'explique ci-dessus pour tmédine C de la boucle 1I-lll, le domaine C-
terminal qui présente aussi une absence de steustwondaire stable (figure 51) pourrait changer
de conformation lors de son interaction avec Ry®R1exemple de ce type d’adaptation structurale
est le domaine AID de la sous-unii&S qui, lorsqu’il interagit avefila, se structure en héliee
(Van Petegem et al., 2004).

Nous savons que la formation des tétrades estaaigie indispensable a la mise en place
du CEC (Flucher & Franzini-Armstrong, 1996), et daesous-unitéla intervient dans cette
organisation (Schredelseker et al., 2005). La smit&p1la pourrait donc jouer plusieurs rbles dans
le cadre du couplage DHPR/RyR1. De la méme manigre,la boucle II-lll est requise a la fois
pour le couplage orthograde et pour le couplagegeide (Grabner et al., 1999), on peut proposer :
(1) que la sous-unitBla participe a la fois a la formation des tétraetea la mise en place d'une
conformation de la sous-unitd S qui permettent la transmission du changemerfoooationnel
de la sous-unitélS au RyR1 apres le mouvement de charge et (2@ jdee aussi un rbéle dans le

couplage rétrograde RyR1/DHPR en transmettant ou nesintenant des changements
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conformationnels permettant I'activation de la fime canal du DHPR. Ces mécanismes pourraient
étre complémentaires. La prochaine étape de I'étlidedle de cette sous-unité dans le couplage
sera d’identifier précisément le domaine structdepla qui intervient dans l'interaction avec le

RyR1. Le scénario de mise en place des interactib8sf1a/RyR1 et de transmission des signaux
reste aussi a déterminer. Il serait notamment ésg&mt de regarder comment les interactions

impliquant le domaine A, influent ou non sur cell@pliquant la sous-unitgla.

Les études structurales menées sur le domainelsACa, ont montré des différences de
structure non négligeables (Mosbah et al., 200@& diaal., 2009) bien que l'alignement d'une
séquence d’acides aminés chargeés positivemenmngufage soit similaire pour les deux molécules.
En modifiant la structure de la surface chargédtipement du domaine A pour mimer plus
précisément celle de la MCa, Green et ses collsdmsa (2003) ont réussi a ameéliorer 'effet
agoniste du domaine A sur RyR1 (Green et al., 2008ut en démontrant I'importance de ce
groupe d’acides aminés chargeés, cette étude suggerka structure de la MCa pourrait représenter
la structure optimale (la plus stable) adoptéeivo par le domaine A lors de sa fixation sur RyR1.

Dans notre étude sur l'effet de la MCa sur des olyed dysgéniques, nous montrons pour la
premiére fois que la MCa peut mimer le DHPR dans sile de senseur de voltage lors de
I'activation du RyR. En effet, elle induit une litaéion de C& en réponse & une dépolarisation de la
membrane plasmique en absence de sous-wh@é Ce résultat peut paraitre en contradiction avec
nos autres résultats qui montrentigwitu I'interaction DHPR/RyR1 a la base du processu€EE
nécessite et est régulée par la présence de pligentéines ou domaines protéiques. Cependant,
on peut noter que le relachement dé*Gaduit par la dépolarisation observé sur des niyesu
dysgéniques en présence de MCa est difféerent de a@eservé dans des myotubes normaux. En
effet, ce dernier a une amplitude plus faible etuin caractere oscillatoire. Cela démontre qus dan
cette situation, I'action de la MCa ne mime pasltahent celle du DHPR situ. Elle recrée un
mécanisme de relachement de*‘Caéclenché par la dépolarisation, mais ce derri@mas les
caracteristiques d’un transitoire classique. Cetentne qu’il manque des éléments importants a la
mise en place d'un CEC normal. Deux hypotheses gttenmt d’expliquer I'apparition de ce

relachement de Gacontrdlé par la dépolarisation dans les myotulysgéhiques:

(1). une hypersensibilisation de RyR1 af'Gatoplasmique via la MCa. En effet, en pénétrant
dans les myotubes dysgéniques la MCa pourrait > fur les RyR1 et augmenter leur
sensibilité au CA cytoplasmique. Ainsi, lors de la dépolarisationg lentrée de Ghvia des
canaux C& dépendant du voltage, autres que les DHPR, powiais induire I'activation de
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RyR1 et le déclenchement du relachement d&.Cas courants portés par les canaux’Ge

type T représenteraient une voie d’entrée privdégiour le C4.

(2). Un role direct de la MCa dans l'activation®¢R1, en réponse a la dépolarisation. La MCa
pénétre dans les myotubes, se fixe sur RyR1 etyoudle de détecteur de potentiel. Cet effet
pourrait impliquer son groupe d’acides aminés obsngositivement, ces derniers changeraient
de conformation lors de la dépolarisation de la brame plasmique et passeraient dans une
conformation activatrice pour le RyR1. Le%Cainsi relaché par cette activation pourrait alors

induire a son tour un processus de CICR.

Les données que nous apportons concernant l'iienage la Cav-3 avec la boucle I-1l du
la sous-unitéulS et celles récemment publiées (Vassilopoulod.ef@10) confirment que cette
protéine fait partie intégrante du complexe macihéadaire formé par le DHPR, le RyR et les
triadines. Aussi, le lien fonctionnel observé erlaeCav-3 et le DHPR pourrait étre due a cette
interaction directe. Nous pouvons ainsi proposemégeanisme de régulation possible. En effet, le
site de fixation de la sous-unifda est présent sur cette boucle (domaine AID) es savons que
cette sous-unité régule a la fois les propriétésalsade la sous-unit@lS et a un réle dans
I'organisation ultrastructurale des sous-unit&$S en tétrades. De méme, nous montrons que ni AID
ni la sous-unitgla n’interagissent avec la Cav-3, le site d’'intBoscde la Cav-3 sur la boucle I-II
est donc situé sur un autre domaine de la boudhesi A'interaction Cav-3/I-Il pourrait moduler
positivement ou négativement l'interactiohSpla et réguler indirectement les propriétés canals
d'alS.

De méme, il semble que la Cav-3 joue aussi ungtiletural dans la formation des triades
et 'assemblage du complexe de mobilisation di (n effet, sur les fibres musculaires de souris
n’exprimant plus la Cav-3, un marquage anormal peuwRyR et le DHPR a été observé (Parton et
al, 1997; Hernandez-Deviez et al, 2006). AinsiCkEv-3 pourrait via son interaction avec la sous-
unité alS jouer un réle dans l'adressage et la stabitisadu DHPR dans la membrane plasmique.
Ce réle a déja été rapporté pour d’autres memlada thmille des cavéolines sur différents canaux
ioniques (Alioua et al., 2008; Brazer et al., 200&Ewen et al., 2008). Enfin, des mutations de la
Cav-3 étant impliquées dans plusieurs myopathies, éudes des effets de ces mutations sur
l'interaction avec la sous-unitélS et sur la régulation de ses propriétés canalggient apporter
des éléments de compréhension du contréle devitéiciu DHPR et des pistes de recherches pour

comprendre la physiopathologie de ces maladies.
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ANNEXES

ANNEXE 1: Revue parut dans le livre Animal Toxins:State of the Art. Perspectives in Health and Biotdmology,
“Maurocalcine, a tool for the study of the excitaton-contraction coupling process”

Hicham Bichraoui, Maud Barbado, Florence Appaix¢chdil De Waard et Michel Ronjat.
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ANNEXE 2: Article parut dans International Journal of Biochemistry and Cell Biology, “Caveolin-3 is adirect
molecular partner of the Ca,1.1 subunit of the skeletal muscle L-type calciumhannel”

Harold COUCHOUX, Hicham BICHRAQUI, Xavier ALTAFAXChristophe CHOUABE, Robert
BONVALLET, Bruno ALLARD, Michel RONJAT et ChristinBERTHIER
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ANNEXE 3: Article parut dans Journal of Biological Chemistry, “D-maurocalcine, a pharmacologically-inet
efficient cell penetrating peptide analogue”

Cathy PoillotKaouthar Dridi, Hicham Bichraoui, Julien Pécherp&stien Alphonse, Badreddine
Douzi, Michel Ronjat, Hervé Darbon, et Michel De &
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ANNEXE 4: Article parut dans Journal of Physiology, “In vivo expression of G-protein betalgamma?2 dimein
adult mouse skeletal muscle alters L-type calciumuerent and excitation-contraction coupling”.

Weiss N, Legrand C, Pouvreau S, Bichraoui H, AlRr&Zamponi GW, De Waard M, Jacquemond
V.
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ANNEXE 5: Article parut dans Journal of Biological Chemistry, “Direct Peptide Interaction with Surface
Glycosaminoglycans Contributes to the Cell Penetran of Maurocalcine”

Narendra Ram, Sonia Aroui, Emilie Jaumain, HichaohBoui, Kamel Mabrouk, Michel
Ronjat,Hugues Lortat-Jacob, and Michel De Waard.
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ANNEXE 6: Liste des acides aminés

Alanine

Acide aspartique
Phénylalanine
Histidine

Lysine
Méthionine
Proline

Arginine
Thréonine

Tryptophane

Ala
Asp
Phe
His
Lys
Met
Pro
Arg
Thr

Try

ACIDES AMINES

Cystéine

Acide glutamique
Glycine
Isoleucine
Leucine
Asparagine
Glutamine
Sérine

Valine

€S 4 ™ g 2 X I 4 U »

Tyrosine

Cys
Glu
Gly
lle
Leu
Asn
GIn
Ser
Val

Tyr
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ANNEXE 7 : Composition du milieu minimum enrichi en**N et**C

- A préparer la veille de la purification :

Page|l187

PourlL
Na2HPO4 (Disodium Phosphate anhydre) 69
KH2PO4 (Dihydrogénophosphate de potassium) 39
NaCl (Chlorure de sodium) 0.5¢g

ajuster a pH 7.4 et autoclaver.

Tableau : composition en sels du milieu minimum

- Le jour de la mise en culture des bactéries, ajout

concentration finale | Pour 1L
°NH4CI 15% 0.05% 05g
CaCl2 1M 0.1 mM 100 pL
MgSO4 1M 4 mM 4 mL
13C-glycérol 100% | 0.4% 4 mL

Tableau : Composants du milieu minimum
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ANNEXE 8 : Propriétés moléculaires, biophysiques ghharmacologiques de la sous-unité Cavl.2

Nom du Canal Cal.2

Description Canal calcique sensible au potentiel de membrane

0;¢, canal calcique de type L du muscle cardiagussélirécepteur aux
dihydropyridines du muscle cardiaque / lisse

Homme: 2169aa, L29529 (cardiaque) ; 2138aa, Z34{f#ddblaste) ;
2138aa, AF465484 (jéjunum), chr.12p1ITHCNALC

Informations moléculaires Rat: 1146aa (séquence partielle), L04684, chr.58n&1S

Souris: 1861aa, L06234, chr.1, CacnalSbla

(voir “Commentaires”)

Sous-unités associées 050, B,y

Patch-clamp (cellule entiére, canal unitaire), ierégcalcique,
contraction du muscle cardiaque / lisse, sécrétamonale

Autres noms

Etudes fonctionnelles

Courent lcat
Conductance Ba® (25 pS) > ST = C&" (pS)
Sélectivité ionique Ca’ >Sr'>Bd >> Mg

V,=-17 mV (2 mM C&, HEK293) ; -4 mV (15 mM Bd, HEK293) & -
18.8 mV (5 mM B&', HEK293 et ovocyte de Xénopej,;1 ms a 10 mV
V, =-50 &-60 mV (2 mM C&, HEK293); -18 & -42 mV (5-15 mM Bj
HEK293) ; Tjast= 150 msjg 0w = 1100 ms; 61% du courant inactif aprés
Inactivation 250 MS (&/max 15 MM B&", HEK293); ~70% d'inactivation aprés 1 sed
(& Vimaw 2 MM C&"); I'inactivation est accélérée en présence o€ Ca
(inactivation dépendante du £a86% d’inactivation aprés 250 ms)
Activateurs BayK8644, agonistes des dihydropyridines, FPL64176

Antagonistes des dihydropyridines (e.qg., (+)- igpan, |Gy =7 nM a -60
mV ; nimodipine, 1Gy = 139 nM a -80 mV)

Non sélectifs: cadmium

Sélectifs de CA.x: devapamile (I =50 nM en 10 mM BH & -60 mV)

Activation

Modulateurs degating

Blogueurs et autres phénylalkylamines ; (e)s-diltiazem (IGo = 33 uM en 10 mM
Ba’" & -60 mV et 0.05Hz)
Radioligands (+)-[3H]isradipine K4 < 0.1 nM) et autres dihydropyridines; (-)-

[*H]devapamile K4 = 2.5 nM), (+)eis-[*H]diltiazem K4 = 50 nM)
Couplage excitation contraction dans les muscésedi et cardiaque,
propagation du potentiel d’action dans le nceudadival et
atrioventriculaire, plasticité synaptique, sécrétimrmonale (e.qg.,

Fonctions physiologiques

insuline)
Muscle cardiaque, muscle lisse (incluant vaisseamguins, intestin,
Distribution du canal poumon, utérus), cellules endocrines (cell@l@ancréatiques et

pituitaires), neurones

Le géne codant la sous-unité,C& a été isolé et caractérisé pour la
premiere fois dans le coeur de lapin (2171aa, P15883539). En plus de
l'isoforme cardiaque, des variants d’épissage thtknés dans le muscle
lisse et le cerveau.

Commentaires

Tableau Il Bis : Propriétés moléculaires, biophysiues et pharmacologiques de la sous-unité Cavl.2

Tiré et adaptée de (Catterall et al., 2005)
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L’excitation nerveuse d’une cellule musculaire prddine libération massive dans le cytoplasme dif Ca
stocké dans le réticulum sarcoplasmique (RS). Lizemation de la concentration cytoplasmique d& Ca
déclenche la contraction. Ce processus, appelé lagmipexcitation contraction (CEC), requiert des
interactions physiques entre deux canaux calcig(Bsle récepteur des dihydropyridines (DHPR),canal
calcique activé par le voltage ; le DHPR est comapds plusieurs sous-unités, dont la sous-urfi®, qui
forme le canal et le détecteur de potentiel, sblas-unitéla, entierement cytoplasmique; (2) le récepteur a
la ryanodine (RyR1) responsable de la libératio€d? hors du RS. La sous unjtda interagit avec la sous-
unité alS et RyR1. Au cours de ma thése, j'ai identifithndaveaux déterminants moléculaires et structuraux
de Tlinteraction DHPR/RyR1. Jai ainsi démontréxi&ence d'interactions intramoléculaires entre les
différentes boucles cytoplasmiques de la sous-widit® du DHPR, centrées autour d’'un domaine appelé
domaine A. J'ai également localisé le site d’intéicm de la cavéoline-3 sur une boucle cytoplasmide la
sous-unitéalS. L'étude de linteraction de la sous-urfiita avec RyR1 a montré (1) que la région C-
terminale depla contrble cette interaction, (2) que I'affinitpparente defla pour RyR1 est fortement
augmentée par l'interaction ¢da avelS et (3) que l'interactiofla/RyR1 régule la fermeture du RyR.
L'utilisation d’une toxine, la maurocalcine (MCabligse comporte comme un analogue du domaine A m'a
permis d’'identifier un domaine minimal de RyR1 rsgable de la fixation de la MCa et du domaine Ae U
étude structurale par RMN de ce site a été réaliSgén, j'ai étudié I'effet de la MCa sur des mybes
n'exprimant pas la sous-unitdS. J'ai montré que la MCa est capable de restaeneabsence de DHPR,
une augmentation de la concentration dé" €gtoplasmique induite par la dépolarisation denembrane
plasmique.

Mots clefs: récepteur des dihydropyridines, récepteur ayinadine, couplage excitation-contraction,
calcium, maurocalcine, muscle, interactions pretgirotéine

In skeletal muscle, the action potential triggenssabe contraction through a massive calcium reléase
the sarcoplasmic reticulum (SR). This process,edakxcitation-contraction coupling (ECC), requires
physical interactions between two calcium chann@¥:the dihydropyridine receptor (DHPR), a voltage
dependent channel composed of four subunits ambithwhealS subunit, that forms both the pore and the
voltage-sensor, and th&la subunit fully cytoplasmic, and (2) the ryanodimeeeptor (RyR1) which is
responsible of calcium release from $¥a subunit interacts with both RyR1 and thES subunit. The
mechanism whereby the DHPR is functionally couptedRyR1 is still not clearly understood. During my
thesis, | identified new molecular and structuradledminants of the interaction between RyR and DHPR
demonstrated the existence of intramolecular iotenas between the cytoplasmic loops of ¢S subunit
centered on a domain called domain A. | also laedlithe site of interaction of the caveoline-3 loa Il
loop ofalS. The study of the interaction of thEa subunit with RyR1 showed (1) that the C-termiiegion

of Bla controls this interaction, (2) that the affinitfythis interaction is strongly increased by thieiaction

of Bla withalS, and 3) that the interactifia/RyR1 regulates the closure of RyR1. The usetokia, the
maurocalcine (MCa) which behaves as an analogutaeofdomain A allowed me to identify a minimal
domain of RyR1 responsible for the binding of th€&and the domain A. A structural study by NMR of
this domain has been realized. Finally, | studlesl eéffect of the MCa on myotubes not expressingitt®
sub-unit. | showed that the MCa is capable of ragjan absence of DHPR, an increase of the cyspia
Ca* concentration triggered by the depolarizatiorhef plasma membrane.

Key words : dihydropyridine receptor, ryanodine receptor, &timn-contraction coupling, calcium,
maurocalcine, muscle, protein-protein interactions





