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Pourquoi le gène CACNA2D4 n'est-il jamais stressé ? 

Parce qu'il sait toujours garder son calcium sous contrôle !  
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Résumé 
L’hyperthermie d’effort (HE) est une maladie potentiellement mortelle définie par une 

hyperthermie sévère, avec une température corporelle supérieure à 40°C, associée à un 

dysfonctionnement neurologique soudain, observée chez des individus sains exposés à un 

exercice physique intensif. L'HE partage de nombreuses similitudes cliniques et biologiques 

avec l'hyperthermie maligne peranesthésique (HM), une maladie pharmacogénétique 

déclenchée par des agents halogénés volatils principalement associée à des mutations du gène 

RYR1, et plus rarement des gènes CACNA1S et STAC3. Plusieurs données sont en faveur de 

l'existence d’une base génétique prédisposant à l'HE, mais à ce jour les preuves d’une cause 

génétique restent incertaines. Les mutations de RYR1 ont été associées à l'HE avec une 

prévalence beaucoup plus faible que dans l’HM, ce qui suggère l'implication d'autres gènes. 

Nous rapportons ici l'étude génétique d'une cohorte de soldats ayant présenté un épisode d'HE 

chez lesquels les mutations de RYR1 avaient été précédemment exclues. L'analyse du 

séquençage de l'exome entier a conduit à l'identification de variants du gène CACNA2D4 chez 

quatre patients non apparentés. CACNA2D4 code l'isoforme α2δ-4 de la classe α2δ de la sous-

unité régulatrice des canaux voltage-dépendants de la famille Cav. L'objectif de ce travail a été 

d'étudier l'implication de CACNA2D4 dans l'apparition d'une hyperthermie d’effort avec une 

caractérisation fonctionnelle in vitro et in vivo.  Nous montrons ici qu'un nouveau transcrit 

CACNA2D4 est exprimé dans le muscle squelettique de la souris. Des études in vitro 

démontrent que les quatre variants génétiques de CACNA2D4 trouvés chez les patients ayant 

vécu une crise d'HE modifient la fonctionnalité de la protéine, altérant notamment sa 

localisation membranaire. Le variant p.(Ser299Arg)  localisé dans le domaine MIDAS de α2δ-

4 a un impact sur l'interaction directe de la protéine avec la sous-unité Cav1.1 du DHPR dans 

un système reconstitué, ainsi que sur ses propriétés de canal. Le modèle murin avec un knock-

in pour le variant p.(Ser299Arg) (KI-S306R) est viable et fertile. Soumis à un protocole 

d'exercice intense, les animaux KI-S306R présentent une augmentation significative des taux 

sanguins de CPK, reflétant une rhabdomyolyse accrue, par rapport à leurs compagnons de 

portée sauvage (WT). De plus, les souris femelles KI-S306R présentent une élévation 

significative de la température corporelle centrale par rapport aux WT, reproduisant une crise 

de type HE. Nous avons également observé une altération de l'homéostasie calcique musculaire 

dans les myotubes de souris KI-S306R. Dans l'ensemble, ce travail a permis d’une part de 

mettre en évidence l’existence d’un transcrit musculaire du gène CACNA2D4, nouvellement 

caractérisé, et d’autre part de montrer l’association entre des variants du gène CACNA2D4 et 

la survenue d’une crise d’hyperthermie d’effort. 

 

 



Abstract 
Exertional Heat Stroke (EHS) is a life-threatening disease defined by a severe hyperthermia, 

with a body temperature above 40°C, associated with a sudden neurological dysfunction, 

observed in healthy individuals exposed to intensive physical exercise. EHS shares many 

clinical and biological similarities with Malignant Hyperthermia (MH), a pharmaco-genetic 

disease triggered by volatile halogenated agents mostly associated with mutations in the RYR1 

gene, and more rarely in the CACNA1S and STAC3 genes. Several evidence support the 

existence of inherited genetic mutations that predispose some patients to EHS, but to date, the 

genetic basis of EHS remains poorly documented. Mutations in RYR1 have been associated 

with EHS with a much lower prevalence than in MH, which suggests the involvement of other 

genes. We report here the genetic study of a cohort of soldiers presenting with an EHS episode 

in whom mutations in RYR1 were previously excluded. Whole Exome Sequencing analysis led 

to the identification of variants in the CACNA2D4 gene in four unrelated patients. CACNA2D4 

encodes the α2δ-4 isoform of the α2δ class of regulatory subunit of voltage-gated channels of 

the Cav family. This work aimed to investigate the implication of CACNA2D4 in the onset of 

exertional heat stroke with functional characterization going from in vitro to in vivo studies.  

We show here that a CACNA2D4 transcript is expressed in mouse skeletal muscle. In vitro 

studies demonstrate that the four genetic variants  of CACNA2D4 found in EHS patients modify 

the functionality of the protein altering its membrane localization. The p.(Ser299Arg) variant 

localized in the MIDAS domain of α2δ-4 impacts the direct interaction of the protein with the 

α1 subunit of DHPR in a reconstituted system, as well as its channel properties. The mouse 

model with a knock-in for the p.(Ser299Arg)  (KI-S306R) mutation is viable and fertile. When 

submitted to intense exercise protocol, a significant increase in blood CPK levels, reflecting 

enhanced rhabdomyolysis, was observed in KI-S306R animals compared to Wild Type 

littermates In addition, female KI-S306R mice experienced EHS-like crisis associated with a 

significant elevation in core body temperature compared to Wild Type. We observed also an 

alteration in muscular calcium homeostasis in KI-S306 mice myotubes. Altogether, our data 

point to the CACNA2D4 gene as probably involved in skeletal muscle function and as a major 

gene mutated in EHS. 
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L’hyperthermie est une élévation de la température du corps au-dessus de sa valeur normale, 

soit 37 °C chez l’humain (Bendahan et al., 2001). Ainsi, elle peut être le symptôme d’une 

pathologie sous-jacente comme par exemple une fièvre suite à une infection virale ou 

bactérienne. Mais cela peut être aussi une pathologie à part entière. Ainsi, les pathologies 

hyperthermiques, abordées dans ce manuscrit, sont un groupe de maladies en lien avec un 

défaut de la thermorégulation dû à une dérégulation métabolique impliquant les voies 

métaboliques du calcium notamment dans le muscle squelettique.  

I. Le muscle squelettique : structure et fonctions 

C’est un organe aux fonctions diverses. Il permet le maintien de la posture avec un tonus 

musculaire constant, mais assure aussi la locomotion, le mouvement de la cage thoracique dans 

la respiration et est capable d’interagir avec son environnement grâce aux myokines (Argilés 

et al., 2016 ; Cadot and Gomes, 2023 ; Mukund and Subramaniam, 2020). Il joue également 

un rôle important dans la thermorégulation et le métabolisme (Periasamy et al., 2017 ; Wendt, 

2007). Il est impliqué dans la pathogenèse des hyperthermies dites déclenchées, dont 

l’hyperthermie maligne per-anesthésique.  

Le muscle squelettique est un tissu hautement organisé sur plusieurs niveaux, entouré par un 

tissu conjonctif appelé épimysium. L’unité cellulaire est la fibre musculaire ou myofibre qui 

est multinucléée avec des noyaux organisés en domaines hautement régulés. Elle peut faire 1 

cm de longueur pour 100 µm de diamètre. Ces fibres musculaires sont regroupées en fascicules 

entourés par le périmysium et l’ensemble de ces fascicules forme le tissu musculaire (Frontera 

and Ochala, 2015).  

Les myofibres contiennent plusieurs myofibrilles avec une unité fonctionnelle qui est le 

sarcomère (Mukund and Subramaniam, 2020) (Figure 1).  

Le sarcomère se compose de filaments de myosine, épais, de filaments d’actine dits fins et 

d'autres composants structuraux. Le filament épais est composé de têtes et de queues de 

myosine, de protéine C liant la myosine (MyBP-C) et de titine jouant un rôle dans la structure 

et l’élasticité du sarcomère. Ces protéines interagissent entre elles et avec les filaments fins lors 

de la contraction musculaire. Sur les têtes de myosine, on a la présence de la myosine ATPase, 
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une enzyme qui catalyse l'hydrolyse de l'ATP en ADP (adénosine diphosphate) et phosphate, 

fournissant l'énergie nécessaire pour le cycle de liaison et de déplacement des têtes de myosine 

le long des filaments d'actine. Cette réaction est essentielle pour la contraction musculaire  

(Sponga et al., 2021; Z. Wang et al., 2021).  

Les filaments fins sont composés d'actine et sont réticulés par l'α-actinine, formant des doublets 

espacés de 6 nm. Ils sont composés principalement de la protéine actine. Chaque molécule 

d'actine est une sous-unité globulaire (G-actine) qui se polymérise pour former des filaments 

(F-actine). Ces filaments sont assemblés en une double hélice qui peut se lier à d'autres 

protéines pour former des structures plus complexes.  La tropomyosine est une protéine 

filamenteuse qui s'enroule autour de la double hélice d'actine. Elle recouvre les sites de liaison 

de la myosine sur l'actine, empêchant ainsi l'interaction entre l'actine et la myosine en l'absence 

de calcium. La troponine est une protéine complexe composée de trois sous-unités : troponine 

T (TnT), troponine I (TnI), et troponine C (TnC). TnT se lie à la tropomyosine, TnI inhibe 

l'interaction entre l'actine et la myosine, et TnC se lie au calcium. Lorsque le calcium se lie à 

TnC, il induit un changement de conformation qui déplace la tropomyosine, exposant les sites 

de liaison de l'actine pour la myosine  (Sponga et al., 2021; Z. Wang et al., 2021). 

La structure du sarcomère est délimitée par la ligne Z également appelée la strie Z. Elle sert de 

site d’ancrage pour les filaments fins d’actine grâce à l'α-actinine et permet aussi de les 

maintenir aligner aux filaments de myosine. Différents rôles lui sont affiliés, le maintien de 

l’intégrité des sarcomères, la transmission des forces au sarcolemme ou encore la régulation de 

la longueur des filaments d’actine avec la protéine nébuline. De nombreuses protéines entrent 

dans sa composition dont la filamine C, la myopalladine, la myotiline et la téléthonine qui 

ancrent les filaments fins d’actine (Figure 1) (Sponga et al., 2021; Z. Wang et al., 2021). 

La contraction fait suite à la libération d’ions calcium dans le cytosol de la cellule musculaire 

grâce à un processus appelé Couplage Excitation-Contraction ( ECC) (Marty and Fauré, 2016).  
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Figure 1 : Structure du muscle squelettique. Il se compose de faisceaux de myofibres qui sont une association de 

myofibrilles dont l’unité contractile est le sarcomère. Ce dernier est fait de myofilaments fins d’actine et épais de têtes 

et queues de myosine rattachées à la strie Z par la titine.  

II. Physiologie des relâchements calciques dans le muscle squelettique 

A. L’homéostasie calcique dans le muscle 

La régulation de l'homéostasie calcique dans les cellules musculaires squelettiques est un 

système finement réglé impliquant des interactions complexes entre le stockage des ions 

calcium dans le réticulum sarcoplasmique (RS), la libération, l'absorption et la détection du 

calcium. Ce système garantit que la contraction et la relaxation musculaires se déroulent de 

manière fluide, efficace et réactive par rapport aux besoins de l'organisme. Comprendre ces 

mécanismes offre des perspectives sur la physiologie musculaire et sur les cibles thérapeutiques 

potentielles pour les maladies liées aux muscles. 

Structure du réticulum sarcoplasmique (RS) : 
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Le RS peut être divisé en deux types morphologiques selon sa localisation par rapport aux 

sarcomères : 

Le RS longitudinal, situé autour des unités contractiles, participe à la contraction et à la 

relaxation. Il est riche en canaux calciques activés par des ligands, appelés récepteurs de 

l'Inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3R), qui libèrent le Ca2+ principalement pour réguler des voies 

de signalisation distinctes de la contraction des sarcomères. La Ca2+ ATPase du RS (SERCA) 

est également abondante dans cette région, pompant le Ca2+ du cytoplasme vers  le RS contre 

un important gradient de concentration, consommant ainsi de hauts niveaux d'ATP (Salanova 

et al., 2002). 

Le RS jonctionnel (jRS), situé en étroite proximité des invaginations sarcolemmales appelées 

tubules transversaux (TT) ou tubules T, réglemente l'initiation de la contraction. Le jRS 

correspond à une citerne terminale unique qui s'étend parallèlement et en proximité étroite des 

TT. Dans les fibres musculaires squelettiques, deux citernes terminales s'associent avec un TT, 

formant des membranes structurées multicomplexes appelées triades. Cette structure assure 

une proximité étroite entre le canal calcique de type L voltage-dépendant Cav1.1, également 

connu sous le nom de récepteur Dihydropyridine (DHPR), présent dans le TT, et les canaux 

calciques RyR1 de la membrane du jRS. Cav1.1 et RyR1 interagissent physiquement, formant 

un complexe maintenu par des protéines accessoires comme la triadine, (telle que la 

triadine95), la junctophiline (JPH), la junctine et d'autres (Fourest-Lieuvin et al., 2012; Golini et 

al., 2011). 

Pour maintenir la composition du jRS, les myocytes striés ont développé un circuit complexe 

de transport des protéines. La calséquestrine (CSQ), par exemple, est une protéine liant le Ca2+ 

qui agit comme un tampon de Ca2+ dans la lumière du RS. Cette protéine est synthétisée dans 

les citernes périnucléaires du RS et distribuée au jRS par la suite. La triadine et la junctine, 

suivent une voie de synthèse similaire. Le même modèle de synthèse de protéines 

périnucléaires dans le RE rugueux suivi d'un trafic vers le jRS a été observé dans les cellules 

musculaires squelettiques, suggérant que les myocytes striés possèdent une organisation 

structurelle dans laquelle les fonctions du RE rugueux sont concentrées dans la portion 

périnucléaire du système membranaire du réticulum (Rossi et al., 2008). 
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Homéostasie du Ca2+  

L’homéostasie des ions calcium (Ca2+) dans les cellules musculaires striées est un processus 

crucial qui implique la libération et le stockage du Ca2+ dans le réticulum sarcoplasmique (RS). 

La libération de Ca2+ des réserves du RS vers le cytosol se produit spontanément en raison du 

fort gradient de concentration entre les deux compartiments. Ce processus nécessite l'ouverture 

des canaux récepteurs de la ryanodine (RyR) ou des récepteurs de l'Inositol 1,4,5-trisphosphate 

(IP3R). Ces canaux diffèrent dans leurs stimuli d'activation, leur cinétique de libération de Ca2+ 

et la distribution de leurs isoformes. Dans le cœur, RyR2 est l'isoforme prédominante et est 

activée par l’entré de Ca2+ par via le Cav1.2, un mécanisme appelé libération de Ca2+ induite 

par le Ca2+ (CICR pour Calcium Induced Calcium Release). Dans le muscle squelettique, 

l'isoforme prédominante est RyR1, qui est activée par des interactions protéine-protéine avec 

Cav1.1 situé dans les tubules transverses. Quelle que soit l'isoforme, les événements de 

libération de Ca2+ d'un cluster de RyR sont appelés "étincelles" (sparks). D'autre part, la 

libération de Ca2+ médiée par IP3R est directement stimulée par l'inositol 1,4,5-trisphosphate 

(IP3), un messager secondaire soluble dérivé de la phosphatidylinositol située à la membrane 

plasmique. Les événements de libération de Ca2+ d'un cluster d'IP3R sont appelés "bouffées" 

(puffs). Chaque événement de libération de Ca2+ produit une déplétion locale de Ca2+ dans la 

lumière du RS (Berridge, 2006; Cheng et al., 1996). 

La recapture du calcium et la reconstitution des stocks calciques réticulaires nécessitent une 

dépense d'énergie car ils se produisent contre le gradient de concentration. La SERCA est le 

principal transporteur impliqué dans ce processus, pompant deux ions Ca2+ dans la lumière du 

RS au prix de l'hydrolyse d'une molécule d'ATP. Ce transport dépend de la capacité de tampon 

du Ca2+ dans la lumière du RS, qui repose sur deux protéines liant le Ca2+ : la calséquestrine 

(CSQ) et la calréticuline. Ces deux protéines sont essentielles pour fixer la concentration de 

Ca2+ libre intraluminale ([Ca2+]RS) et impactent directement les fonctions des RyR, IP3R et 

SERCA (Stammers et al., 2015; Wray and Burdyga, 2010). 

La [Ca2+]RS ne réglemente pas seulement les mécanismes de libération et de remplissage du 

Ca2+, mais aussi l'entrée de Ca2+ activée par le stock calcique (SOCE) (Store-Operated Ca2+ 

Entry). Ce mécanisme consiste en un influx de Ca2+ depuis le milieu extracellulaire en réponse 
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à une déplétion du Ca2+ dans la lumière du RS. La baisse du Ca2+ dans le RS induit la formation 

de tétramères de la protéine STIM1 (stromal interaction molecule 1) à la surface du RS. Ces 

oligomères activent directement les canaux de Ca2+ activés par le stock (SOC), également 

connus sous le nom de canaux de Ca2+ activés par la libération de Ca2+ (CRAC), dans la 

membrane plasmique. Le canal SOC le mieux décrit est la protéine ORAI, qui, une fois activée, 

conduit à l'entrée de Ca2+ dans le cytosol pour son transport subséquent dans la lumière du RS 

(Avila-Medina et al., 2018; Elliott, 2001). 

En résumé, l’homéostasie du Ca2+ dans les cellules musculaires striées est maintenue par un 

équilibre délicat entre la libération de Ca2+ depuis le RS, son extrusion hors de la cellule et son 

pompage actif de retour dans le RS, ainsi que par l'entrée de Ca2+ depuis l'extérieur de la cellule 

en réponse à la déplétion des réserves intracellulaires. 

B. Couplage Excitation – Contraction 

La membrane plasmique des myofibres fait des invaginations, appelées tubule-T. Ces tubules-

T flanqués de part et d’autre de deux citernes terminales de réticulum sarcoplasmique (jRS), 

forment la triade (Figure 2).  
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Figure 2 : Organisation de la triade et le couplage excitation – contraction. La triade est composée de 

l’invagination du sarcolemme formant le tubule transverse (T-tubule) qui est flanqué de part et d’autre de citernes 

terminales du réticulum sarcoplasmique. Au niveau de cette structure, se produit le processus de couplage excitation – 

contraction. C’est le mécanisme par lequel un signal électrique, avec l’arrivée d’un potentiel d’action au niveau du 

motoneurone, entraine la dépolarisation de la membrane plasmique. Cela aboutit à la contraction musculaire. La 

dépolarisation active le canal calcique voltage-dépendant, DHPR, qui change de conformation et entraîne 

mécaniquement l’activation du canal RyR1 permettant la libération d’ions calcium du réticulum vers le 

myocytoplasme. Ce calcium permet le glissement des filaments d’actine et de myosine, c’est la contraction.  

Au niveau de cette dernière, il existe des complexes multiprotéiques ou complexes de libération 

du calcium (CRC) qui sont les acteurs du couplage excitation-contraction. L’arrivée d’un 

potentiel d’action au niveau de la jonction neuromusculaire, entraîne une dépolarisation de la 

membrane plasmique par un influx d’ions sodiques, avec l’activation des canaux sodiques 

voltage-dépendants Nav1.4, et la sortie de potassium. Cette dépolarisation entraîne l’activation 

d’un canal calcique voltage-dépendant, communément appelé DHPR (Récepteur à la 

Dihydropyridine), situé sur le sarcolemme au niveau du tubule-T. Ce DHPR, est lui-même 

couplé mécaniquement à un autre canal calcique situé sur la membrane du réticulum 

sarcoplasmique appelé RyR1 (Récepteur de la Ryanodine 1). Le changement de conformation 

du DHPR entraîne l’activation et l’ouverture de RyR1 aboutissant ainsi à une libération d’ions 

calcium du réticulum vers le cytosol (Marty and Fauré, 2016).  

Ce processus dans le muscle squelettique, permettant de transformer un signal électrique en 

signal chimique avec la libération d’ions calcium vers le cytosol, est désigné sous le terme de 

« VICR » pour Voltage-Induced Calcium Realease.   

Ce calcium en se liant à la troponine C sur les filaments d’actine entraîne un changement de 

conformation du complexe troponine-tropomyosine exposant un site de liaison sur le filament 

d’actine pour la tête de myosine. Le glissement des têtes de myosine sur l’actine par hydrolyse 

d’ATP grâce à la myosine ATPase permet le raccourcissement du sarcomère et ainsi la 

contraction musculaire (Mukund and Subramaniam, 2020).  

La relaxation du muscle se produit avec la recapture des ions calcium vers le réticulum 

sarcoplasmique grâce aux pompes SERCA (Saro/Endoplasmic Reticulum ATPase), processus 

nécessitant l’hydrolyse d’ATP générant ainsi de la thermogenèse. La contraction musculaire 

est ainsi un acteur de l’homéostasie thermique avec le calcium comme chef d’orchestre (Figure 

2).  
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L’étape de relaxation se compose de deux parties : (La relâche), la baisse du calcium entraine 

la dissociation de la liaison actine-myosine avec le masquage de nouveau par la tropomyosine 

des sites de liaisons des têtes de myosine sur l’actine. (La relaxation), le retour à l’état initial 

des filaments d’actine et de myosine signe l’étape de relaxation du muscle (Periasamy et al., 

2017). 

C. Les acteurs du CRC 

Le complexe de libération de calcium est un complexe protéique essentiel au fonctionnement 

des muscles squelettiques et au couplage excitation-contraction. Il se compose de plusieurs 

protéines, dont entre autres le canal calcique voltage-dépendant DHPR (Cav1.1), RyR1, la 

triadine, la junctine et la calséquestrine. Ces protéines forment un complexe qui s'étend à 

travers trois compartiments de la fibre musculaire, reliant l'environnement extracellulaire aux 

réserves de calcium du réticulum sarcoplasmique (Figure 3). 

 

 

Figure 3 : Les acteurs du complexe de relâchement du calcium. Le complexe multiprotéique se compose de 

plusieurs protéines dont deux majeures, le DHPR et RyR1. De nombreuses protéines auxiliaires régulent ces deux 

canaux calciques. La triadine/junctine et Stac3 permettent entre autres le couplage physique des canaux, FKBP12 sert 

de stabilisateur à RyR1 et la calséquestrine au niveau intra-sarcoplasmique tamponne le calcium. Les sous-unités α2δ1 

et β1a régulent le canal DHPR Cav1.1. (Adaptée de Marty and Fauré, 2016)  
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 Les récepteurs aux dihydropyridines  

a) Les canaux calciques voltage-dépendants 

L’excitabilité cellulaire et la transmission synaptique sont liées aux canaux voltage-dépendants. 

Les canaux calciques voltage-dépendants permettent la traduction d’un changement de voltage 

à travers la membrane en libération d’ions calcium. Ils sont composés d’une sous-unité 

principale formant le canal, α ou Cav, associée ou pas à des sous-unités régulatrices en fonction 

du type de canal. Il se compose dans le muscle squelettique des sous-unités régulatrices β1a, γ, 

α2δ-1 et de la sous-unité canal α1S ou Cav1.1 appartenant au sous-groupe des canaux de type 

L (Figure 3). 

Sur la base de leurs propriétés biophysiques, ces canaux sont divisés en deux grands groupes, 

les canaux à haut seuil de voltage d’activation (HVA) et ceux à bas seuil d’activation (LVA). 

En tout, il y a 10 isoformes codées dans le génome des mammifères par les gènes CACNA1x. 

Ils sont subdivisés en fonction de la répartition tissulaire et/ou de la cinétique d’activation. 

Ainsi, les HVA sont composés des canaux de type L (Long lasting), à ouverture longue ou 

prolongée, de canaux de type T à ouverture transitoire (LVA), et de type N, P/Q et R. Dans les 

types L, on retrouve les Cav1.1 à Cav1.4 codés respectivement par CACNA1S, CACNA1C, 

CACNA1D et CACNA1F aussi connus sous l’appellation α1S, α1C, α1D et α1F. Les P/Q, N et R 

forment respectivement le groupe des Cav2.1 à Cav2.3 encodés par CACNA1A, CACNA1B et 

CACNA1E respectivement aussi appelés α1A, α1B et α1E. Pour finir, on a les canaux de type T, 

les seuls fonctionnels sans sous-unités auxiliaires, Cav3.1 à Cav3.3 ou α1G, α1H et α1I , codés 

par CACNA1G, CACNA1H et CACNA1 (Tableau 1) (Dolphin, 2016, 2018a; Neely and 

Hidalgo, 2014).  

Ces canaux ont été caractérisés aussi au niveau pharmacologique. Ainsi, les types L sont 

bloqués par les 1,4-dihydropyridines incluant la Nifédipine. D’autres toxines, ω-conotoxine, 

ω-agatoxine et SNX-482, ont aussi été identifiées comme bloqueurs respectifs des canaux N, 

P/Q et R (Dolphin, 2016). 

L’expression tissulaire de ces différents canaux a également été largement étudiée grâce à des 

modèles murins permettant aussi d’élucider leurs fonctions physiologiques. Cav1.1 est le seul 

exprimé dans le muscle squelettique et en faible proportion dans le cortex.  Cav1.2 se retrouve 
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dans le muscle cardiaque, les muscles lisses et le système nerveux. Cav1.3 a une localisation 

plus restreinte et joue un rôle majeur dans le nœud sino-atrial et est exprimé aussi dans le 

système auditif. Cav1.4 est particulièrement restreint dans le système visuel, dont la rétine.  

Les canaux de type P/Q, N et R sont principalement exprimés dans le système nerveux central 

et périphérique notamment dans les neurones de Purkinje pour Cav2.1. Pour finir, les Cav3 

sont largement distribués dans les neurones mais aussi certaines cellules excitables. Ainsi, ils 

sont prédominants dans le thalamus et jouent un rôle important dans l’activité pacemaker  

cardiaque et neuronale (Tableau 1) (Dolphin, 2016).   

b) Fonctions des Cav1.x 

Dans le muscle, ils participent au processus de Couplage excitation – contraction permettant 

de traduire un signal électrique en action mécanique qu’est la contraction musculaire. Ainsi, 

dans le muscle squelettique, Cav1.1 est couplé à RyR1 et dans le muscle cardiaque Cav1.2 à 

RyR2 (Dolphin, 2016). 
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Tableau 1 : récapitulatif des canaux calciques voltage-dépendant 
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Dans le muscle squelettique, Cav1.1 du DHPR, en étant associée au canal RyR1 permet la 

libération du calcium dans le cytosol grâce à deux paramètres, en tant que senseur du voltage 

et comme activateur de RyR1, c’est le VICR. A l’état de repos, le DHPR réprime le canal RyR1 

et la survenue d’une dépolarisation membranaire au-dessus de -50 mV entraîne un changement 

de conformation du DHPR menant à l’activation mécanique de RyR1. L’implication du 

calcium entrant par le DHPR dans ce processus est très controversée (Allard, 2018; Gandini 

and Zamponi, 2022). 

A l’inverse dans les cardiomyocytes du muscle cardiaque c’est l’entrée de calcium via Cav1.2 

qui active RyR2, on parle de CICR (Calcium Induced Calcium Release). Ce processus permet 

la contraction musculaire dans le cœur. Cav1.3 est aussi exprimé dans les nœuds sino-atriaux 

et sino-ventriculaires et participe à la fonction de pacemaker. Chez la souris KO Cav1.3, on 

retrouve une bradycardie, une arythmie, un ralentissement de la fréquence du pacemaker dans 

le nœud sino-atrial et une dépolarisation diastolique prolongée. Chez l’homme les mutations 

pertes de fonction sur CACNA1D (Cav1.3) aboutissent à un phénotype similaire (Gandini and 

Zamponi, 2022; Mangoni et al., 2003; Zhang et al., 2002).  

Au niveau central, c’est Cav1.2 qui est majoritairement présent. Il participe au processus de 

couplage excitation-transcription modulant ainsi des voies de signalisation calcium-

dépendantes impliquées dans le contrôle de l’expression des gènes comme l’axe Calmoduline 

kinase/CaMKII. Il joue ainsi un rôle dans la plasticité neuronale en participant aux mécanismes 

d’apprentissage, de mémorisation, mais aussi dans les addictions (Gandini and Zamponi, 2022; 

Ma et al., 2012). 

Les canaux Cav1.3 sont associés aux structures présynaptiques spécialisées fournissant des 

signaux Ca2+ hautement localisés pour la libération de neurotransmetteurs au niveau des 

synapses des cellules sensorielles, telles que les cellules ciliées internes cochléaires. Ainsi, 

l’absence de Cav1.3 chez l’homme et la souris entraine une surdité (Gandini and Zamponi, 

2022).  

Les canaux calciques de type L jouent aussi un rôle important dans les cellules endocrines, en 

particulier dans le pancréas et les glandes surrénales. Dans les cellules β-pancréatiques, Cav1.2 
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aide à contrôler la libération d'insuline en phase rapide postprandiale. Les canaux calciques 

Cav1.3 jouent aussi un rôle clé dans la sécrétion d'aldostérone (Gandini and Zamponi, 2022). 

Pour finir, dans la rétine, Cav1.4, est exprimé dans les cellules photoréceptrices, des cellules 

hautement spécialisées qui détectent la lumière. La libération prolongée de glutamate par leurs 

synapses est dépendante du Ca2+ et Cav1.4 constitue la source prédominante d’entrée en Ca2+ 

(Dolphin, 2018a; Zamponi and Snutch, 2013).  

c) Les canaux calciques voltage-dépendants de type L 

La structure complexe de ces canaux est basée sur celle du DHPR (450 kDa, masse avec les 

sous-unités auxiliaires) dans le muscle squelettique du lapin qui a été étudiée par Cryo-

microscopie électronique avec une résolution de 3,6 Å permettant d’élucider l’ultrastructure 

(Wu et al., 2016).  

Les canaux calciques de type L du muscle squelettique sont formés d’une sous-unité Cav1.1 

ou α1S formant le canal, associés avec un ratio 1 :1 :1 :1 à des sous-unités régulatrices β1a, 

α2δ-1 et γ. La sous-unité γ est trouvée exclusivement dans le muscle squelettique (Figure 4) 

(Neely and Hidalgo, 2014). Ces sous unités permettent de moduler les propriétés biophysiques 

du canal, les cinétiques d’activation et d’inactivation ainsi que son adressage à la surface.  

1) Sous-unité α1 ou Cav1.x 

Structure 

La sous-unité α1 ou Cav1.x des canaux calciques voltage-dépendants de type L a un repliement 

hautement conservé et fournit des sites de liaison pour ses agonistes et antagonistes. Elle 

possède quatre répétitions homologues (I-IV) reliées par des boucles intra et extracellulaires. 

Chacune des régions est composée de six hélices transmembranaires nommées S1 à S6. Il 

comprend plusieurs domaines fonctionnels :  

Le domaine de sensibilité au voltage (VSD) se trouve dans les segments S1 à S4. Le S4 contient 

des charges positives conservées répondant aux variations du potentiel membranaire. Ainsi, le 

segment S4 contient des acides aminés basiques, alignés de manière répétitive, Arginine ou 

Lysine qui sont présents tous les trois résidus. On parle de charges déclencheuses (« Gating 
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charges »). Ces résidus servent de senseur au voltage et ainsi réagissent à la dépolarisation 

membranaire en changeant de conformation menant à l’état ouvert ou fermé du canal.  

Le motif AID (α interacting domain), composé de 18 acides aminés au niveau de la boucle 

intracellulaire des régions répétées homologues I et II, sert de site d’interaction avec les sous-

unités β (Wu et al., 2015).  

Les domaines S5 - S6 et le segment pore-forming (P loop), situé entre eux, des quatre régions 

répétées forment le canal ionique (Catterall, 2011). Au niveau de ces segments, se trouve le 

filtre de sélectivité. Cette partie du canal détermine la sélectivité pour les ions calcium grâce à 

quatre résidus glutamate (Glu292/614/1014/1323 chez le lapin) localisés dans la chaine latérale 

entre ces segments. La charge négative du glutamate permet l’interaction avec les ions Ca2+ et, 

combiné avec un rayon de la partie interne du canal inférieur à 1 Å, détermine la sélectivité 

pour cet ion (Figure 4B) (Wu et al., 2016).  

 

Figure 4 : Représentation schématique de la structure du DHPR. A. Structure Cryo-EM du canal DHPR de lapin 

de 3.6 Å avec les différentes sous-unités annotées (Wu et al., 2016). B.  Représentation schématique de la sous-unité 

Cav1.1 qui se compose de quatre domaines répétés homologues (I – IV) chacun se composant de six hélices 

transmembranaires (S1-S6). Le segment S4 contient des charges positives servant de senseur au changement de 
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voltage. La motif AID dans la boucle intracellulaire IS6 permet l’interaction avec β1a. L’interaction avec α2δ 

s’effectue entre le motif MIDAS et le boucle extracellulaire S1-S2.   

Dans le muscle squelettique, chez l’homme, la sous-unité Cav1.1 codée par CACNA1S sur le 

Chr1q32.1 fait 72 940 bases pour 44 exons et une masse moléculaire de 212 kDa. Elle est la 

sous-unité canal associée au DHPR. Durant le couplage excitation-contraction, la transmission 

de la dépolarisation du canal DHPR vers le RyR1 est d’ordre mécanique. La nature de 

l’interaction entre les deux canaux a été beaucoup étudiée, mais reste encore floue. Les acides 

aminés 724 à 760 des boucles cytoplasmiques des domaines II-III de Cav1.1, la partie C-

terminale de β1a ou encore Stac3 semblent jouer un rôle dans cette interaction (Dulhunty et al., 

2017; Shishmarev et al., 2022; T et al., 1990; Wu et al., 2016).  

Régulation fonctionnelle 

Les protéines régulatrices 

Le canal calcique de type L, autre que les sous-unités régulatrices qui le composent, est modulé 

par de nombreux seconds messagers. On peut citer trois acteurs majeurs : la calmoduline, les 

petites protéines G et la protéine kinase dépendante de l’AMP cyclique (PKA).  

Premièrement, associée à la queue C-terminale de Cav1.x, la calmoduline régule l’inhibition 

du canal de façon calcium dépendante en fonctionnant comme un senseur du Ca2+. On a ensuite, 

les petites protéines G à fonction GTPase, Kir/Gem, qui réduisent la densité de courant des 

Cav1.x en bloquant leur trafic à la surface par séquestration ou en formant un complexe avec 

la sous-unité β qui joue un rôle important dans l’adressage à la surface du canal. Pour finir, les 

Cav1.x sont modulés par la protéine kinase dépendante de l'AMP cyclique (PKA) par 

phosphorylation. La PKA peut potentialiser ou inhiber l'activité du canal en fonction du sous-

type de canal spécifique et du site de phosphorylation. Dans les myocytes cardiaques, la 

phosphorylation par PKA de la sous-unité α1C, sur la sérine-1700, lève l’auto-inhibition du 

canal par le peptide C-terminal clivé de ce dernier (Brignell et al., 2015; Dolphin, 2016, 2018a; 

Gandini and Zamponi, 2022).  
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Les protons 

Les ions H+ jouent un rôle crucial dans la régulation des canaux calciques voltage-dépendants 

de type L. Cela a des implications physiologiques importantes, notamment dans la modulation 

de l'excitabilité cellulaire pendant une activité neuronale intense et dans la promotion de la 

survie cellulaire lors de crises épileptiques et d'ischémie cérébrale ou cardiaque à court terme, 

mais aussi dans le muscle squelettique au cours d’une activité physique. Des études de 

réexpression du canal α1C avec les sous-unités régulatrices β2a et α2δ dans l’œuf de xénope a 

permis d’identifier des sites de protonation avec une forte affinité pour les ions H+. Ce site est 

identifié comme étant les résidus glutamates du filtre de sélectivité. La protonation des résidus 

glutamates affecte la conductance des canaux calciques. Ainsi, les mutations des glutamates en 

glutamines (EIQ, EIIIQ, EIIQ et EIVQ) sur les différents domaines répétés entrainent une 

déprotonation du canal par réduction de l’affinité des ions H+ pour ses résidus (Chen et al., 

1996).   

Cette régulation par les protons participe dans les cellules des muscles lisses à la régulation des 

événements de vasoconstriction et vasodilatation modulés par l’afflux extracellulaire de Ca2+ 

activé par l’alcalose et inhibé en état d’acidose. Le pH extracellulaire (pHo) modifie les 

paramètres de la régulation de l'ouverture des canaux calciques de type L dans les cellules 

musculaires lisses vasculaires de plusieurs manières. Tout d'abord, le pHo modifie de manière 

réversible le courant calcique (Ica) en fonction du pHo, avec une augmentation réversible à un 

pH alcalin et une réduction à un pH acide par rapport à un pH de 7,4. De plus, le pHo modifie 

la conductance des canaux calciques individuels. L'analyse des courants de canaux calciques 

entiers et individuels suggère que des valeurs de pHo plus acides déplacent la régulation 

dépendante du voltage (~ 15 mV par unité de pH) et réduisent la conductance des canaux 

calciques individuels (Klöckner and Isenberg, 1994). 

Physiopathologie 

Leurs expressions tissulaires particulières et l’importance de leurs rôles physiologiques font 

que les mutations associées aux gènes codants pour ces sous-unités sont liées à plusieurs 

pathologies souvent tissus spécifiques. 
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Dans le muscle squelettique, la paralysie périodique hypokaliémique (hypoPP) est une maladie 

génétique provoquant une faiblesse musculaire ou paralysie locale voire généralisée, affectant 

les canaux calciques ou sodiques des muscles. Elle implique des mutations sur CACNA1S et 

sera discutée dans le chapitre traitant des myopathies du complexe CRC.  

Une autre pathologie liée à des mutations sur CACNA1S entrainant une altération du processus 

de couplage excitation-contraction, est l’hyperthermie maligne per anesthésique. Moins de 1% 

des mutations associées à cette pathologie sont en lien avec ce gène pour 70% de mutations 

trouvées sur RYR1. Les mutations autosomiques dominantes sur CACNA1S sont situées 

majoritairement dans la boucle cytoplasmique entre les domaines homologues III et IV (Beam 

et al., 2017).  

Le syndrome de Timothy (TS) est une maladie génétique multi-systémique. Il est causé par des 

mutations du gène CACNA1C (Cav1.2) qui entrainent des problèmes cardiaques, de type 

arythmie ventriculaire, QT long et une tachycardie létale responsable de la mort. Il y a aussi 

des symptômes extracardiaques tels que des anomalies crânio-faciales, de la syndactylie, des 

difficultés d'apprentissage ou encore l’autisme. Les mutations sont situées sur le segment S6 

du domaine répété homologue I notamment sur l’exon 8 entrainant un gain de fonction du canal 

abolissant l’inactivation par le voltage. Due à son expression dans le cerveau, des troubles 

neuropsychiatriques ont été associés à des mutations sur ce canal, dont les troubles bipolaires, 

la schizophrénie ou encore l’autisme (Zamponi et al., 2015).  

Chez l’homme et la souris, des mutations pertes de fonctions sur CACNA1D (Cav1.3) 

entrainent un dysfonctionnement du nœud sino-atrial avec arythmie et bradycardie mais aussi 

de la surdité (Baig et al., 2011). Il y a aussi d’autres troubles associés comme 

l’hyperaldostéronisme avec des mutations gain de fonction (Zamponi et al., 2015). 

Pour finir, la majorité des mutations de CACNA1F (Cav1.4) a été identifiée chez des patients 

atteints de cécité nocturne stationnaire congénitale de type 2. Les symptômes sont une faible 

acuité visuelle, une myopie, un nystagmus, un strabisme, une photophobie et une cécité 

nocturne (Zamponi et al., 2015). 
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2) Sous-unité β 

Les sous-unités β sont une famille composée de protéines cytoplasmiques β1 à β4 codées par 

les gènes CACNB1 à CACNB4 avec de nombreuses isoformes d’épissage donnant dix sous-

types. Dans le muscle squelettique, l’épissage alternatif de CACNB1 donne β1a, 54 kDa, qui 

joue un rôle important dans la régulation du canal Cav1.1 du DHPR. La modélisation des sous-

unités β a montré l’existence de deux domaines, un SH3 (Src homology 3) et un domaine 

guanylate kinase (GK). Ce dernier permet l’interaction avec la sous-unité Cav des canaux HVA 

via le domaine AID (α interacting domain). Cette interaction impose un repliement en hélice α 

à l’AID qui se prolonge dans le IS6 (Segment S6 domaine I) faisant de β une protéine 

chaperonne du canal (Neely and Hidalgo, 2014). Cette régulation du repliement prévient la 

sous-unité α de la dégradation protéasomale. 

La sous-unité β participe à la régulation des propriétés biophysiques du canal, augmentant sa 

probabilité d’ouverture et la densité de courant. Mais aussi, il a été montré une augmentation 

de l’expression fonctionnelle du canal ou de son insertion à la membrane en présence de β. La 

première hypothèse avancée est que : 1) β facilite le trafic vers la surface de Cav en masquant 

un signal de rétention dans le réticulum endoplasmique sans pour autant qu’un tel motif ait été 

identifié sur l’AID. 2) L’autre hypothèse évoquée, basée sur la dégradation rapide de Cav2.2 

avec la mutation p.(Trp391Ala) sur l’AID abolissant l’interaction avec β, est la protection 

contre la dégradation par le protéasome grâce au repliement en hélice α induite par β (Dolphin, 

2012).   

La Sous-unité β interagit avec d’autres protéines ou seconds messagers. Ainsi, sa 

phosphorylation par la voie PI3K-AKT et l’association avec la CaMKII jouent un rôle dans 

l’augmentation de l’expression à la surface de la sous-unité Cav (Dolphin, 2012). Il a été aussi 

montré l’interaction des β avec les  petites GTPases monomériques RGK (Rad, Rem, Rem2 et 

Gem/Kir) qui exercent un double effet inhibiteur, diminuant l'expression de surface ou 

réduisant la probabilité d'ouverture du canal (Buraei and Yang, 2015).  

Récemment, un rôle au-delà de sa fonction dans la régulation du canal a été identifié pour β 

comme un modulateur de la transcription. Ainsi, des isoformes d’épissage de β3 et β4 ont été 

montrées avec une localisation nucléaire inhibant des facteurs de transcription comme Pax6 ou 



Introduction 
35 

encore réduisant l’activité de silencer comme CHCB2/HP1γ (Dolphin, 2012; Zhang et al., 

2010).   

En pathologie, les β sont impliqués dans diverses maladies. Des mutations sur CACNB2 sont 

associées au syndrome de Brugada et à la cardiomyopathie hypertrophique, CACNB4 à 

l’épilepsie ou encore à de l’ataxie épisodique (Vergnol et al., 2022). 

3) Les sous-unité γ 

Elle se compose de 4 hélices transmembranaires et une extrémité C et N-terminal 

cytoplasmique. C’est une famille de 8 membres, mais une seule isoforme, γ1, a été retrouvée 

associée à un canal calcique voltage-dépendant de type L, Cav1.1, dans le muscle squelettique. 

Elle diminue la quantité de calcium entrant par le canal, mais elle n’est pas indispensable au 

couplage excitation-contraction (Neely and Hidalgo, 2014).  

4) Les sous-unité α2δ 

Structure 

C’est la plus grande sous-unité régulatrice associée aux canaux à haut voltage d’activation 

(HVA) avec une masse moléculaire entre 140 kDa et 175 kDa. C’est une famille de 4 protéines 

α2δ1-4 codées par les gènes CACNA2D1-4, mais avec de nombreuses isoformes d’épissage 

alternatif donnant plusieurs isotypes.  

La dernière sous-unité à être caractérisée est α2δ-4 qui partage 30% d’homologie avec α2δ-1/2 

et 61% avec α2δ-3. La structure de ces sous-unités est basée sur l’étude de Cryo-EM de α2δ-1 

purifiée dans le muscle squelettique de lapin.  

L’isoforme α2δ-1, identifiée dans le muscle squelettique, se compose de deux parties, α2 et δ1, 

codées par le même gène mais clivées en post-traduction à la position Ala960 mais toujours 

reliées par des ponts disulfures. C’est une protéine hautement N-glycosylée avec 16 sites 

identifiés (Qin et al., 2002; Wu et al., 2015).  

Initialement définies comme des protéines transmembranaires de type 1, des études ont montré 

la présence d’une ancre GPI (glycosyl-phosphatidyl-inositol) avec une localisation 

membranaire dans les radeaux lipidiques (Detergent Résistent Membranes). Les sous-unités 
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α2δ des canaux calciques sont ancrées à la membrane cellulaire par une modification post-

traductionnelle, l’ajout d’une ancre GPI (glycosyl-phosphatidyl-inositol). Des études ont révélé 

que les sous-unités α2δ-1, α2δ-2 et α2δ-3 présentent toutes les caractéristiques attendues des 

protéines ancrées par une GPI. Elles sont des substrats pour la phospholipase C (PI-PLC) 

prokaryotique et la GPI-PLC trypanosomale, qui libèrent les protéines α2δ de la membrane. 

De plus, des mutations du site ω d'ancrage prévu de la GPI (CGGXS) réduisent la localisation 

des sous-unités α2δ sur la membrane plasmique. Cette étude a également montré que l'ancrage 

par GPI des sous-unités α2δ est nécessaire pour leur fonction d'amplification des courants 

calciques (Davies et al., 2010).  

Les étapes de maturation de la sous-unité α2δ des canaux calciques voltage-dépendants, depuis 

sa forme primitive jusqu'à sa forme mature, comprennent plusieurs événements : 

La sous-unité α2δ est initialement synthétisée avec une séquence signal qui dirige la protéine 

vers le réticulum endoplasmique pour la maturation. La protéine subit une glycosylation et la 

formation de ponts disulfure, des modifications post-traductionnelles essentielles pour la 

stabilité et la fonction de la protéine. La sous-unité α2δ subit ensuite un clivage protéolytique 

dans l’appareil de Golgi en deux parties, α2 et δ, qui restent associées pour former la sous-unité 

fonctionnelle mature (Douglas et al., 2006).  

La partie α2 se compose d’un peptide signal (SP) en N-terminal, de domaines CACHE 

(Chemosensory-like domain) et d’un domaine de von willbrand facteur A (VWA). Ce dernier 

contient un motif MIDAS (Metal Ion Dependant Adhesion Site) impliqué dans les interactions 

protéine-protéine nécessitant un cation divalent Ca2+ ou Mg2+. Il se compose chez l’homme de 

résidus polaires conservés (Asp259, Ser261, Ser263, Thr331 et Asp363) pour les sous-unités 

α2δ-1 et α2δ-2, et pour α2δ-3 et α2δ-4 seulement des résidus Asp259, Ser261, Ser263. Ces 

résidus font face aux boucles extracellulaires entre les segments S1 et S2 des régions 

homologues I, II et III de α (Dolphin, 2012; Wu et al., 2015).  

La partie δ comporte une région hydrophobe et un site-ω à ancre GPI (Glycocyl-

phospho-inositol) (Davies et al., 2010 ; Dolphin, 2018a, 2012). 
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Domaines fonctionnels  

Le domaine CACHE est souvent associé à des récepteurs de la membrane cellulaire et est 

impliqué dans la liaison à de petites molécules, agissant comme un capteur de stimuli 

extracellulaires. Ce domaine est organisé en double domaine nommé dChache_1 (double 

domaine des canaux calciques et chémorécepteurs, famille 1), un domaine protéique conservé 

que l'on trouve dans diverses protéines de signalisation chez les bactéries et les archées. Il est 

connu pour se lier aux acides aminés et est présent dans un large éventail d'organismes, y 

compris les eucaryotes. Le domaine contient un motif, qui est discontinu mais préservé en 

structure 3D chez les eucaryotes. Le motif se compose des acides aminés YxxxRxWY en N-

terminal du CACHE et Y(x~27-34)D en C-terminal.  

Deux domaines dCache_1 ont été identifiés dans les protéines α2δ en se basant sur la 

cristallographie de α2δ-1. Le premier domaine dCache_1 est interrompu par le VWA 

(Gumerov et al., 2022; Page et al., 2023). Ce domaine est également impliqué dans la régulation 

de la réponse au stress cellulaire et dans l'activation des facteurs de transcription AP-1 et NF-

κB. Il est suggéré que le domaine CACHE lie les petites molécules avec l'aide d'une poche 

formée par sa structure en feuille bêta. En outre, il est impliqué dans la liaison de ligands 

endogènes aux canaux calciques, ce qui suggère un rôle dans la régulation de la signalisation 

cellulaire. Ils contiennent une poche de liaison universelle pour les acides aminés, qui dans le 

cas des sous-unités α2δ-1 et α2δ-2, peut également accueillir des médicaments 

gabapentinoides. (Anantharaman and Aravind, 2000; Dolphin, 2018b; Page et al., 2023).  

L'implication des résidus du site MIDAS dans la modulation fonctionnelle des canaux 

Cav1.2 par la sous-unité α2δ-1 a été étudiée dans un système reconstitué dans des cellules 

HEK293 avec α2δ-1, Cav1.2 et β3. Les résultats indiquent que les résidus Asp259, Ser261, 

Ser263 de la sous-unité α2δ-1 sont cruciaux pour l'interaction physique avec la sous-unité 

Cav1.2 et pour la modulation fonctionnelle des courants de Cav1.2. Des expériences de co-

immunoprécipitation mettent en évidence une diminution significative de l'interaction 

physique entre Cav1.2 et la sous-unité α2δ-1 lors de la mutation de ces résidus et de façon plus 

importante pour Asp259 et Ser261. De plus, des expériences de patch-clamp révèlent que les 

mutations de ces résidus altèrent la modulation des courants de Cav1.2 (Briot et al., 2018). Une 
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autre étude montre que cette interaction passe par le résidu conservé Asp181 (chez le lapin) de 

la première boucle extracellulaire (IS1S2) de Cav1.2 (Bourdin et al., 2017). Le motif MIDAS 

dans la sous-unité α2δ joue un rôle crucial dans le trafic des canaux calciques vers la membrane 

plasmique. La mutation du motif MIDAS de α2δ-2 entraîne une réduction significative des 

courants sur Cav1.2, -2.1 et -2.2, ainsi qu'une rétention intracellulaire marquée des sous-unités 

Cav des HVA (Canti et al., 2005). 

Les sous-unités α2δ des canaux calciques voltage-dépendants jouent un rôle crucial dans la 

régulation de l'expression et de la fonction des canaux calciques à haut seuil de voltage 

d’activation (HVA). La sous-unité augmente les densités de courant, accélère la cinétique 

d'activation et d'inactivation et produit un décalage hyperpolarisant dans l’inactivation voltage-

dépendante. Les  sous-unités α2δ sont également des cibles médicamenteuses importantes dans 

des domaines thérapeutiques tels que la douleur neuropathique avec les gabapentinoïdes (Neely 

and Hidalgo, 2014).  

Partenaires au-delà du canal calcique 

Il a été constaté que les sous-unités α2δ des canaux calciques voltage-dépendants ont des 

fonctions au-delà de leur rôle sur les canaux HVA. Ces sous-unités auxiliaires améliorent non 

seulement l'expression et la fonction des canaux calciques, mais ont également des interactions 

non canoniques avec diverses protéines et récepteurs. Ces interactions comprennent 

l'association avec les lipoprotéines (LP1), les thrombospondines, les α-neurexines, les protéines 

prions, les canaux potassiques à large conductance et les récepteurs N-méthyl-d-aspartate. De 

plus, les sous-unités ont été identifiées comme cible/récepteur pour les composés 

gabapentinoïdes, qui sont utilisés dans le traitement de l'épilepsie et de la douleur 

neuropathique. Les sous-unités jouent également un rôle dans l'anxiété, car leur activité affecte 

la connectivité de la zone cérébrale et l'équilibre du neurotransmetteur du glutamate. Dans 

l'ensemble, les sous-unités α2δ des canaux calciques voltage-dépendants ont diverses fonctions 

au-delà des canaux calciques et sont impliquées dans divers processus physiologiques et 

pathologiques (Dolphin, 2018b; Kadurin et al., 2022a). 
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➢ CACNA2D1 

C’est la première sous-unité qui a été purifiée avec le canal DHPR dans le muscle squelettique 

de lapin et caractérisée. Elle est composée de 39 exons avec certains (nommés A, B et C) qui 

sont alternatifs donnant lieu à plusieurs isoformes d’épissage exprimées de façon différentielle. 

Son expression semble être ubiquitaire dans les cellules excitables mais on la retrouve 

principalement dans les muscles squelettiques, cardiaques et lisses mais aussi au niveau du 

système nerveux central et périphérique. Chez la souris, cinq isoformes d’épissage ont ainsi été 

identifiées dans différents tissus dont le cœur, le muscle squelettique et les neurones DRG 

(Ganglion de la Racine Dorsale) (Lana et al., 2014; Zamponi et al., 2015).  

Dans le muscle squelettique, il y a un consensus sur la sous-unité associée avec Cav1.1 qui est 

α2δ-1. Néanmoins, plusieurs études ont pu mettre en évidence la présence des transcrits de 

α2δ-2, α2δ-3 et α2δ-4 sans plus de caractérisation au niveau protéique (Murray et al., 2024; 

Nabhani et al., 2005).  

La fonction de α2δ-1 dans le muscle squelettique est complexe et pas totalement comprise. Son 

impact sur la croissance des myotubes et la différenciation des myoblastes a été étudié mais 

reste débattu, car la recherche donne des résultats contradictoires. Certaines recherches 

indiquent que α2δ-1 n'est pas essentielle à la croissance des myotubes, tandis que d'autres 

études suggèrent que sa réduction entrave la migration et l’adhérence des myoblastes. 

Toutefois, les souris α2δ-1 knock-out  présentent un muscle squelettique normal malgré des 

déficiences cardiaques, une réduction des courants calciques cardiaques et diminution de la 

contractilité myocardique (Dolphin, 2012; Gach et al., 2008; García et al., 2008). L'utilisation 

d’ARN interférents (siRNA) sur des myoblastes pour diminuer l'expression de α2δ-1 augmente 

le taux d'activation du courant calcique et la cinétique du courant sans affecter la structure du 

canal DHPR ni sa localisation et n’altère pas le couplage excitation-contraction (Dolphin, 

2012). 

Au niveau central, elle participe à la synaptogenèse des neurones excitateurs et joue un rôle 

important dans de nombreuses situations pathophysiologiques. Elle est exprimée de manière 

différentielle dans les motoneurones de patients atteints de sclérose latérale amyotrophique 

(SLA). De plus, CACNA2D1 est régulé à la hausse dans le ganglion de la racine dorsale (DRG) 
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à la suite d'une lésion nerveuse, contribuant à la douleur neuropathique chronique. La 

régulation à la hausse de CACNA2D1 est associée à une hyper-acétylation des histones et à une 

diminution de l'enrichissement en histone désacétylase-2 (HDAC2) au niveau du promoteur 

CACNA2D1 dans le DRG. HDAC2 fonctionne comme un répresseur transcriptionnel de la 

douleur neuropathique en supprimant l'expression de α2δ-1. Ces résultats suggèrent que 

l'expression neuronale de CACNA2D1 est impliquée dans la pathogenèse de la SLA et de la 

douleur chronique. Les domaines dCache_1 de α2δ-1 sont des récepteurs aux gabapentinoïdes. 

Ces derniers sont utilisés dans le traitement des douleurs chroniques neuropathiques (Mamoor, 

2022; Zhang et al., 2022).  

➢ CACNA2D2 

CACNA2D2 est composé de 39 exons et code pour la protéine α2δ-2 qui fait 118 kDa chez 

l’homme. Deux régions d’épissage alternatif ont été identifiées dans les exons 23 et 38 donnant 

les isotypes α2δ-2a, b et c (Barclay and Rees, 2000; Klugbauer et al., 2003).     

CACNA2D2 est principalement localisé dans le cerveau, en particulier dans les régions 

associées à la transmission synaptique. Son expression est importante dans des zones telles que 

le cortex cérébral, l'hippocampe et le cervelet au niveau des cellules de Purkinje (Barclay and 

Rees, 2000).  

Il influence la cinétique des canaux et a un impact sur le trafic et l'expression membranaire des 

canaux calciques, affectant ainsi l'excitabilité neuronale, la libération de neurotransmetteurs et 

la plasticité synaptique (Dolphin, 2012). Il participe aussi à la synaptogenèse des fibres 

cérébelleuses grimpantes. Chez les souris Knock-out CACNA2D2, on a une altération de la 

synaptogenèse, de la localisation des fibres grimpantes et des potentiels postsynaptiques 

excitateurs permettant d’expliquer un phénotype d’ataxie (Beeson et al., 2020). Des mutations 

sur CACNA2D2 ont aussi été associées à l’épilepsie ou à l’atrophie cérébelleuse chez l’homme 

(Punetha et al., 2019).  

➢ CACNA2D3 

CACNA2D3 code pour la protéine α2δ-3 de 175 kDa. Son expression est exclusivement 

cérébrale. Il joue un rôle dans divers processus neurophysiologiques, dont la plasticité 
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neuronale en favorisant le trafic et la localisation présynaptique des canaux calciques 

(Klugbauer et al., 1999; Zhang et al., 2023).  

 Des études ont montré que l'absence d'α2δ-3 entraîne un traitement auditif altéré, des réponses 

de sursaut acoustique réduites et des réponses déformées du tronc cérébral auditif. De plus, 

α2δ-3 a été associée à une sensibilité réduite à la douleur, à la chaleur et a été identifiée chez 

des enfants présentant des troubles du spectre autistique (Pirone et al., 2014). 

➢ CACNA2D4 

Structure  

C’est la dernière sous-unité de la famille des α2δ qui a été clonée et caractérisée. Cette première 

étude a permis par RACE-PCR à partir d’ADNc de cerveau humain de déterminer la structure 

de cette isoforme et de différents variants d’épissage. Le pourcentage d'identité entre les sous-

unités α2δ-4 et les sous-unités humaines α2δ-1, α2δ-2 et α2δ-3 est de 30%, 32% et 61% 

respectivement. Ces pourcentages d'identité ont été déterminés par comparaison des séquences 

d'acides aminés des différentes sous-unités (Qin et al., 2002). 

Ainsi, dans cette première caractérisation, CACNA2D4 est défini comme étant composé de 36 

exons invariants (exons 2 à 37) et de quatre exons alternatifs (exons 1, 1B, 37L et 38) s'étendant 

sur environ 130 kb du chromosome humain 12p13.3. Les exons 1 et 1B possèdent tous deux 

un codon de départ en phase. La séquence N-terminale encodée par l'exon 1 contient un peptide 

signal putatif, tandis que celle encodée par l'exon 1B ne le contient pas. Ainsi, cette première 

caractérisation a permis de mettre en évidence la présence de quatre variants d’épissage (α2δ-

4a, b, c et d). La sous-unité α2δ-4a est codée par les exons 1 à 38, tandis que l'α2δ-4b est codée 

avec les exons alternatifs 1B et 2 à 38. Deux autres variants d'épissage putatif sont α2δ-4c 

(exons 1 à 37L) et α2δ-4d (exons 1B et 2 à 37L). D'après les informations fournies par l’étude, 

l'expression de chaque isoforme d'épissage de la sous-unité α2δ-4 varie dans différents tissus 

humains : (Qin et al., 2002) 

• L'isoforme α2δ-4a, contenant un peptide signal putatif, est exprimée dans le cervelet et 

le cortex cérébral, ainsi que dans le cœur humain, bien que la mise en évidence de la 

protéine ne soit pas concluante dans ce dernier. 
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• L'isoforme α2δ-4d, codée avec l'exon 1B, est faiblement exprimée dans les amygdales. 

• Les deux isoformes α2δ-4c et α2δ-4b ont montré une expression dans la glande 

pituitaire, la glande surrénale et les tissus cérébraux, avec des niveaux relativement 

élevés dans la glande pituitaire et la glande surrénale. 

Depuis cette première caractérisation, de nouvelles isoformes d’épissage ont été mises en 

évidence, rapportant le nombre à douze. Ainsi, les parties les plus variables sont l’exon 28, de 

l’exon 30 à 38, l’exon 16 et l’exon 1. Ainsi, plusieurs de ces isoformes d’épissage n’ont  plus 

de peptide signal, ont un domaine Cache tronqué ou encore manque la séquence codante pour 

la partie δ (Bechtel et al., 2007; Gerhard et al., 2004). La distribution tissulaire des différentes 

isoformes montre l’absence de l’exon16 est absent de la rétine et l'hypophyse, mais est 

l'isoforme prédominante exprimée dans le cervelet, l'hippocampe, le cortex occipital et le 

cortex somatosensoriel ou encore dans l'hypothalamus (Bacchi et al., 2015). En résumé, les 

isoformes d'épissage de la sous-unité α2δ-4 présentent des schémas d'expression spécifiques 

dans différents tissus humains, suggérant des rôles distincts dans la régulation de l'activité des 

canaux calciques en fonction du tissu. 

L'étude cryo-EM de l'α2δ-1 chez le lapin sert de base à la compréhension des domaines 

fonctionnels de la protéine. En utilisant l'analyse bio-informatique, en particulier Bencling, la 

prédiction des domaines fonctionnels dans α2δ-4 peut être déterminée par des comparaisons 

d'homologie avec α2δ-1. Cette analyse révèle que la forme canonique humaine de α2δ-4 se 

compose de trois parties : α2 (Ala20 — Glu991), δ-4 (Ala992 — Glu991) et ainsi qu'un peptide 

signal (Met1 — Pro19). Les segments α2 et δ-4 susmentionnés, qui sont dérivés du gène 

CACNA2D4, sont clivés et liés entre eux par un pont disulfure (Cys447 - Cys1097) (Figure 5).  

La partie α2 contient un domaine du facteur A de von Willbrand (vWA) (Asp291-Leu473), qui 

englobe le motif MIDAS (Asp297, Ser299 et Ser301), et deux domaines dCache_1 situés en 

aval du vWA. Un premier domaine (dCache_1 : Tyr259 - Leu580) qui est donc discontinué par 

le vWA et un deuxième domaine (dCache _1 : Cys890 - Val915) (Katharina Agnes Wycisk et 

al., 2006).  
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Sur la partie δ-4, il existe un domaine d'hélice α transmembranaire (Ser1116 - Leu1136), ainsi 

qu'un site ω d'ancrage GPI prédit composé de petits résidus polaires (Cys1109, Gly1110, 

Gly1111, Ala1112 et Ser1113). La version humaine de cette protéine présente une similitude 

de 83 % avec la version murine, avec la conservation des domaines susmentionnés (Figure 5). 

 

Figure 5 : Structure des domaines de la protéine α2δ-4. Au-dessus, la représentation schématique de la structure 

de la protéine immature non clivée avec les différents domaines nécessaires à sa maturation : le peptide signal en N-

terminal, le site ω d'ancrage GPI et la séquence hydrophobe en C-terminal. En dessous, la protéine mature avec une 

ancre GPI en C-terminal, les deux parties α2 et δ-4 clivées et reliées par un pont disulfure, les domaines fonctionnels 

dCache_1 (C1 et C2), du facteur A de von Willbrand (VWA) avec le motif MIDAS (Metal Ion Dependant Adhesion 

Site). En point noir les sites de N-glycosylation potentiels.  

Expression tissulaire et physiologie 

Dans le système nerveux central  

La distribution tissulaire de la protéine α2δ-4 reste encore un sujet d’étude en permanente 

évolution. La sous-unité α2δ-4 est initialement rapportée comme ayant une distribution très 

restreinte dans certains tissus endocriniens, et absente du cerveau. Cependant, une autre étude 

a montré une distribution plus ubiquitaire des transcrits CACNA2D4  (Dolphin, 2013; Qin et 

al., 2002).  
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L’étude de la distribution tissulaire de α2δ-4 met en évidence une expression dans la rétine, 

l'hypophyse, mais aussi dans le cervelet, l'hippocampe, le cortex occipital et le cortex 

somatosensoriel (Bacchi et al., 2015). 

Des niveaux élevés de α2δ-4 sont observés dans les cellules photoréceptrices de la rétine. Elle 

joue un rôle crucial dans le maintien d'une synaptogenèse et d’une physiologie correcte des 

cônes et des bâtonnets. Des études ont également révélé une régulation de l'expression 

membranaire fonctionnelle des canaux Cav1.4 et de la transmission synaptique des bâtonnets.  

Ainsi, le phénotype des souris Knock-Out (KO) CACNA2D4, par décalage du cadre de lecture 

dans l’exon 2, est la présence de défauts au niveau des synapses des photorécepteurs. Ces 

défauts incluent des anomalies structurales et fonctionnelles au niveau des bâtonnets et des 

cônes rétiniens. Plus précisément, l'absence de la protéine α2δ-4 entraine une diminution de la 

densité des canaux Cav1.4 dans les terminaisons présynaptiques des photorécepteurs, ainsi que 

des défauts dans l'organisation synaptique. Ces altérations ont un impact sur la transmission 

synaptique et peuvent contribuer aux troubles de la vision observés chez les patients atteints de 

mutations sur le gène CACNA2D4 (Bacchi et al., 2015; Kerov et al., 2018a).  

Son rôle rétinien dans la synaptogenèse va aussi au-delà du canal calcique voltage-dépendant 

en régulant notamment la localisation du canal chlorure activé par le calcium, TMEM16A aussi 

appelé ANO1. Chez les souris mutantes portants un codon stop prématuré dans l’exon 26 pour 

la sous-unité α2δ4 du canal calcique, le canal chlorure n’est plus présent dans les terminaisons 

synaptiques des photorécepteurs, mais est délocalisé au niveau du corps cellulaire dans la 

couche nucléaire externe (Caputo et al., 2015). Ce canal ANO1 joue aussi un rôle dans 

l’homéostasie calcique dans le muscle squelettique en régulant négativement la libération du 

calcium par les canaux IP3R du réticulum endoplasmique. Ce rôle est lié à sa localisation 

intracellulaire dans la membrane du réticulum (Dayal et al., 2019; Yuan et al., 2022).  

Dans le muscle squelettique 

Les données sur la distribution tissulaire de CACNA2D4 dans le muscle squelettique sont 

contradictoires d’une étude à l’autre.  
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Dans l’étude qui a permis le clonage et la caractérisation de CACNA2D4, le Northern blot sur 

des tissus humains a montré la présence d'ARNm de la sous-unité α2δ-4 dans le muscle 

squelettique sans pour autant que la présence de la protéine soit investiguée (Qin et al., 2002).  

Dans une seconde étude, Nabhani et al., 2005 ont examiné l'existence d’un transcrit α2δ-4 dans 

le muscle squelettique en travaillant sur des fibres isolées du soléus, muscle à majorité composé 

de fibres lentes de type I, de souris âgées de 30 jours et des myotubes de 6 jours. Les résultats 

n’ont pas montré de transcrits α2δ-4 dans les myotubes ou les fibres musculaires isolées du 

soléus. Cependant, le transcrit a été détecté dans le cerveau des mêmes animaux utilisés pour 

l'isolement des fibres musculaires.  

Une troisième étude portant sur l’identification des mutations en lien avec la dystrophie des 

cônes rétiniens, montre une expression ubiquitaire avec un transcrit trouvé sur différents tissus 

incluant le muscle squelettique (Katharina A. Wycisk et al., 2006).  

Chez la souris KO CACNA2D1, générée pour étudier l’impact sur la fonction cardiaque, 

l'épileptogenèse et la nociception. L’étude par western blot de l’expression des différentes sous-

unités α2δ dans le cerveau, le cœur et le muscle squelettique a montré qu’il n’y avait pas de 

phénomène de compensation dans l’expression des α2δ. Mais l’étude a aussi montré, sur les 

western blots anti- α2δ-4, la présence de deux bandes aux poids moléculaires vers 100 kDa et 

150 kDa dans le cerveau, pas de bandes dans le cœur et une bande vers 100 kDa dans le muscle 

squelettique (Fuller-Bicer et al., 2009).  

Autres tissus 

La sous-unité α2δ-4 est exprimée dans divers tissus humains, notamment dans l'intestin grêle, 

la glande surrénale, ainsi que certains types de cellules endocrines. Des études ont également 

montré une expression de cette sous-unité dans les cellules de Paneth de l'intestin grêle, les 

érythroblastes du foie fœtal et les cellules de la zone réticulaire de la glande surrénale. Ces 

résultats indiquent une expression différenciée de la sous-unité α2δ-4 dans divers tissus 

humains (Qin et al., 2002).  
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Régulation de l’expression de CACNA2D4  

Des études montrent que l’expression dans le muscle squelettique chez la souris et l’homme 

pourrait être modulée par l’exercice physique et/ou le stress thermique. Ainsi, une étude chez 

la souris sur les modifications épigénétiques observées suite à une course forcée à des 

températures de 37,5°C, montre une expression accrue de gènes impliqués dans la structure 

musculaire, la régulation du calcium, la réponse au stress et la myogenèse. Parmi les gènes 

surexprimés on retrouve CACNA2D4 (Murray et al., 2024). 

Dans le cadre d’une autre étude, les participants atteints de polyarthrite rhumatoïde ont effectué 

des séances supervisées de marche sur tapis roulant trois fois par semaine pendant 10 semaines. 

Dans le contexte de l’étude, la voie de signalisation nNOS (oxyde nitrique synthase), impliquée 

dans la régulation de la fatigue musculaire et de la performance physique dans les cellules 

musculaires squelettiques, a été identifiée comme une voie canonique associée à des 

améliorations de la maladie après 10 semaines d’exercice. Parmi les gènes positivement 

régulés, il y a CACNA1A, CACNA1C, CACNA1I et CACNA2D4, dont l’expression est 

significativement augmentée (Andonian et al., 2021). Un lien entre le stress physique et 

l’expression de la sous-unité CACNA2D4 semble donc se dessiner mais de plus amples 

investigations seront nécessaires pour mieux élucider les implications. 

L’étude du transcriptome par RNA-seq sur le quadriceps d’un modèle murin GAA-/- (Acide 

Alpha-Glucosidase) de la maladie de Pompe, une maladie métabolique héréditaire caractérisée 

par une accumulation de glycogène dans les muscles, des complications cardiaques, une 

atrophie musculaire progressive et une insuffisance respiratoire, a montré une régulation 

positive significative des sous-unités calciques de type L (CACNG7, CACNA1C et 

CACNA2D4) (J. Wang et al., 2021). 

L’étude de l'impact d’un knock-out conditionnel du facteur de transcription Pitx2, impliqué 

dans le développement des muscles extra-oculaires (EOM), montre chez la souris KO une 

altération des voies de signalisation liées à la contraction musculaire telles que les protéines 

structurales comme la myomésine 2 et les canaux ioniques avec régulation négative de 

CACNA2D4 (Zhou et al., 2012).  
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Il a été montré dans certains cas physiopathologiques que l’expression de CACNA2D4 était 

régulée. Le facteur de transcription Egr1 joue un rôle crucial dans la régulation de l'expression 

de la sous-unité α2δ4 du canal calcique et d'autres sous-unités de canaux calciques dans 

l'épileptogenèse. Une étude démontre que Egr1 régule l'expression de la sous-unité α2δ4, qui 

est augmentée après un état de statut épileptique induit par la pilocarpine (van Loo et al., 2019).  

Dans certaines conditions de carcinogenèse, CACNA2D4 a été identifié comme étant un facteur 

de pronostique. Il semble jouer un rôle dans plusieurs types de cancer, notamment le cancer du 

foie, de l'ovaire, de la prostate, du pancréas, du poumon, du côlon, de l'estomac, du mélanome 

uvéal et de l’adénocarcinome de l’œsophage. Des études ont montré que l'expression accrue de 

CACNA2D4 était associée à des résultats de survie améliorés chez les patients atteints de ces 

types de cancer. De plus, des recherches ont suggéré que CACNA2D4 pourrait jouer un rôle 

dans la régulation de la sensibilité à la chimiothérapie dans le traitement de certains cancers, 

tels que le cancer de l'estomac et le carcinome épidermoïde de l'œsophage (Cutliffe et al., 

2021). 

Physiopathologie 

L’analyse des articles répertoriés sur NCBI, Google scholar et Mastermind contenant les mots 

clés CACNA2D4, CA2D4, Alpha2delta-4 ou α2δ-4 a permis de recenser 16 papiers majeurs. 

Ainsi, la majorité des études concernent l’implication de CACNA2D4 dans une pathologie 

rétinienne qui est la dystrophie des cônes et bâtonnets (Tableau 2). 

Cette condition se caractérise par une dysfonction rétinienne distinctive, comprenant une acuité 

visuelle légèrement réduite, une photophobie et des réponses anormales à 

l'électrorétinogramme (ERG). Ainsi, chez les patients avec cette condition, de nombreuses 

mutations ont été identifiées.  

La protéine α2δ-4 joue un rôle crucial dans l'organisation et la fonction des synapses des 

photorécepteurs. Elle régule le développement et la fonction exocytotique mature des synapses 

des photorécepteurs. Son absence entraîne des défauts structuraux et fonctionnels au niveau 

des synapses des bâtonnets et des cônes rétiniens, notamment un manque de rubans et d'autres 

caractéristiques synaptiques.  
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Tableau 2 : les sous-unités auxiliaires α2δ 
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De plus, l'absence de α2δ-4 entraine une diminution progressive des canaux Cav1.4, essentiels 

à la transmission synaptique. Ces résultats suggèrent que α2δ-4 joue un rôle essentiel dans le 

maintien de l'intégrité structurale et fonctionnelle des synapses des bâtonnets et des cônes, dont 

la perturbation pourrait contribuer aux troubles de la vision observés chez les patients avec des 

mutations sur le gène CACNA2D4 (Kerov et al., 2018b). Les mutations suivantes ont été mises 

en évidence chez des sujets avec une dystrophie rétinienne : 

CACNA2D4 c.2406C>A, p.(Tyr802X) , ce qui est susceptible de conduire à une protéine 

tronquée manquant du domaine dCache_1 C-terminal et la partie δ, qui sont normalement situés 

en aval de cette position dans la séquence protéique (Katharina Agnes Wycisk et al., 2006).  

La délétion homozygote des exons 17 – 26 a été identifiée chez deux patients. Ces mutations 

entrainent un phénotype impliquant principalement les voies des cônes, avec une implication 

minimale ou nulle du système des bâtonnets (Ba-Abbad et al., 2016). 

Cette même délétion des exons 17 - 26 du gène CACNA2D4 a été identifiée chez des patients 

atteints de troubles bipolaires tardifs, ainsi que chez des patients atteints de troubles du spectre 

autistique (ASD) et de troubles du déficit de l'attention avec hyperactivité (ADHD). Cette 

délétion a été associée à des troubles psychiatriques, en particulier au trouble bipolaire, et 

pourrait jouer un rôle dans la susceptibilité à ces maladies (Van Den Bossche et al., 2012). 

La régulation des flux des ions Ca2+ dans les photorécepteurs a été étudiée dans un modèle 

murin de dystrophie rétinienne portant un codon stop dans l’exon 26. La mutation a plusieurs 

effets sur la régulation du calcium dans les photorécepteurs de souris.  

Tout d'abord, elle réduit les courants entrants à travers les canaux calciques voltage-dépendants 

(VGCC) Cav1.4 des bâtonnets de souris. Cela se traduit par une réduction de l'amplitude des 

courants entrants et un décalage vers la droite de leur activation par rapport aux bâtonnets 

normaux. De plus, la mutation entraine une réduction significative du contenu en calcium des 

réserves internes, ce qui entraîne une régulation à la hausse de l'entrée calcique via des canaux 

cationiques non sélectifs (CSC) distincts des VGCC. Ces effets révèlent un impact de la 

mutation sur l'homéostasie du calcium et suggèrent une nouvelle stratégie potentielle pour 
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contrer les mécanismes pathogènes impliqués dans la dégénérescence des bâtonnets (Vellani 

et al., 2022). 

Toujours au niveau rétinien, des mutations sur CACNA2D4 ont été identifiées chez une famille 

chinoise atteinte de rétinite pigmentaire. Deux nouvelles mutations hétérozygotes composées, 

c.G955A p.(Asp319Asn) et c.A1822C p.(Ile608Leu), ont été identifiées et associées à la 

phénotype clinique du patient (Cheng et al., 2021) (Tableau 3).  
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Tableau 3 : Tableau génétique de mutations sur CACNA2D4  
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Phénotype de la souris KO CACNA2D4  

L’étude des phénotypes comportementaux de la souris KO CACNA2D4, portant un codon stop 

dans l’exon 2, montre un rôle important dans la régulation du comportement locomoteur et des 

fonctions affectives, et montre que son absence peut contribuer à des traits comportementaux 

associés à des troubles neuropsychiatriques et neurodéveloppementaux.  

 Ces souris présentent un ensemble de phénotypes comportementaux distinctifs. Voici une 

description de ces phénotypes (Klomp et al., 2022) : 

Hyperactivité : Les souris KO ont montré une hyperactivité dans divers tests, se déplaçant sur 

des distances significativement plus grandes que les souris sauvages (WT) dans l'open field 

test (OFT). 

Déficits en coordination motrice : Les souris KO ont présenté une coordination motrice 

altérée, comme l'indique leur temps de chute plus court dans le test de la rotarod, un test qui 

mesure l'équilibre, la coordination, et la planification motrice. 

Comportement anxiolytique : Les souris KO ont passé plus de temps dans les espaces ouverts 

dans le test du labyrinthe en croix surélevée et dans la chambre éclairée du test de la boîte 

claire/obscure, ce qui suggère une diminution des comportements d'anxiété par rapport aux 

souris WT. 

Phénotype antidépresseur : Dans le test de suspension caudale, les souris KO ont passé moins 

de temps immobiles que les souris WT, indiquant un comportement moins dépressif.  

Vision normale en conditions de lumière du jour : Bien que les souris KO soient aveugles 

sous des conditions de faible luminosité à cause de la dystrophie des cônes et bâtonnets, elles 

ont une vision normale dans des conditions de lumière du jour, ce qui suggère que les déficits 

comportementaux observés ne sont pas dus à une déficience visuelle. 

Aucune différence dans le poids corporel  
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 Le récepteur de la ryanodine 1 (RyR1) 

a) Structure 

La protéine RyR1 est un canal calcique situé sur la membrane du réticulum sarcoplasmique des 

cellules musculaires. Elle est constituée de 5038 acides aminés et partage environ 60 à 70% 

d'identité avec les isoformes RyR2 et RyR3. La protéine RyR1 forme un tétramère, dont la 

structure a été partiellement résolue par microscopie électronique cryogénique. Elle est 

composée de plusieurs domaines fonctionnels, notamment des domaines qui permettent 

l'interaction avec le récepteur à la dihydropyridine par un ratio stœchiométrique (tétramère 

RyR1/Cacna1S) entre 0,571 et 0,714 (Eckhardt et al., 2023). Elle interagit avec des protéines 

régulatrices du complexe de relâchement du calcium (CRC) telles que la calmoduline et la 

FKBP12. La majeure partie de la séquence de RyR1 est cytosolique et forme les "pieds" 

caractéristiques observés en microscopie électronique. Le domaine C-terminal de la protéine 

contient 6 hélices transmembranaires responsables de l'ancrage à la membrane du réticulum 

sarcoplasmique et forme le canal. Des études récentes ont permis de cristalliser des parties du 

canal et d'identifier leur structure à résolution atomique (Weiss and Koschak, 2014) (Figure 

6).  

Elle est composée des domaines N-terminal A et B (NTD-A et NTD-B), le domaine solénoïde 

NH2-terminal (Nsol), les domaines SPRY 1-3, le domaine solénoïde jonctionnel (Jsol), le 

domaine solénoïde de liaison (Bsol), le domaine solénoïde central (Csol), le domaine EF-hand 

(EF), la région divergente 1 (DR1), le domaine pseudo-sensoriel de tension (pVSD), le 

domaine transmembranaire (TMD), le domaine à doigt de Zn et le domaine C-terminal (CTD). 

Ces domaines sont impliqués dans la détection et la réponse aux signaux de calcium, la 

médiation de l'ouverture des canaux et l'interaction avec des protéines et des ligands régulateurs 

(Woll and Van Petegem, 2022). 
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Figure 6 : Représentation des domaines de la protéine RyR1. A. Structure Cryo-EM de RyR1 humain sous forme 

tétramérique en état ouvert de 3.49 Å. Les domaines fonctionnels de chaque monomère sont en couleurs en adéquation 

avec la représentation schématique en dessous. B. Représentation schématique d’un monomère avec les différents 

domaines fonctionnels décrits ci-dessus.     

b) Modulateurs non protéiques de RyR1 

Les modulateurs qui influencent l'activité des récepteurs à la ryanodine (RyR) comprennent 

une variété de molécules et de protéines qui peuvent soit renforcer soit inhiber l'activité du 

canal. Certains de ces modulateurs sont des petites molécules telles que le 4-CmC (4-chloro-

m-cresol), la caféine, le NO (oxyde nitrique), la ryanodine, le dantrolène ou encore l’isoflurane. 

Ce rôle est aussi dévolu aux ions calciques, au magnésium, les ions phosphate ou encore l’ATP 

(Adénosine TriPhosphate). Ces modulateurs peuvent agir de manière complexe, parfois en 

fonction de la concentration de calcium cytosolique ou des niveaux de calcium dans la lumière 

du réticulum. Certains modulateurs peuvent avoir des effets différents en fonction de leur 

concentration, ce qui ajoute à la complexité de la régulation de l'activité des récepteurs à la 

ryanodine. L’augmentation au niveau sarcoplasmique du calcium a un effet activateur sur le 

canal RyR1, on parle de rétroaction positive ou CICR (Calcium Induce Calicum Release). Ce 

mécanisme est souvent associé au fonctionnement de RyR2 dans le muscle cardiaque. Une 

autre molécule à effet activateur, c’est l’ATP qui lors de la contraction musculaire permet une 

libération en continu de calcium en se fixant sur des sites spécifiques du canal. Pour ce qui est 
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des inhibiteurs de RyR1, le magnésium joue un rôle important dans le maintien d’une 

concentration basale de calcium dans le sarcoplasme mais aussi pour éviter une suractivité du 

canal RyR1 responsable de pathologies comme l’hyperthermie maligne per-anesthésique (Woll 

and Van Petegem, 2022).    

Les ligands calcium et ATP modulent l'activité du canal RyR1 de manière complexe. Le 

calcium (Ca2+) agit sur le RyR1 à la fois comme activateur et comme inhibiteur, suivant sa 

concentration. À des concentrations basses (micromolaires), le calcium active le canal RyR1, 

augmentant sa probabilité d'ouverture (Po) et donc la libération de calcium depuis le réticulum 

sarcoplasmique vers le cytosol, ce qui est essentiel pour la contraction musculaire. À des 

concentrations plus élevées (millimolaires), le calcium inhibe le canal, réduisant ainsi sa 

probabilité d'ouverture. L'ATP est un puissant activateur du RyR1. Des concentrations 

millimolaires d'ATP augmentent l'activation dépendante du calcium du RyR1, se manifestant 

par une augmentation de la probabilité d'ouverture du canal. L'ATP se lie à des sites spécifiques 

sur le RyR1, et des mutations dans ces sites de liaison peuvent affecter la capacité de l'ATP à 

activer le canal. Par exemple, la mutation de résidus qui interagissent avec l'anneau adénine de 

l'ATP peut réduire ou abolir la liaison de l'ATP au canal, tandis que la mutation de résidus qui 

interagissent avec la queue triphosphate de l'ATP peut affecter le degré d'activation (Yuan et 

al., 2021). 

c) Les protéines modulatrices de RyR1 

La protéine RyR1 interagit avec plusieurs protéines régulatrices qui jouent un rôle crucial dans 

la régulation de la libération de calcium et le fonctionnement du canal calcique. Parmi ces 

protéines, on trouve la calmoduline, la calséquestrine, la FKBP12, la triadine et la junctine.  

La calmoduline 

La calmoduline (CaM) est une petite protéine de liaison au calcium qui joue un rôle crucial 

dans la régulation du récepteur de la ryanodine 1 (RyR1) dans les muscles squelettiques. La 

CaM interagit avec le récepteur RyR1, par les domaines N-terminal (NTD) et SPRY1/3, dans 

le muscle squelettique de plusieurs manières. Des études ont montré que la CaM se lie à un site 

par sous-unité de RyR1 (4 par tétramère) et protège RyR1 du clivage protéolytique. De plus, 

la CaM a été démontrée pour moduler l'activité de RyR1 de manière complexe, avec des effets 
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inhibiteurs à des concentrations de Ca2+ nanomolaires et des effets activateurs à des 

concentrations de Ca2+ micromolaires (Prosser et al., 2011). La liaison de CaM à RyR1 peut 

induire des changements de conformation dans le canal, ce qui peut affecter sa fonction. De 

plus, la liaison de la CaM à RyR1 peut être influencée par des facteurs tels que l'oxydation 

(Rodney et al., 2000). 

FKBP12 (FK506-binding proteins 12) 

FKBP (protéine de liaison au FK506) est une famille de protéines connues pour interagir avec 

le récepteur de la ryanodine (RyR1) et moduler son activité. Plus précisément, FKBP12, un 

membre de la famille FKBP, a été montré jouer un rôle crucial dans la stabilisation du complexe 

du canal RyR1. Cette interaction est importante pour réguler la libération de calcium du 

réticulum sarcoplasmique et est impliquée dans divers troubles musculaires, y compris 

l'hyperthermie maligne et les dystrophies musculaires (Hernández-Ochoa et al., 2016). 

FKBP12 est une protéine qui a été montrée pour stabiliser l'état fermé de RyR1, empêchant 

ainsi les fuites de calcium du réticulum sarcoplasmique (Gong et al., 2021).  

L'interaction FKBP12-RyR1 a été une cible de thérapies pharmacologiques. Des petites 

molécules appelées "Rycals" ont été développées pour stabiliser l'interaction FKBP12-RyR1, 

réduisant ainsi les fuites de calcium et améliorant la contractilité musculaire dans des études 

précliniques (Hernández-Ochoa et al., 2016).  

Calséquestrine 

La calséquestrine (CASQ) est une protéine majeure de tamponnage du calcium intracellulaire 

située dans le réticulum sarcoplasmique (RS). Il existe deux gènes codant pour la CASQ : la 

CASQ de type 1 (CASQ1) exprimée dans le muscle squelettique et la CASQ de type 2 (CASQ2) 

exprimée dans le muscle cardiaque et à des niveaux faibles dans le muscle squelettique à 

contraction lente. En plus de sa fonction de tamponnage du calcium, la CASQ forme des 

oligomères dans la lumière du RS et interagit avec les protéines d'ancrage du récepteur de la 

ryanodine (RyR), junctine et triadine, intégrées dans la membrane du RS. Ensemble, ces trois 

protéines semblent réguler l'activité des RyR. Les détails moléculaires sous-jacents à ces 

interactions n'ont pas encore été élucidés, que ce soit dans le muscle squelettique ou cardiaque. 
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En outre, la CASQ1 et la CASQ2 semblent avoir des propriétés spécifiques à chaque isoforme 

dans le muscle squelettique et cardiaque, affectant l'activation des RyR. En résumé, la 

calséquestrine joue un rôle crucial dans le tamponnage du calcium intracellulaire et la 

régulation de l'activité des récepteurs de la ryanodine dans les muscles squelettique et cardiaque 

(Lanner et al., 2010). Des variants de CASQ1 ont été identifiés chez des personnes atteintes 

d'hyperthermie maligne peranesthésique (HM) (Protasi et al., 2009).  

Triadine/junctine 

Triadine et junctine sont des protéines qui interagissent avec le récepteur de la ryanodine 

(RyR1) et jouent un rôle essentiel dans la régulation de la libération de calcium dans le muscle 

squelettique. Triadine et junctine s'insèrent tous deux dans la membrane du réticulum 

sarcoplasmique (RS) et ont de courts domaines cytoplasmiques qui interagissent avec le "pied" 

cytoplasmique de RyR1. Dans la lumière du RS, leurs longs domaines C-terminaux se lient à 

la calséquestrine (CASQ1) et au domaine luminal de RyR1. Ces interactions influencent 

l'activité de RyR1 et modulent la libération de calcium pendant la contraction musculaire. 

Triadine et junctine ont été trouvées pour avoir un impact sur la structure du réticulum 

sarcoplasmique et l'organisation des microtubules, et elles peuvent former des polymères qui 

peuvent déformer la membrane du RS pour rapprocher RyR1 du DHPR. Des mutations ou des 

knock-out de triadine et junctine ont été associés à des myopathies, indiquant leurs rôles 

essentiels dans le maintien d'une fonction musculaire normale. La junctine et la triadine 

interagissent avec la calséquestrine maintenant le calcium à proximité du canal RyR1 

(Dulhunty et al., 2017). 

Stac3 

Le gène STAC3 de 7 736 pb sur le chromosome 12q13.3 code pour la protéine adaptatrice 

Stac3. Les domaines fonctionnels de la protéine comprennent un domaine riche en cystéine C1 

similaire à la protéine kinase C (PKC C1) et deux domaines d’homologie Src 3, SH3 (SH3_1 

et SH3_2), situés à l'extrémité C-terminale, collectivement appelés les domaines SH3 en 

tandem. Ces domaines SH3 ont été identifiés comme étant cruciaux pour les interactions de la 

protéine avec la boucle entre les domaines répétés homologues II-III de Cav1.1 dans le muscle 

squelettique. Les résidus d'acides aminés glutamate-thréonine-leucine (ETL) de la région C1 
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sont aussi essentiels dans cette interaction. La séquence C-terminale du Cav1.1 impliquée dans 

l'interaction avec Stac3 est un peptide de 30 acides aminés, également appelé peptide C3, situé 

entre les résidus 735 et 765 de la boucle II-III de Cav1.1 (Campiglio and Flucher, 2017; 

Shishmarev et al., 2022).   

Stac3 joue un rôle direct dans le couplage conformationnel entre Cav1.1 et RyR1, ce qui est 

crucial pour le couplage excitation-contraction (EC) mais également dans la stabilité 

membranaire de Cav1.1. La conséquence d’une invalidation du gène STAC3 est une diminution 

significative du couplage EC et de la libération de Ca2+ (Polster et al., 2016).  

Stac3 est aussi impliqué dans la modulation des propriétés des courants calciques de type L 

(LTCC) générés par le canal calcique Cav1.1. L’altération de l’interaction entre Stac3 et Cav1.1 

par la mutation des résidus ETL en AAA (Alanine) du domaine C1 entraîne une réduction 

significative de l'amplitude des courants calciques et une accélération des cinétiques 

d'activation et d'inactivation des courants Cav1.1. Ces résultats suggèrent que Stac3 détermine 

les cinétiques lentes des courants calciques de Cav1.1 et inhibe spécifiquement l'inactivation 

dépendante du voltage (VDI) des courants calciques de Cav1.1 (Tuinte et al., 2022).  

 Des mutations du gène STAC3 ont été associées à la myopathie des natifs amérindiens (NAM). 

La myopathie amérindienne est une maladie génétique autosomique récessive rare, 

précédemment observée chez les indiens Lumbee, caractérisée par une faiblesse musculaire 

congénitale, une hypotonie, un visage myopathique, un palais fendu, une petite taille, une 

scoliose et une susceptibilité à l'hyperthermie maligne. Les patients atteints de NAM présentent 

un risque relativement élevé d'hyperthermie maligne peranesthésique s'ils sont exposés à une 

anesthésie halogénée déclenchante, avec un taux de mortalité de 21% pendant la période 

néonatale et un taux de mortalité global de 36% principalement attribuable à l'hyperthermie 

maligne peranesthésique (Grzybowski et al., 2017; Telegrafi et al., 2017). La mutation associée 

à la myopathie amérindienne est une mutation homozygote c.851G>C (p.Trp284Ser) dans le 

domaine SH3_1 de Stac3 initialement identifiée chez les Lumbee (Zaharieva et al., 2018). Des 

cas impliquant des patients non amérindiens ont été signalés avec des mutations hétérozygotes 

composées dans le gène STAC3 (c.862A>T et c.432+4A>T), (c.851G>C et 

c.763_766delCTCT) et (c.997-1G>T et c.851G>C ) (Grzybowski et al., 2017; Telegrafi et al., 
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2017; Zaharieva et al., 2018). Ces mutations ont pour conséquence l’altération du couplage EC 

avec une réduction de la libération de Ca2+ par le canal RyR1.  

d) Pathologies 

Les mutations du gène RYR1 sont associées à plusieurs implications dans les pathologies 

musculaires. Elles sont liées à deux classes de pathologies : celles déclenchées par des stimuli 

externes et les myopathies congénitales. Ces dernières comprennent la myopathie à cores (cores 

centraux (CCD), multiminicore (MmD)), la myopathie centronucléaire (CNM), la myopathie 

à bâtonnets et la disproportion congénitale des types de fibres (CFTD). Celles déclenchées par 

des stimuli externes concernent l’hyperthermie maligne ou encore la rhabdomyolyse d’effort. 

Les mécanismes pathophysiologiques associés à ces mutations comprennent des altérations de 

la fonction de RyR1, telles que les gains de fonction et les pertes de fonction, ainsi que des 

réductions de la quantité de RyR1 exprimée dans la membrane du réticulum sarcoplasmique. 

Ces mutations peuvent également entraîner une altération du couplage excitation-contraction 

(ECC) et une dérégulation de la libération calcique, ce qui conduit à une faiblesse musculaire. 

En outre, les mutations de RyR1 peuvent également avoir un impact sur la fonction neuronale. 

(Weiss and Koschak, 2014). 

III. Les pathologies du Complexe de Relâchement du Calcium 

A. Les myopathies  

Les myopathies du complexe de relâchement du calcium (CRC) dans le muscle squelettique 

sont liées à des défauts dans les voies de signalisation et la régulation du calcium intracellulaire, 

essentielles à la contraction et à la relaxation musculaire. Bien que l'on puisse identifier un 

grand nombre de conditions impliquant un défaut dans le métabolisme du calcium musculaire, 

voici une liste des principales myopathies directement liées aux altérations du complexe de 

relâchement du calcium (Tableau 4) :  

- Myopathies congénitales liées au récepteur de la ryanodine 1 (RyR1) : 

 Myopathie centronucléaire (CNM) : La myopathie centronucléaire est une maladie 

musculaire héréditaire rare caractérisée par des noyaux placés en rangées dans la partie centrale 

des fibres musculaires. Elle se présente sous trois formes principales selon le mode d'hérédité 
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et la présentation clinique : récessive liée à l'X, autosomique récessive et sporadique. Les 

patients atteints présentent une faiblesse musculaire distale des membres supérieurs et 

inférieurs. La maladie évolue lentement et peut être associée à une altération cognitive, une 

polyneuropathie axonale et une ophtalmoparésie. D’autres mutations sur les gènes DNM2, 

BIN1, RYR1 et MTM1 ont été identifiées comme des causes possibles de la myopathie 

centronucléaire (Echaniz-Laguna et al., 2013). 

 Myopathie multiminicores (MmD) : La MmD, ou maladie multiminicore, est un type de 

myopathie centrale caractérisée par la présence de multiples petits cores au sein des fibres 

musculaires, qui sont des zones dépourvues d'activité oxydative. Elle est principalement causée 

par des mutations dans le gène de la sélénoprotéine (SEPN1), impliquée dans la régulation du 

stress oxydatif et nitrosatif dans les cellules musculaires, et est généralement transmise comme 

un trait autosomique récessif. Les cores dans la MmD sont plus petits et multiples, s'étendent 

le long d'une portion limitée de la fibre musculaire. Le spectre phénotypique de la MmD est 

assez diversifié, et elle peut être associée à une insuffisance respiratoire, une scoliose et une 

hyperlaxité articulaire distale chez les patients adultes.  
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Tableau 4 : Les pathologies du complexe de relâchement du calcium 
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De plus, les patients atteints de MmD peuvent être susceptibles à l'hyperthermie maligne, ce 

qui est d'une grande importance clinique (Papadimas et al., 2020). 

 Myopathie à cores centraux (CCD) : La maladie du noyau central (CCD) est une maladie 

musculaire caractérisée par une hypotonie congénitale, un développement moteur retardé dans 

l'enfance et une progression progressive vers une faiblesse des muscles proximaux des jambes. 

Elle est associée à des présentations histologiques telles que des "noyaux" sans activités 

oxydatives et phosphorylantes dans la partie centrale de la fibre musculaire.  

De plus, des mutations dans d'autres gènes tels que SEPN1 et MTM1 peuvent également être 

associées au CCD. Les mécanismes pathophysiologiques des myopathies centronucléaires, y 

compris la CCD, sont complexes et impliquent des mutations dans divers gènes codant pour la 

myotubularine (MTM1), la dynamine (DNM2), l'amphiphysine 2 (BIN1) et RyR1 (Marty and 

Fauré, 2016). 

 Myopathie avec susceptibilité à l'hyperthermie maligne peranesthésique (MH) discutée plus 

amplement dans les chapitres suivants.  

- Myopathies associées aux défauts de la calséquestrine (CASQ1) : Myopathie 

vacuolaire à dépôts de calséquestrine liée à la mutation spécifique p.(Asp244Gly) sur le gène 

codant pour la calséquestrine 1 (CASQ1). Cette mutation chez la souris, similaire à une 

mutation humaine liée à la même maladie, entraîne une myopathie progressive caractérisée par 

une activité réduite, une force musculaire diminuée et un faible poids corporel après un an. La 

mutation provoque une dissociation partielle du CASQ1 du réticulum sarcoplasmique (RS) et 

son accumulation dans le réticulum endoplasmique (RE), réduisant la libération de Ca2+ du RS. 

Les souris âgées portant la mutation montrent un stress, une expansion du RE, une signalisation 

mTOR augmentée, une élimination inadéquate des protéines agrégées par les protéasomes, et 

une augmentation des agrégats protéiques et des lysosomes. L'étude suggère que la myopathie 

associée à la mutation est causée par une altération de la localisation du CASQ1, une libération 

réduite de Ca2+ du RS, le mauvais repliement/agrégation du CASQ1 et le stress dans l’RE. 

L'augmentation non contrôlée de la synthèse des protéines et la diminution de la clairance des 

agrégats contribueraient à la progression de la maladie (Hanna et al., 2021). 
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- Myopathies liées aux canaux calciques voltage-dépendants (Cav1.1) : Myopathie 

hypokaliémique périodique (hypoPP).  

L’hypoPP est à 60 % liée à des mutations sur CACNA1S (Cav1.1) (hypoPP1) et 20 % à des 

mutations des canaux sodiques voltage-dépendants Nav1.4 (hypoPP2). Chez les sujets 

HypoPP, les fibres musculaires montrent une dépolarisation prolongée paradoxale à l’état de 

repos due à un taux faible de potassium K+ extracellulaire, entrainant l’inexcitabilité 

membranaire et l’inactivation des canaux sodiques. Les mutations sur CACNA1S sont 

majoritairement localisées sur le segment S4 des domaines II, III et IV avec substitution de la 

première ou seconde arginine par une histidine, sérine ou glycine. Cela entraine la création 

d’un canal accessoire et une fuite d’ions cationiques inactivant les canaux sodiques. Sur des 

fibres provenant d'un modèle murin d'HypoPP1 porteur de la mutation p.(Arg528His) sur 

Cav1.1, il a été observé un faible courant cationique anormal entrant au potentiel de repos 

(Allard, 2018; Zamponi et al., 2015). 

- Myopathies liées à d'autres protéines du complexe de relâchement du calcium : 

Myopathies avec défauts dans les protéines associées au RyR1, telles que les protéines de 

liaison, la triadine et à la junctine, ou encore Stac3 qui peuvent affecter indirectement 

l’homéostasie et le métabolisme calcique. Ainsi, par exemple les gènes tels que STIM1, ORAI1 

et STAC3 sont impliqués dans la myopathie tubulaire agrégée (MTA), une maladie 

neuromusculaire rare caractérisée par l'accumulation de structures tubulaires anormales dans 

les fibres musculaires. Elle se présente cliniquement par une faiblesse musculaire progressive, 

qui peut varier en termes de sévérité et de muscles affectés. La myopathie tubulaire agrégée 

peut être diagnostiquée à tout âge, de la naissance à l'âge adulte (Marty and Fauré, 2016).   

Il est important de noter que les symptômes et les manifestations de ces myopathies peuvent 

varier considérablement en termes de gravité et en présentation clinique, même parmi les 

individus atteints de mutations dans le même gène. De plus, les mécanismes précis par lesquels 

ces mutations affectent le relâchement du calcium et conduisent à des myopathies ne sont pas 

toujours bien compris, et la recherche est en cours pour mieux comprendre ces troubles et pour 

développer des traitements efficaces. 
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B. Les pathologies déclenchées  

 La thermorégulation 

La thermorégulation est le processus par lequel les organismes maintiennent une température 

corporelle interne relativement constante. Elle est essentielle à la survie et implique des 

mécanismes complexes qui contrôlent la production de chaleur (thermogenèse) et les pertes de 

chaleur (thermolyse). Les humains et les autres mammifères sont endothermes, ce qui signifie 

qu'ils utilisent la thermorégulation pour maintenir une température interne constante même 

lorsque l'environnement extérieur change (Appenzeller, J. Lamotte, A. Coon, 2022). La 

thermorégulation permet le maintien d’un équilibre entre la thermolyse et la thermogenèse. 

La thermolyse est l’ensemble des mécanismes permettant de dissiper la chaleur par 

rayonnement, conduction, convection et évaporation (Figure 7). La thermogenèse tient surtout 

de l’accélération du métabolisme cellulaire comme pendant un exercice physique ou la 

résultante de l’exposition à certaines molécules chimiques telles que l’alcool ou à des micro-

organismes. Mais aussi cela peut être la conséquence de l’environnement dans lequel le corps 

se trouve comme durant les périodes de fortes chaleurs. Dans un contexte normal, de cet 

équilibre résulte la température centrale du corps, 37°C, mais en situation pathologique la 

rupture de cette balance mène aux hyperthermies dites déclenchées ou les maladies liées à la 

chaleur. 

Le centre de thermorégulation hypothalamique, situé dans la zone pré-optique, gère la 

température centrale et sert de thermostat du corps. Les thermocenseurs, constitués en majeure 

partie par les canaux à potentiel récepteur transitoire (TRP), informent la zone pré-optique de 

l'hypothalamus, qui active ensuite les mécanismes de régulation pour augmenter ou diminuer 

la température corporelle et la ramener à la ligne de base qui est entre 36.7°C et 37.5°C. 

(Bouchama et al., 2022; Osilla et al., 2023).  

La thermorégulation implique l'activation de canaux spécifiques dans la voie 

thermosensorielle. Les canaux TRP, tels que TRPV1, TRPM8 et TRPA1, sont connus pour être 

activés par les changements de température et donc jouent un rôle dans la détection des stimuli 

chauds et froids (Bouchama et al., 2022). 
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Figure 7 : Principes fondamentaux de la thermorégulation. La chaleur métabolique est transférée vers la circulation 

systémique puis vers la peau où elle est dissipée vers l’environnement par les mécanismes de conduction, convection, 

radiation et/ou l’évaporation. Les pertes par conduction sont négligeables. Convection : La chaleur est transférée de la 

peau (Tpeau) à l'air (TAir), et ce processus est modifié par la vitesse du vent. Évaporation : La perte de chaleur se fait par 

évaporation, où la pression de vapeur de la peau (Ppeau) est supérieure à celle de l'air (PAir). Radiation : La chaleur est 

également perdue par rayonnement de la peau (Tpeau) vers l'environnement (Trayon). Lorsque les TAir et Trayon excèdent 

la température au niveau de la peau Tpeau, ces mécanismes peuvent être des sources de gain de chaleur (adaptée de 

Bouchama et al., 2022).  

Le TRPV1 est activé par la chaleur, seuil d’activation à 42°C, et contribue à la sensation de 

chaleur, tandis que le TRPM8 est activé par le froid, vers 5°C, et contribue à la sensation de 

fraîcheur. Le TRPA1 est activé par des stimuli chauds et froids et participe à la détection des 

températures nocives. D'autres canaux, tels que les canaux sodiques voltage-dépendants et les 

canaux potassiques, peuvent également jouer un rôle dans la thermorégulation (Nakamura, 

2011; Nakamura and Morrison, 2008).  

Le circuit de la thermorégulation se compose donc de la moelle épinière, du système cortical 

somatosensoriel, le thalamus et l’aire pré-optique de l’hypothalamus (Bouchama et al., 2022). 

Chez l'homme, la thermorégulation est un processus physiologique complexe qui implique des 

mécanismes réflexes et comportementaux.  
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La thermorégulation comportementale, quant à elle, repose sur des décisions volontaires et 

implique la perception du confort thermique, et les décisions de l'individu de gagner ou de 

perdre de la chaleur (Dávila, 2014). Les réponses thermorégulatrices varient pour conserver ou 

dissiper la chaleur dans divers environnements, tels que les environnements froids, thermo-

neutres et chauds (Charkoudian, 2016). Cette réponse passe par le cortex somatosensoriel 

primaire suite à la détection de la température périphérique (Figure 8) (Bouchama et al., 2022). 

La thermorégulation réflexe ou autonome utilise des thermorécepteurs pour détecter la 

température centrale du corps et échappe au contrôle volontaire. L'aire pré-optique 

hypothalamique intègre les informations et envoie des signaux aux effecteurs pour conserver 

ou dissiper l'énergie thermique. Cette réponse consiste à augmenter le flux sanguin vers la peau 

avec une vasodilatation des vaisseaux permettant les échanges avec l’environnement, une 

augmentation du débit cardiaque et l’initiation de la sudation par le système cholinergique 

(Bouchama et al., 2022; Osilla et al., 2023) (Figure 8).  

Les échanges de la peau avec l’environnement se font par rayonnement (transfert d'énergie 

thermique par rayonnement électromagnétique entre le corps et son environnement, dont on a 

au premier plan le rayonnement solaire), conduction (l’échange thermique qui s’opère entre 

deux corps en contact physique statique), convection (transfert d'énergie thermique par le 

mouvement de fluides tels que l'air ou l'eau) et évaporation (mécanisme en lien avec la 

sudation). Environ, 60 % de la perte totale de chaleur corporelle est fait par le biais du 

rayonnement, 15% par convection en état de sédentarité (Lim, 2020; Osilla et al., 2023). 

La sudation est un mécanisme important de perte de chaleur, soit 80% de la dissipation de la 

chaleur lors d’un exercice physique. Les glandes sudoripares produisent de la sueur et la 

libèrent à la surface de la peau lorsque la température corporelle augmente. La sueur se refroidit 

au fur et à mesure qu'elle s'évapore, absorbant la chaleur du corps. Il est important de noter 

néanmoins que c’est un échange unidirectionnel, mais surtout qui dépend du taux d’humidité 

environnant. Ainsi, une humidité trop élevée ne permet que très peu de dissipation de chaleur. 

Lors d’un exercice physique prolongé, cette perte de fluide pouvant atteindre 3.5 L/h et si elle 

n’est pas compensée peut aboutir à une réduction du débit cardiaque entrainant une réduction 
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de la sudation (Appenzeller, J. Lamotte, A. Coon, 2022; Lim, 2020; Lim et al., 2008).

 

Figure 8 : Mécanisme de régulation de la température centrale au cours d’un stress thermique induit par 

l’exercice ou l’exposition à la chaleur. Les thermorécepteurs, TRP, perçoivent l’augmentation de la température au 
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niveau de la peau, central et des muscles. L’information est acheminée pour la température périphérique vers le cortex 

somatosensoriel via le thalamus, ce qui régule une réponse consciente comportementale. Les modifications thermiques 

internes via l’air pré-optique de l’hypothalamus déclenchent une réponse autonome en deux temps, activation du 

système nerveux sympathique avec vasodilatation cutanée et activation de la voie cholinergique avec la sudation. Les 

éléments comme l’exercice physique intense dans un environnement chaud et humide, les comorbidités ou encore la 

prise de médicaments ou stimulants peuvent être des facteurs pouvant déréguler ces mécanismes (Bouchama et al., 

2022).  

 

Un effort physique soutenu peut augmenter le taux métabolique d’au moins 10 fois le taux 

basal. Ainsi, une augmentation de la thermogenèse métabolique enclenche les mécanismes 

cités ci-dessus. L’activation des fibres cholinergiques sympathiques permet d’augmenter la 

sudation. L’inhibition de l'activité sympathique dans les vaisseaux sanguins cutanés, entraîne 

une dérivation du sang vers la peau et une augmentation de la perte de chaleur par convection, 

conduction et rayonnement. On note également une augmentation du débit cardiaque 

permettant de compenser les besoins en oxygène du muscle squelettique (Bouchama et al., 

2022; Lim, 2020). Lors d’un exercice physique, la température centrale peut augmenter de 3-

4°C et atteindre 40.01 à 40.08°C (Appenzeller, J. Lamotte, A. Coon, 2022; Bouchama et al., 

2022; Lim, 2020; Lim et al., 2008). Au-delà de ce seuil critique, la diminution de la libération 

de catécholamines et d'hormones thyroïdiennes, entraine une réduction du taux métabolique et 

de la production de chaleur. Les changements comportementaux tels que la réduction des 

mouvements et de l'appétit complètent les mécanismes de thermolyse. Néanmoins, des 

températures de plus de 41.7°C ont déjà été rapportées chez des athlètes entrainés sans 

séquelles (Byrne et al., 2006), ce qui peut tendre à montrer que chez les patients 

hyperthermiques, existent des facteurs de risques ou prédisposant à la rupture de la balance de 

thermorégulation.   

Facteurs de déséquilibre de la balance thermorégulatrice : 

Les facteurs de risques pourraient être divisés en deux groupes. Des risques intrinsèques au 

rang desquels on pourrait citer (Bouchama et al., 2022): 

• Un manque d’acclimatation : Une adaptation insuffisante aux environnements chauds, 

telle qu’une exposition inadéquate à la chaleur ou un manque d’adaptation progressive, 

peut augmenter la susceptibilité à l’hyperthermie d’effort (HE).   
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• Une mauvaise condition physique : Les personnes ayant un faible niveau de capacité 

aérobique ou celles qui ne sont pas habituées à faire de l’exercice régulièrement 

peuvent être plus à risque de développer une hyperthermie lors d’un effort physique 

intense.   

• Une hydratation inadéquate : La déshydratation et les déséquilibres électrolytiques, en 

particulier le sodium et le potassium, peuvent nuire à la thermorégulation et augmenter 

le risque d’hyperthermie.   

• La présence de lésions musculaires induites par l’exercice avant une séance de sport 

intense semble aussi être un facteur de risque. L’inflammation qui en découle altère la 

thermorégulation avec la libération de cytokines entrainant la libération de 

prostaglandine PGE2 qui au niveau de l’hypothalamus participent à la pyrexie (Li et al., 

2021). Fortes et al., 2013 montre que des sujets, avec une lésion musculaire par exercice 

excentrique provoquée 2h et 7h avant une activité de type course à pieds de 50 min à 

33°C 50% d’humidité, ont une température rectale significativement plus élevée que 

des sujets contrôles.   

• Conditions médicales sous-jacentes : Les conditions médicales préexistantes, telles que 

les maladies cardiovasculaires, les troubles respiratoires et les affections métaboliques, 

sont aussi des facteurs de risque.  

• Repos et récupération inadéquats : Un repos insuffisant entre des séances d’exercice 

intenses ou un temps de récupération insuffisant peuvent contribuer au développement 

de l’HE (Bouchama et al., 2022). 

• Le risque génétique a aussi été établi avec la découverte chez des patients HE de 

mutations sur des gènes tels que TRPV1, ASPH et RYR1 pouvant avoir un rôle potentiel 

dans la survenue de la maladie (Bosson et al., 2020; Bouchama et al., 2022). Ce point 

sera plus largement détaillé.  

Il existe aussi des facteurs dits extrinsèques (Bouchama et al., 2022) :  

• Conditions environnementales : L’exercice dans des environnements chauds et humides 

augmente le risque d’HE. Une température ambiante élevée, une humidité élevée et un 

manque de ventilation adéquate contribuent à l’accumulation de chaleur dans le corps. 
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C’est d’autant plus effectif avec des vêtements et équipement inadéquats. Le port de 

vêtements excessifs ou l’utilisation d’un équipement de protection qui entrave la 

dissipation de la chaleur peuvent augmenter le risque d’HE pendant l’activité physique. 

Néanmoins des cas d’hyperthermie d’effort se sont produit lors de course avec un climat 

tempéré (Smith et al., 2016).  

•  Certains médicaments et substances : Certains médicaments, tels que les diurétiques et 

les stimulants, peuvent affecter l’équilibre hydrique et la thermorégulation, ce qui peut 

augmenter le risque d’HE. De plus, la consommation de drogues illicites, telles que les 

amphétamines ou la cocaïne, peut exacerber davantage le risque. 

 

 Les pathologies en lien avec un défaut de la thermorégulation   

Les hyperthermies englobent un large éventail de maladies dont les mécanismes 

physiopathologiques peuvent être similaires mais qui ont des étiologies différentes. 

Les hyperthermies dites déclenchées sont ainsi appelées car nécessitant un évènement ou 

élément déclencheur. Ainsi, dans ce groupe on a l’hyperthermie dite d’effort (HE) car survient 

durant ou après un exercice physique intense et prolongé. Elle concerne une population jeune, 

en relative bonne santé et souvent entrainée (DeHan et al., 2023).  

On peut aussi citer l’hyperthermie maligne peranesthésique, déclenchée par l’exposition à des 

anesthésiques halogénés tels que l’halothane, l’isoflurane, le desflurane ou encore la 

sévoflurane. C’est une maladie génétique autosomique dominante avec des mutations trouvées 

sur des gènes, RYR1 à 70%, impliqués dans l’homéostasie calcique dans le muscle squelettique 

(Endo et al., 2022). 

Pour les autres formes d’hyperthermie, il y a le coup de chaleur dit classique ou insolation, 

forme la plus connue d’hyperthermie. Il concerne surtout une population souvent fragilisée par 

une comorbidité  ou encore l’âge, les nourrissons, les personnes âgées et les très jeunes étant 

les plus concernés (Casa et al., 2010).  Elle survient surtout lors d’une exposition prolongée à 

de fortes chaleurs et reste un enjeu de santé publique avec le réchauffement climatique et la 

multiplication des épisodes caniculaires.  Ainsi, durant la vague de chaleur d’août 2003, on a 
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noté une surmortalité de 60% chez les populations déjà fragiles et vulnérables à la chaleur 

(Santé Publique France, 2004).  

Elle partage avec l’hyperthermie d’effort de nombreuses manifestations cliniques en commun, 

mais on peut noter des différences notables permettant de définir deux pathologies aux 

étiologies bien différentes (Orlando Laitano and Lisa R. Leon, 2019) (Tableau 5). 
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Tableau 5 : Comparatif entre le coup de chaleur classique et l’hyperthermie d’effort 
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 L’hyperthermie maligne peranesthésique 

a) Historique et définition 

L'histoire de l'hyperthermie maligne peranesthésique (HM) remonte au début du 20e siècle, 

lorsque des cas de fièvre inattendue pendant l'anesthésie ont été signalés. Les premiers cas 

documentés de HM ont été signalés en 1900, mettant en évidence le lien entre l'anesthésie et la 

fièvre. Dans les années 1910, les décès survenus pendant l'anesthésie générale ont été attribués 

à une susceptibilité héréditaire au chloroforme, qui a ensuite été reconnue comme les premiers 

exemples de HM. Ce n'est qu'en 1961 que l’HM a été identifiée comme une anomalie 

autosomique dominante. Dans les années 1960 et 1970, le test de contracture à la caféine et à 

l'halothane (IVCT) a été développé pour évaluer la sensibilité à l’HM, et le dantrolène sodique 

a été découvert comme un antidote efficace. D'autres recherches menées dans les années 1980 

ont révélé que les anomalies du récepteur de la ryanodine sont liées à l’HM dans de nombreuses 

familles. Depuis sa description initiale, l’HM a été reconnue comme une cause importante de 

décès liés à l'anesthésie et a fait l'objet d'études approfondies (Denborough, 1988; MacLennan 

and Britt, 1998; Rosenberg et al., 2015). 

L'hyperthermie maligne peranesthésique est une maladie génétique rare caractérisée par une 

réponse hypermétabolique à certains déclencheurs tels que les agents anesthésiques halogénés 

volatils et la succinylcholine. Il s'agit d'une maladie potentiellement mortelle qui peut être fatale 

si elle n'est pas rapidement détectée et traitée. Les symptômes de la HM incluent 

l'hyperthermie, l'augmentation du taux de dioxyde de carbone, la rigidité musculaire, l'acidose 

métabolique et les dysrythmies. La maladie est causée par une augmentation incontrôlée du 

calcium myoplasmique, qui déclenche des voies biochimiques associées à l'activation 

musculaire. La cause la plus fréquente d’HM est une mutation du gène du récepteur de la 

ryanodine 1 (RYR1). Le diagnostic d’HM peut être confirmé par le test de contracture à la 

caféine et à l'halothane (IVCT). Le traitement implique l'administration de dantrolène, qui a 

permis de réduire de manière significative les taux de mortalité. Une détection précoce et un 

traitement rapide sont essentiels pour prévenir les complications fatales (Lopez et al., 2018; 

Maclennan et al., 1990; Sagui et al., 2015a). 
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b) Epidémiologie 

L'incidence et la prévalence de l'hyperthermie maligne peranesthésique varient selon les 

populations et les régions géographiques. L'âge moyen des patients ayant des réactions 

d'hyperthermie maligne peranesthésique est de 18,3 ans, avec une incidence plus élevée chez 

les jeunes, en particulier chez les enfants de moins de 15 ans, qui représentent 52,1 % de toutes 

les réactions. Cependant, l'âge des patients ayant des réactions d'HM peut varier 

considérablement, allant de nouveau-nés à 78 ans.  L'incidence signalée d'une réaction HM 

varie de 1:250 000 à 1:10 000, avec une prévalence estimée de la sensibilité à l’HM entre 

1:2000 et 1:3000 (Rosenberg et al., 2015).  

La pénétrance de l'hyperthermie maligne peranesthésique varie en fonction des mutations 

diagnostiquées spécifiques du RYR1. L’étude de la pénétrance globale des mutations sur RYR1 

s'est révélée être de 40,6 %. Cependant, aucune différence statistique de pénétrance n'a été 

observée entre les différentes mutations. Les hommes avaient une pénétrance significativement 

plus élevée (50 %) que les femmes (29,7 %). Il a été démontré que l'âge et le type 

d'anesthésique influaient sur la sévérité de l'expression clinique de l’HM. Dans certains cas, la 

présence de deux allèles RYR1 mutés a semblé avoir un effet additif sur la restriction 

fonctionnelle du récepteur RyR1 et a entrainé une réponse plus forte lors du test de contracture 

in vitro (IVCT) et des signes cliniques plus sévères. La pénétrance des variants de RYR1 dans 

l’HM est complexe et peut impliquer d'autres facteurs génétiques ou environnementaux (Ibarra 

Moreno et al., 2019; Litman et al., 2018; Wolak et al., 2014). 

c) Signes cliniques et complications 

La crise d’HM peut survenir au décours d’une anesthésie générale, mais également en période 

post-opératoire. Les signes cliniques annonçant la survenue de la crise HM chez l'homme 

incluent une rigidité musculaire (en particulier un spasme du masséter), une hypercarbie 

(augmentation de la pression artérielle en CO2), une tachycardie, une tachypnée, l'augmentation 

de la demande en oxygène et une hyperthermie avec une élévation rapide de la température 

corporelle au-dessus de 41°C (Edjiu and Gutstein, 2023; Gregory and Weant, 2021).  

Les complications suite à une crise d'hyperthermie maligne peranesthésique peuvent être 

graves et potentiellement mortelles. L'hyperthermie non contrôlée peut entrainer une acidose 
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respiratoire et, dans la plupart des cas, une acidose métabolique due à une consommation rapide 

des réserves d'énergie et de l'ATP. Si elle n'est pas traitée, la mort cellulaire continue et la 

rhabdomyolyse entrainent une hyperkaliémie potentiellement mortelle, et la myoglobinurie 

peut conduire à une insuffisance rénale aiguë. D'autres complications potentiellement mortelles 

comprennent la coagulation intravasculaire disséminée (DIC), l'insuffisance cardiaque 

congestive et l'ischémie intestinale. En outre, lorsque la température corporelle dépasse environ 

41 °C, la DIC est la cause habituelle de décès. Il est essentiel de reconnaître rapidement les 

signes de l'HM et de surveiller en permanence la température centrale pour minimiser la 

morbidité et la mortalité associées (Rosenberg et al., 2015). 

d) Prise en charge et prévention 

La prise en charge et la prévention de l'hyperthermie maligne peranesthésique impliquent une 

détection rapide, un diagnostic précoce et un traitement immédiat. Le traitement de première 

intention pour une réponse à l’HM est le dantrolène. Parmi les autres considérations 

thérapeutiques, il y a la prise en charge des complications liées à une réponse 

hypermétabolique, telles que l'hyperkaliémie et les arythmies. La mortalité due à l’HM a 

diminué au fil des ans grâce à une meilleure compréhension de la maladie et sa prise en charge. 

L'identification et le traitement précoces sont essentiels pour une prise en charge efficace et 

pour réduire la morbidité et la mortalité des patients (Bahaidarah et al., 2023). 

e) Diagnostic 

Le test de contracture in vitro (IVCT) est le premier moyen de diagnostic mise en place dans 

cette pathologie dès les années 80. Le standard actuel pour tester la prédisposition à l'HM est 

le test de contracture in vitro, mais le test génétique est privilégié pour sa rapidité et son 

moindre fardeau pour les patients.  

Ce test mesure la force de contraction développée par des fibres musculaires, in vitro, soumises 

à des concentrations successives de caféine ou d’halothane. Ces deux composés permettent de 

déterminer la sensibilité du canal calcique RyR1 déterminant ainsi la susceptibilité à l’HM. Le 

test est positif au-delà d’une valeur seuil qui est 0.2 g-contraction pour l’exposition à la caféine 

(0.5 à 2mM) et de 0.5g-contraction pour l’halothane (2% V/V) (Tanwar et al., 2022). Selon les 

résultats, différents diagnostics sont possibles selon l’EHMG (groupe européen HM) : 
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• HMS (positif à la caféine et à l’halothane) 

• HMSc (positif à la caféine) 

• HMSh (positif à l’halothane) 

• HMN (négatif ou normal) 

Ce test a une spécificité de 93.6% mais des faux positifs sont aussi rapportés dus à la présence 

de myopathies sous-jacentes autres que le HM (Ording et al., 1997).  

Le diagnostic passe aussi par le screening systématique des gènes dont des mutations ont été 

associées à la survenue de l’HM.  

Le gène RYR1, situé sur le chromosome 19q13.1, présente plus de 400 variations, dont au moins 

66 sont liées à la HM (www.eHMg.org/diagnostic-mutations consulté le 22/04/2024). D'autre 

part, le gène CACNA1S codant pour la sous-unité canalaire, Cav1.1, du DHPR représente moins 

de 1% des mutations découvertes (Tanwar et al., 2022).  

Il existe des pathologies liées aux gènes cités ci-dessus qui confèrent une susceptibilité à l’HM. 

Ces maladies incluent les myopathies congénitales avec des noyaux centraux, les myopathies 

congénitales avec disproportion des fibres musculaires, le syndrome de King-Denborough, les 

myalgies d'effort et la rhabdomyolyse d’effort. Ces maladies sont souvent liées à des variants 

pathogènes du gène RYR1, qui est associé à la susceptibilité à l'hyperthermie maligne 

peranesthésique (Litman et al., 2018). 

f) Physiopathologie 

Agents déclencheurs 

Les agents déclencheurs de l'hyperthermie maligne peranesthésique (HM) comprennent les 

anesthésiques halogénés par inhalation tels que l'halothane, l'isoflurane, le sévoflurane et le 

desflurane. De plus, le relaxant musculaire succinylcholine est également un déclencheur de 

l'HM ainsi que des facteurs de stress tels que l'exercice intensif et la chaleur chez 

l'homme (Rosenberg et al., 2015; Tanwar et al., 2022).  

Les agents halogénés agissent en se liant aux récepteurs ryanodine sensibilisés (RyR1) dans le 

réticulum sarcoplasmique (RS) des cellules musculaires. Cette liaison entraîne une ouverture 

http://www.emhg.org/diagnostic-mutations
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prolongée des canaux RyR1, ce qui provoque une libération accrue de calcium du RS dans le 

cytosol. Cette libération de Ca2+ déclenche une cascade de réactions cellulaires entrainant une 

augmentation de la production de chaleur (Hopkins et al., 2018).  

La succinylcholine est un relaxant musculaire dépolarisant qui provoque une activation 

soutenue des récepteurs nicotiniques post-jonctionnels à l'acétylcholine au niveau de la 

jonction neuromusculaire. Cela entraîne une contraction musculaire normalement suivie d'une 

relaxation musculaire dans les 60 à 90 secondes, car la dépolarisation persistante empêche la 

génération ultérieure de potentiels d'action. Chez les patients susceptibles à l'hyperthermie 

maligne, la dépolarisation persistante induite par la succinylcholine entraîne une augmentation 

soutenue des ions calciums intracellulaires, ce qui conduit à une contracture prolongée, un 

spasme du masséter qui se résout généralement dans les 5 minutes, même en l'absence de 

traitement. Cependant, s'il dure plus de 2 minutes et entrave l'intubation endotrachéale, il est 

considéré comme anormal et est associé à une probabilité de 24 à 50 % de susceptibilité à l'HM 

(Hopkins et al., 2018).  

Mécanismes physiopathologiques 

L’HM est une dérégulation de la thermogenèse métabolique musculaire. C’est une maladie 

génétique avec des mutations autosomiques dominantes trouvées sur des gènes majeurs du 

couplage excitation-contraction, dont majoritairement RYR1, mais aussi CASQ1, STAC3 et 

CACNA1S (Lopez et al., 2018 ; Maclennan et al., 1990b). Ces mutations entraînent une 

sensibilité aux anesthésiques halogénés dont l’exposition entraine une libération exacerbée de 

calcium du réticulum vers le cytosol menant à une production importante de chaleur et une 

hyperthermie avec une température centrale supérieure à 41.5°C (Groom et al., 2011 ; Laitano 

et al., 2019a). Ainsi, l’HM est une altération du métabolisme calcique dans le muscle 

squelettique.  

En condition physiologique, la contraction musculaire est initiée lors de la transformation d’une 

impulsion électrique en action mécanique au niveau des triades formées d’une invagination du 

sarcolemme, le tubule T (tubule transverse), et deux citernes terminales du réticulum 

sarcoplasmique. Au niveau de ces triades, on trouve le complexe de libération du calcium CRC 

(Calcium Release Calcium) qui se compose, du côté du sarcolemme, d’un canal calcique 
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voltage-dépendant de type L, le récepteur aux dihydropyridines (DHPR), associé au canal 

RyR1 qui se trouve sur la membrane sarcoplasmique. A ces 2 canaux s’ajoutent des protéines 

régulatrices comme la calséquestrine, la triadine et la junctine. La libération d’acétylcholine 

par le motoneurone entraîne une dépolarisation de la cellulaire musculaire entrainant 

l’activation du DHPR qui change de conformation et mécaniquement induit l’activation et 

l’ouverture du canal RyR1 et la libération de calcium du réticulum vers le cytosol. Le calcium 

permet le déplacement des têtes de myosine sur l’actine permettant ainsi la contraction des 

muscles, c’est le couplage excitation-contraction. Le calcium est ensuite remis dans le 

réticulum par les pompes SERCA (SR/ER Ca2+-ATPase).  

Chez les sujets HM, il y a une anomalie du métabolisme calcique dans le muscle squelettique 

due à une altération du couplage excitation-contraction. Les signes et symptômes du HM sont 

liés à une libération incontrôlée de calcium intracellulaire par RyR1. Cette libération accrue 

d’ions calcium, entraine une activation anormale du métabolisme musculaire, de la respiration 

mitochondriale entrainant notamment une augmentation de la consommation d'oxygène, de la 

production de dioxyde de carbone, de l'hydrolyse de l'ATP et de la production de chaleur. La 

recapture du calcium libéré par la SERCA est insuffisante, ce qui entraîne une augmentation 

de la thermogenèse liée à l’hydrolyse d’ATP dans une tentative vaine de réduire le calcium 

intracellulaire. L’ensemble de ces processus mènent à une augmentation de la température 

corporelle au-delà de 41°C (Figure 9). La susceptibilité à la HM est causée principalement par 

une hypersensibilité du récepteur RyR1 (Tanwar et al., 2022). 

La déplétion en ATP entraîne un switch vers la glycolyse anaérobie et la production d’acide 

lactique, c’est l’acidose métabolique. Cette dernière et la contraction anormale des muscles 

entraînent une fragilité de la membrane cellulaire menant à la rhabdomyolyse et à la libération 

du contenu cellulaire dans le sang ce qui se traduit par une hyperkaliémie cardiotoxique, une 

augmentation de la créatine phosphokinase plasmatique (CPK), une myoglobinémie et aussi 

une myoglobinurie néphrotoxique (Rosenberg et al., 2015). 
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Figure 9 : Physiopathologie de l’hyperthermie maligne.  Une altération du couplage EC induite par une mutation 

sur un des acteurs de ce processus, entraîne une hypersensibilité du canal RyR1 qui exposé aux anesthésiques halogénés 

ou succinylcholine libère de façon excessive et incontrôlée du calcium vers le cytoplasme entraînant une contraction 

généralisée. La libération accrue de calcium entraîne aussi un emballement métabolique qui consomme et mène à une 

déplétion énergétique. Cela augmente la respiration mitochondriale qui avec la glycolyse mène à l’acidose métabolique 

cytotoxique. L’ensemble de ces évènements définissent un état hypermétabolique produisant de la chaleur qui en 

fragilisant la membrane des fibres musculaires entraine la rhabdomyolyse.   

g) Génétique 

Les bases génétiques de l’hyperthermie maligne peranesthésique sont aujourd’hui bien connues 

et impliquent principalement des mutations sur le gène RYR1 avec plus de 400 variants 

identifiés, dont au moins 34 sont associés à l’HM (Papapetrou and Ferguson, 2023). A la marge, 

d’autres gènes ont aussi été identifiés avec des mutations sur CACNA1S, codant le canal Cav1.1 

du DHPR mais aussi sur STAC3, TRPV1 et CASQ1.  
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RYR1 

- Prévalence  

Selon le groupe européen d’hyperthermie maligne, il y a 66 variants RYR1 HM utilisés en 

diagnostic (https://www.eHMg.org/diagnostic-mutations consulté le 23/04/2024) mais il y a 

d’autres référentiels. La prévalence des mutations RYR1 est estimée à moins de 25% chez les 

enfants (2 500/10 000) et à moins de 5% chez les adultes (2 500/50 000). Cette prévalence 

change chez les personnes ayant une suspicion de HM avec un IVCT positif passant à 60% 

(Ibarra Moreno et al., 2019). Ces chiffres sont basés sur l'hypothèse que la prévalence de ces 

mutations n'est pas différente chez les personnes recevant des anesthésiques par rapport aux 

témoins. Il est important de noter que la pénétrance réelle de cette mutation sera probablement 

beaucoup plus faible.  La pénétrance n'est pas de 100%, ce qui signifie que tous les individus 

porteurs de mutations RYR1 ne développeront pas nécessairement d'hyperthermie maligne.  

- Nature et localisation  

Les variants pathogènes de RYR1 associés à l'HM comprennent des mutations ponctuelles, des 

délétions, des insertions et d'autres types de variants génétiques qui peuvent affecter la fonction 

du canal de libération du calcium. Ces mutations peuvent être de nature hétérozygote ou 

homozygote. Elles peuvent être classées en deux grandes catégories : les variants gain-de-

fonction qui augmentent l'activité du canal, et les variants perte de fonction qui réduisent ou 

altèrent l'activité du canal.  

Les mutations dans RYR1 sont réparties sur l'ensemble du gène mais certaines régions, appelées 

"hot spots", présentent une densité plus élevée de mutations pathogènes. Ces "hot spots" 

correspondent souvent à des domaines fonctionnels importants du canal de la ryanodine, tels 

que les régions impliquées dans la liaison avec la FKBP12, la régulation par le magnésium et 

l'ATP, la transduction du signal, ou encore dans les régions qui influencent la conformation du 

canal. Les mutations sont souvent situées dans les trois régions transmembranaires C-

terminales du récepteur, qui sont essentielles pour la fonction de conduction du canal. Ces 

régions clusters sont ainsi comme suit (Van Petegem, 2015) :  

https://www.emhg.org/diagnostic-mutations
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N-terminale du RyR1 : comprenant les 600 premiers acides aminés environ, contiennent des 

sites de liaison pour des cofacteurs et des protéines modulatrices.  

Région centrale du RyR1 : autour des acides aminés 2163 à 2458, est un autre hot spot connu. 

Cette région inclut le domaine de liaison à la FKBP12 (FK506-binding protein), une protéine 

stabilisatrice qui joue un rôle dans la régulation de l'ouverture du canal. 

C-terminale du RyR1 : La région C-terminale du récepteur (environ les 500 derniers acides 

aminés) contient les régions transmembranaires et les sites formant le canal. Des mutations 

dans cette zone sont fortement associées à l'HM et peuvent causer une augmentation de la 

libération de calcium.  

- Effet pathogène des mutations sur RYR1 dans l’HM 

Les variants pathogènes du gène RYR1 ont des effets qui perturbent la régulation normale du 

calcium dans les cellules musculaires squelettiques. Voici comment ces variants peuvent 

conduire à une crise d'hyperthermie maligne peranesthésique : 

Beaucoup de variants pathogènes RYR1 sont des variants faux-sens ou délétion/insertion sans 

décalage du cadre de lecture. Ces mutations peuvent rendre le canal hypersensible aux 

déclencheurs normaux ou causer une ouverture spontanée du canal, menant à une libération 

excessive de calcium dans le cytoplasme des cellules musculaires. Chez les personnes ayant 

des variants pathogènes de RYR1, les agents anesthésiques volatils peuvent agir comme des 

déclencheurs, potentialisant l’hypersensibilité du canal muté en exacerbant la libération d’ions 

calcium du réticulum sarcoplasmique notamment en interférant avec l’effet inhibiteur du Mg2+ 

sur RyR1. Les mutations RYR1 peuvent affecter la capacité de la protéine à être régulée par ses 

protéines partenaires, par exemple, la protéine de liaison FKBP12. Elles peuvent perturber 

l'interaction entre RYR1 et ces protéines modulatrices, affectant ainsi la stabilité et la fonction 

du complexe protéique. Elles peuvent aussi perturber la conformation tri-dimensionnelle de la 

protéine due au fait que les parties C et N-terminales sont amenées à interagir. Ces mutations 

peuvent également affaiblir les interactions interdomaines, abaissant ainsi la barrière 

énergétique à l'ouverture du canal.  Ainsi, une répartition tout le long de la protéine des 
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mutations aboutit au même phénotype (Duke et al., 2006; Ibarra Moreno et al., 2020; Riazi et 

al., 2018). 

CACNA1S 

Le gène CACNA1S code pour la sous-unité Cav1.1 du canal calcique de type L voltage-

dépendant situé dans la membrane du sarcolemme des cellules musculaires squelettiques. Les 

mutations dans CACNA1S sont beaucoup moins fréquentes que celles dans RYR1, mais elles 

peuvent également conduire à l'hyperthermie maligne. Deux variants faux-sens sont reconnus 

comme pathogènes par l’EHMG (https://www.eHMg.org/diagnostic-mutations consulté le 

23/04/2024).  

Voici les domaines où les mutations associées à l'HM ont été identifiées dans CACNA1S : Les 

domaines de la protéine mutée sont le segment de détection de tension IS4, la boucle 

cytoplasmique reliant les domaines III et IV et le domaine extracellulaire IV S5-S6. Ces 

mutations peuvent abroger le courant de type L sans affecter le couplage EC, mais aussi 

favoriser l’activation de RyR1 ou altérer la fonction inhibitrice de cav1.1 sur RyR1, ce qui peut 

conduire à des réactions potentiellement mortelles lors de l'exposition à des anesthésiques 

volatils et/ou à la succinylcholine (Beam et al., 2017).   

STAC3 

Aucune mutation pathogène sur Stac3 en lien avec l’HM n’est, à ce jour, reconnue par 

l’EHMG. Néanmoins, Stac3 joue un rôle stabilisateur dans le couplage excitation – contraction 

comme adaptateur dans la liaison entre Cav1.1 et RyR1.  

Des cas historiques de susceptibilité à l’HM chez les amérindiens Lumbee ont été associés à 

un variant STAC3, avec des symptômes d’HM survenant lors de l'utilisation de l'halothane pour 

l'anesthésie. Des variants STAC3 ont été identifiés chez des individus de diverses origines 

présentant une myopathie congénitale et des symptômes d’HM. Cependant, en raison du 

manque d'informations cliniques et de tests contracture in vitro, l'implication des variants 

STAC3 dans la susceptibilité à la HM reste à démontrer.  

https://www.emhg.org/diagnostic-mutations
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Les variants, p.(Trp284Ser) et c.997-1G>T, de STAC3 ont été associés à une susceptibilité à 

l'hyperthermie maligne  lors de réactions anesthésiques. Les patients porteurs de ces variants 

ont présenté des réactions anesthésiques indésirables, avec des symptômes similaires à ceux de 

l'hyperthermie maligne peranesthésique. Cependant, il a été observé que les réactions à 

l'hyperthermie maligne associées aux variants de STAC3 se caractérisent par un début plus 

progressif des symptômes, une absence de myoglobinurie, une augmentation élevée des taux 

de CPK ou de potassium, et des résultats de laboratoire post-événement indiquent une 

dégradation musculaire moins significative que dans l'hyperthermie maligne peranesthésique  

(Zaharieva et al., 2018). 

Les autres gènes 

D’autres gènes, acteurs dans le complexe de relâchement du calcium ont été mis en évidence 

chez des personnes HM sans que le lien pathophysiologique ne soit établi. Ainsi, CASQ1 

codant la calséquestrine 1, son invalidation induit chez le modèle murin une sensibilité à la 

chaleur et aux anesthésiques halogénés (Protasi et al., 2009). D’autres gènes comme CACNB1, 

CASQ2, SERCA1, JSRP1, STIM1, ORAI1 et KCNA1 ont également été identifiés mutés chez 

des patients HM (Mestre et al., 2016; Rosenberg et al., 2015).  

Le canal calcique TRPV1, nocicepteur exprimé de façon ubiquitaire a également été mis en 

cause dans le HM. La mutation sur TRPV1 c.1836C>T; p.(Thr612Met) a été identifiée chez 

des patients HM avec une sensibilité au test in vitro positive. Les études de caractérisation 

fonctionnelle montrent une hypersensibilité à l’halothane des myotubes exprimant ce variant 

(Vanden Abeele et al., 2019). 

 L’hyperthermie d’effort 

a) Historique : De l’antiquité à aujourd’hui, à la quête d’une définition  

L’histoire des pathologies dues à un défaut de la thermorégulation est aussi ancienne que celle 

de l’humanité et est évoquée depuis des temps bibliques. Durant l’antiquité, plusieurs faits dans 

l’histoire des opérations militaires font référence à des cas d’hyperthermies. En 400 av. J.C., 

Hérodote décrivait comment les combats sous la chaleur, le poids des armures et la soif avaient 

terrassé les Spartes et les Athéniens à la bataille des Thermopyles. En 325 av. J.C. Alexandre 
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le Grand, faisant face à la fronde de ses soldats démoralisés d’être partis de chez eux depuis 

trop longtemps, fait une longue marche de retour dans le désert. Plutarque rapporta que parti 

avec 15 000 hommes, Alexandre arrivera qu’avec 5000 survivants à la place perse de Pura. 

Pour finir, on peut aussi citer en 24 av. J.C., l’expédition vers l’Arabie Heureuse, actuel Yémen, 

d’Aelus Gallus, préfet romain d’Egypte, qui perdit une large partie de ses légions dans le désert 

de Rub al-Khali, le plus vaste et chaud d’Arabie (Casa et al., 2010a).  

Jusqu’à pas si longtemps, les termes de coup de chaleur, syncope ou encore siriasis étaient 

utilisés pour définir sans distinction toutes les formes d’hyperthermie dont celle induite par 

l’effort physique. Ainsi, jusqu’à la première moitié du 20e siècle, la distinction n’est pas faite 

entre ces différentes conditions (Hubbard, 1979). Le terme « Heat stroke » ou coup de chaleur, 

est employé pour décrire aussi bien les cas chez les soldats pendant la guerre civile américaine 

ou durant la Seconde Guerre mondiale (Schickele, 1947) que pour parler de la surmortalité due 

à la canicule de Juillet 1916 à Chicago chez les personnes âgées (Gauss and Meyer, 1917). 

Bien que la description des signes cliniques chez les soldats américains durant la Seconde 

Guerre Mondiale correspond à ce qu’on sait aujourd’hui de l’hyperthermie d’effort (Malamud 

et al., 1946), la distinction n’est pas encore faite. Néanmoins, dès 1898, L. Westenra Sambon 

publie un papier où il essaie de différencier deux termes : La syncope dont la description qu’il 

en fait ressemble à l’HE et le siriasis, qui correspond au coup de chaleur dit classique (CC). Le 

terme siriasis faisant référence à l’étoile Sirius symbole des mois de forte chaleur où les 

insolations sont fréquentes (Knochal, 1975 ; Sambon, 1898).  C’est en 1935, que D.H.K Lee 

décrit pour la première fois différentes conditions physiologiques ou pathologiques liées à la « 

rupture de l’équilibre entre le corps et son environnement » en différenciant quatre états. Ainsi, 

il décrit (Lee, 1935) :  

L’hyperpyrexie : un état où la température centrale du corps dépasse des limites (42°C) 

où le maintien de la vie et le fonctionnement des organes vitaux sont très compromis. Il 

l’associe au terme de « True heat stroke ». Les causes ainsi décrites sont l’incapacité d’une 

sudation efficace (déshydratation, vêtement non adapté) ou la production de chaleur due à une 

infection, l’hyperthyroïdisme, l’alcoolisme ou encore l’effort physique. La description clinique 

qu’il en fait colle à la description actuelle de l’hyperthermie d’effort. Il décrit ainsi une atteinte 
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du système nerveux central se manifestant par de l’irritabilité, des nausées, de la stupeur ou 

encore une convulsion.   

Les trois autres conditions qu’il décrit sont l’insuffisance circulatoire, un déficit en 

électrolytes et la déshydratation sévère qui sont associés respectivement à l’épuisement dû à la 

chaleur, les crampes et la déshydratation.  

Mais c’est entre 1942-1943, l’étude conduite dans le désert californien, sur les troupes 

américaines en préparation pour la Seconde Guerre mondiale, met en évidence la relation entre 

l’effort physique et la survenue de l’hyperthermie (Mcardle, 1948). Le point culminant arrive 

en 2003 avec le livre « Les hyperthermies liées à l’effort » décrivant le diagnostic, les facteurs 

de prédisposition et de pronostique (Armstrong, 2003). Ainsi, l’hyperthermie d’effort est 

définie comme une maladie à part entière différente des autres états pathologiques liés à un 

défaut de thermorégulation.  

Pour ce qui est de la compréhension de la physiopathologie et l’étiologie de la survenue de la 

maladie, les premières hypothèses remontent à l’antiquité avec Hippocrate qui parlait de 

surchauffe du corps. Puis durant le 17 et le 19e siècle, l’hypothèse est toute autre, on croit qu’à 

l’inverse, c’est plutôt une transpiration excessive qui refroidirait les organes internes, on parle 

d’hypothermie paradoxale due à une exposition prolongée à la chaleur. Ainsi, les colons 

américains, pendant les périodes de forte chaleur, s’hydratent avec des spiritueux forts et 

mangent du piment dans le but de réchauffer les organes internes. Le Duffy’s Pure Malt 

Whiskey servira ainsi de traitement pour les coups de chaleur jusqu’en 1860 (Casa et al., 2010b, 

2010a).  

Vers la fin du 19ème siècle, le raisonnement scientifique prend le dessus. Ainsi, le vendredi 28 

août 1896, l’institut pathologique de New York publiait dans le UTICA DAILY UNION « Une 

avancée médicale remarquable a été faite ces quatre derniers jours. La cause du « sunstroke 

», (insolation ou coup de chaleur en français), un sujet jusqu’ici obscur vient d’être 

définitivement résolu ». La cause évoquée est un virulent poison sécrété par le corps et qui ne 

peut être éliminé dans un environnement chaud et humide (UTICA DAILY UNION, 1896). 

Puis c’est l’hypothèse d’un agent infectieux dans le sol qui serait activé par la chaleur qui 

émerge en 1898 (Sambon, 1898).   
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Faut attendre la première moitié du 20e siècle, avec la distinction et la définition qui sont faites 

de l’hyperthermie d’effort pour que les premières avancées majeures aussi bien sur sa 

compréhension que sur sa prise en charge arrivent. L’étude réalisée sur les soldats américains 

engagés dans la Seconde Guerre Mondiale permet de mieux comprendre l’impact de la chaleur 

sur les organismes durant un exercice physique. Elle visait à étudier l'influence de la chaleur et 

de la déshydratation sur la tolérance à l'effort en particulier. Cette étude de quatre ans dans le 

désert californien, pour comprendre la réaction humaine à l'exercice dans la chaleur afin 

d’améliorer les performances des soldats américains, posera les jalons pour mieux comprendre 

les mécanismes de la thermorégulation (Mcardle, 1948 ; Cohen et al., 1981 ; Fox et al., 1966 ; 

Goodman et al., 1985 ; Meir et al., 1994 ; Meir and Murphy, n.d. ; Olivier et al., 1978).  

Ainsi, l’hyperthermie d’effort pourrait être définie comme suit.  

b) Définition  

Elle se caractérise par une hyperthermie sévère, avec une température corporelle supérieure à 

40.5°C, associée à un dysfonctionnement neurologique soudain. Elle est observée chez des 

personnes jeunes, en bonne santé et exposées à un exercice physique intensif. Elle résulte d’un 

dysfonctionnement de la thermorégulation, conduisant à une augmentation incontrôlée de la 

production de chaleur interne dépassant les mécanismes de compensation (Navarro et al., 

2017). 

Le coup de chaleur dû à l'exercice ou hyperthermie d’effort (HE) est une affection 

potentiellement mortelle. Elle peut entraîner une réponse inflammatoire systémique avec une 

coagulopathie et une défaillance multiviscérale. La base physiologique exacte de l'HE n'est pas 

entièrement comprise, mais on pense qu'elle est le résultat d'une combinaison de facteurs 

environnementaux et individuels. Le diagnostic peut être difficile, car il existe des formes plus 

légères de la maladie dues à la chaleur et qui peuvent présenter des symptômes similaires. Le 

traitement implique un refroidissement rapide, l'immersion dans de l'eau glacée étant la 

stratégie la plus efficace (Filep et al., 2020). Il est essentiel de commencer le traitement dans 

les 30 minutes pour ramener la température corporelle à un niveau seuil soit en dessous de 

40.5°C (Casa et al., 2010; Gamage et al., 2020; Li et al., 2021; Yeo, 2004a). 
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En l’absence d’une prise en charge adaptée, cela peut évoluer vers des lésions multiviscérales. 

Ainsi, les organes les plus impactés sont le foie pouvant nécessiter une greffe ou encore 

l’insuffisance rénale.  

Bien que des ressemblances existent entre le HE et d’autres conditions pathologiques liées à 

l’exposition à la chaleur, un profil clinique type peut être dressé permettant ainsi de rendre plus 

simple le diagnostic. 

c) Epidémiologie 

L’hyperthermie d’effort est une problématique importante dans l’armée et constitue un point 

critique notamment sur les terrains d’opérations. Ceci explique pourquoi les premières grandes 

études épidémiologiques et de mise en place d’une prise en charge rapide de la maladie sont 

issues de la recherche militaire. Bien que la distinction entre le coup de chaleur classique et 

l’hyperthermie d’effort ne soit pas encore clairement établie, c’est à la fin du 19ème siècle qu’on 

a les premières données.   

Ainsi, dès 1879, durant la guerre anglo-zouloue en Afrique du Sud, on a une première étude. 

Durant cette guerre, une incidence de 2.78 cas pour 1000 soldats sera rapportée dans les troupes 

britanniques avec des pics pendant les mois d’été sud-africain d’octobre à mars (Bricknell, 

1995).  

Puis c’est pendant la Première Guerre mondiale, avec sa particularité d’être un conflit étendu 

sur plusieurs zones géographiques avec des différences climatiques majeures, que des analyses 

rétrospectives comparatives en fonction de l’environnement prenant en compte la température 

et l’humidité seront faites. Ainsi, les observations sur les troupes britanniques parties combattre 

en Macédoine et en Mésopotamie montrent des incidences variant respectivement de 2 à 28 

cas pour 1000 soldats. Cela fait émerger l’hypothèse que la cause primaire du coup de chaleur 

serait liée à l’exercice physique dans un environnement chaud étant donné la prédominance 

des cas en Mésopotamie. Ainsi, les premières mesures seront de s’assurer que les soldats aient 

assez d’eau froide pour s’hydrater, du sel, du repos et aussi des tenues plus adaptées à la chaleur  

(Bricknell, 1995).  
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Les leçons apprises de la Première Guerre mondiale, permettent de mieux appréhender les cas 

durant la Seconde aussi bien dans sa prise en charge que dans la prévention. Dans des régions 

comme l’Iraq où une grande partie de l’armée britannique est déployée, on recensera jusqu’à 

un maximum de 295 cas pour 1000 durant l’été, en juillet 1943, poussant le commandement 

militaire à mettre en place des centres médicaux spécifiquement dédiés, à éditer des manuels 

de prévention et construire des quartiers équipés de lits refroidis permettant ainsi de baisser 

cette incidence à 41 pour 1000 en juillet 1944 (Bricknell, 1995).  

Cette expérience acquise au fil des années, a permis aujourd’hui de trouver au sein de l’armée 

la base de données la plus fiable et précise en ce qui concerne l’épidémiologie de 

l’hyperthermie d’effort. Ainsi, dans son rapport de surveillance annuel, l’armée américaine, 

donne une incidence de 0.4 par 1000 personnes dans ses effectifs (Périard et al., 2022).  Dans 

l’armée française, les données sont moins récentes et il a été rapporté une incidence de 34 pour 

100 000 (Sagui et al., 2015a).  

Mais l’hyperthermie d’effort constitue aussi dans les populations civiles un problème de santé 

publique.  

La difficulté dans l’étude épidémiologique de l’hyperthermie d’effort dans le  sport et dans la 

population civile réside principalement sur le manque de cohérence dans l’utilisation des mots 

utilisés pour définir les différentes conditions pathologiques liées à la thermorégulation ou à 

l’exposition à la chaleur mais aussi sur la variabilité épidémiologique selon le sport  (Périard 

et al., 2022).  

On sait aujourd’hui que la population à risque est constituée de personnes jeunes avec une 

moyenne d’âge de 30 ans pratiquant une activité physique à un niveau professionnel ou 

amateur. Dans le domaine sportif, une grande partie des études nous vient des Etats-Unis due 

à l’importance qu’occupe le sport universitaire dans la société américaine. Les études montrent 

que la discipline la plus impactée est le football américain avec un risque 11 fois plus élevé 

(Kerr et al., 2013). Ceci s’explique entre autre par les nombreuses couches de protection qu’ils 

portent formant un microclimat ne favorisant pas la dissipation de la chaleur mais aussi 

entrainant une augmentation du métabolisme et de la thermogenèse.  Les positions souvent 

statiques dans ce sport ne permettant pas les échanges avec l’environnement jouent aussi un 
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rôle (Deren et al., 2014; Périard et al., 2022). Les données existantes font état d’une incidence 

entre 1 à 42 cas pour 10 000 athlètes exposés. En comparaison, dans le football (ou soccer 

comme ils disent) et dans le hockey l’incidence est en moyenne de 1 cas pour 10 000. Il ressort 

également que la sur-motivation peut être un facteur aggravant avec un risque 2.6 fois plus 

élevé en compétition qu’en pratique récréationnelle. Mais là où on retrouve les incidences les 

plus élevées sont les sports d’endurance que sont la course à pieds et le vélo avec 

respectivement 674 et 401 cas pour 10 000 athlètes exposés (Gamage et al., 2020; Périard et 

al., 2022). Néanmoins, ces données restent imprécises car englobant tout le spectre des 

conditions allant de la crampe, la fatigue musculaire à la crise d’hyperthermie due à l’exercice. 

Mais des études plus récentes sur différents marathons font état d’une incidence entre 3 et 21 

cas pour 10 000.  

Ce qui peut aussi être noté, c’est que l’incidence est plus importante sur des courses de  courte 

distance. L’explication en est que l’effort fourni est plus élevé de même que la production de 

chaleur métabolique (Périard et al., 2022).  

Les différences de risque en fonction du sexe ont été étudiées. Une étude de trois ans sur le 

marathon de Boston, a montré une incidence 5 fois plus élevée chez les hommes (Divine et al., 

2018). Mais sur d’autres études, on ne retrouve pas une sensibilité plus élevée en fonction du 

sexe (Giersch et al., 2023).  Mais certainement il y a là un biais lié au nombre de femmes 

participant à ces évènements. 

En dehors des athlètes et des militaires, les travailleurs extérieurs, notamment les ouvriers du 

bâtiment, les travailleurs agricoles et les jardiniers, sont particulièrement vulnérables aux 

maladies liées à la chaleur, y compris l'HE, car ils travaillent souvent dans des conditions 

chaudes et humides pendant de longues périodes. Cependant, les données épidémiologiques 

manquent concernant ces populations. On peut néanmoins citer comme exemple de population 

civile en dehors du sport particulièrement à risque, les pèlerins de la Mecque (ville la plus 

sainte de l’Islam) en Arabie Saoudite, lors du Hajj (pèlerinage annuel pour les musulmans). De 

par le climat chaud et humide de la région et les exigences physiques en lien avec le pèlerinage, 

des cas d’HE sont régulièrement rapportés. Ainsi, l’évaluation de l’incidence entre 2002 et 

2018 montre qu’elle varie entre 0.18 et 35.97 par 100 000 pèlerins (Seroji, 2024). 
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En somme, il en découle de ces études que la physiopathologie  de l’hyperthermie d’effort est 

liée à un défaut de la thermorégulation avec des facteurs extrinsèques et intrinsèques pouvant 

augmenter le risque (Périard et al., 2022).    

d) Signes cliniques et complications 

Le tableau clinique de l’hyperthermie d’effort peut être divisé en deux parties, la phase 

prodromique annonçant la survenue de la crise et la phase d’état ou la crise à proprement parler.  

Les résultats d’une étude, par questionnaire, conduite sur 466 sujets ayant été diagnostiqués 

HE sur la période 2004 – 2010 dans l’armée française (Sagui et al., 2015) nous dessinent le 

tableau clinique d’une crise d’hyperthermie d’effort.  

Ainsi, la phase prodromique se manifeste dans au moins 50% des cas par différents symptômes 

dont les plus fréquents sont les nausées et vomissements puis la sensation de fatigue, de soif 

intense et une marche titubante. Dans une moindre mesure, les patients rapportent des 

céphalées, un rétrécissement du champ de vision, une irritabilité et une sensation de tête vide.  

Ces signes doivent alerter et justifient l’arrêt immédiat de l’effort physique en cours pour 

prévenir la phase d’état (Sagui et al., 2015b).  

Puis vient la phase d’état, le sujet s’effondre avec des signes d’encéphalopathie, toujours 

présents dans l’HE. Ainsi, on peut dire sans signes neurologiques, il n’y a pas de diagnostic 

d’hyperthermie d’effort. Ces signes d’atteintes du système nerveux central sont principalement 

une confusion, la perte de connaissance et une crise comitiale. Une autre manifestation de cette 

atteinte est l’amnésie. A cela, s’ajoute une hyperthermie avec une température centrale 

supérieure à 40.5°C et dans quelques cas une hypotension artérielle est aussi rapportée (Sagui 

et al., 2015b).  

La mesure de la température peut varier en fonction du délai et de la méthode. Ainsi, une étude 

évaluant la précision de différents appareils de mesure de la température par voie orale, 

axillaire, auriculaire, gastro-intestinale, frontale, temporale et rectale a montré que la forme de 

mesure la plus efficace reflétant la température centrale est au niveau rectal (Casa et al., 2007).  

Donc, le diagnostic peut être posé pour une personne jeune en relative bonne santé ayant une 

hyperthermie au-delà de 40.5°C s’accompagnant d’une encéphalopathie au cours ou décours 
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d’un effort physique intense et prolongé. Au niveau biologique, on note aussi une 

rhabdomyolyse avec une augmentation du taux plasmatique de créatine phosphokinase pouvant 

atteindre 100 000UI/L dans certains cas (Abriat et al., 2014; Sagui et al., 2015b).  

Les complications à long terme de l'HE sont un domaine de recherche critique, car ils peuvent 

avoir un impact significatif sur la qualité de vie des survivants. Des études ont indiqué que l'HE 

peut entraîner des complications neurologiques et cardiovasculaires persistantes, qui peuvent 

rester inchangées même un à deux ans après l'événement (Bouchama et al., 2022). 

Sur le plan neurologique, l'HE a été associée à des lésions de certaines régions cérébrales, telles 

que le cervelet, l'hippocampe, le mésencéphale et le thalamus. Ces lésions peuvent entraîner 

des déficiences cognitives et neurologiques fonctionnelles. La perte de cellules de Purkinje 

dans le cervelet, en particulier, a été observée, entraînant une infirmité grave. Les mécanismes 

de cette vulnérabilité due à l'hyperthermie ne sont pas entièrement compris et nécessitent une 

enquête plus approfondie (Yang et al., 2017). 

Les complications cardiovasculaires sont également une préoccupation, les études 

rétrospectives montrant que l'HE peut augmenter le risque de mortalité toutes causes 

confondues, en particulier des maladies cardiovasculaires. Une étude de suivi de 14 ans a 

rapporté une incidence quatre fois plus élevée d'événements cardiovasculaires majeurs et une 

incidence 5,5 fois plus élevée d'accidents vasculaires cérébraux ischémiques chez les patients 

atteints d'HE. Des études précliniques chez la souris ont montré que le myocarde pourrait être 

sujet à un trouble métabolique émergent lent après l'HE, pouvant entraîner des problèmes 

cardiovasculaires à long terme (Laitano et al., 2020; Schermann et al., 2018; Stearns et al., 2020). 

De plus, il existe un risque accru d'un deuxième épisode d'HE chez ceux qui ont déjà vécu cette 

expérience, les données cliniques suggérant que 4,1 à 15,4 % des patients ayant eu un HE ont 

signalé un épisode antérieur jusqu'à 2 ans auparavant. Il n'est pas clair si une blessure 

cardiovasculaire préexistante joue un rôle dans ce risque de récidive (Abriat et al., 2014; Stearns 

et al., 2020). 

Ainsi, il y a le besoin de recherches supplémentaires pour comprendre pleinement les 

conséquences à long terme de l'HE. Cela inclut l'identification de facteurs de risque génétiques, 
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de biomarqueurs pour une reconnaissance précoce, le développement de stratégies ciblées de 

protection cérébrale et la conception de thérapies spécifiques pour atténuer les effets à long 

terme de l'HE.   

e) Evaluation et prise en charge  

La reconnaissance rapide d’une crise HE est cruciale pour minimiser le temps entre 

l'effondrement et le début du refroidissement corporel complet, ce qui est associé à de bons 

résultats cliniques. L'évaluation initiale doit également inclure une évaluation des signes 

vitaux, de la réactivité et des signes de récupération. Il est important de noter que l'HE nécessite 

un traitement immédiat, et le refroidissement précoce sur place est priorisé par rapport au 

transport vers un établissement médical (DeGroot et al., 2022).  

Le diagnostic repose donc sur la capacité à reconnaître les signes cliniques prodromiques 

comme les nausées et vomissements puis la sensation de fatigue, de soif intense et une marche 

titubante afin de mettre en place immédiatement le processus de refroidissement d’où la 

nécessité de la prévention pour mieux informer les personnes concernées, athlètes, entraîneurs 

etc... Aux Etats Unis, où le sport universitaire est très impacté, est mis en place un protocole 

de prise en charge rapide pour réduire les risques de complications et faciliter le retour à 

l’activité des athlètes.  Ainsi, l’évaluation et la prise en charge sur le terrain en cas de suspicion 

de crise HE comprennent 4 étapes (Roberts et al., 2023) :  

• La reconnaissance des signes prodromiques avec l’altération du SNC : confusion, 

délire, désorientation.  

• Les premiers gestes d’urgence : déplacer à l’ombre, retirer les vêtements et équipements 

superflus, vérifier les signes vitaux et la température rectale, évaluer l'état mental et 

appeler le personnel médical et les services d'urgence. 

• La mise en place d’un refroidissement agressif sur place : « refroidir d’abord transférer 

ensuite ».  L'immersion dans de l'eau glacée particulièrement efficace pour le 

refroidissement corporel global dans des conditions chaudes et humides est la méthode 

préférée lorsque cela est possible. D'autres méthodes de refroidissement, telles que 

l'application de serviettes imbibées d'eau froide sur le tronc, les extrémités et la tête, 

ainsi que l'utilisation de packs de glace dans le cou, les aisselles et l'aine, sont également 
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couramment utilisées pour réduire la température corporelle en cas d'hyperthermie 

d'effort. 

• Enfin, le transfert vers un établissement médical, poursuite du refroidissement, 

surveillance des signes vitaux et voies respiratoires, limiter les intraveineuses en cas 

d’hyponatrémie. 

Le retour à l’activité pour les athlètes se fait selon un protocole supervisé par un médecin. 

Pendant la récupération médicale, les activités de la vie quotidienne sont autorisées, suivies 

d'une augmentation progressive de l'activité physique dans des conditions de faible stress 

thermique. Cette progression se fait sous la supervision d'un médecin et d'un entraîneur sportif, 

et inclut des exercices aérobiques confortables dans des environnements frais. Ensuite, l'athlète 

progresse vers des exercices aérobiques plus intenses et des activités sportives spécifiques, tout 

en s'acclimatant progressivement à la chaleur évaluée grâce à des tests de tolérance à la chaleur 

(Roberts et al., 2023). 

L’approche pharmacologique dans la prise en charge de l’HE n’existe pas encore, bien que ce 

soit un domaine de recherche actif. Le dantrolène sodique (DS) utilisé pour traiter 

l'hyperthermie maligne peranesthésique a été testé. Cependant, son efficacité pour traiter 

l'hyperthermie d'effort est encore débattue, avec des résultats contradictoires et des effets 

secondaires négatifs potentiels tels que la faiblesse musculaire, la perte de coordination et les 

arythmies cardiaques. Bien que certains auteurs rapportent que le DS est un traitement plus 

efficace pour l'HE que le refroidissement passif, ce constat n'est pas universel. Ainsi, bien que 

le DS soit largement utilisé pour traiter la HM, son utilisation pour l'HE reste une question en 

suspens (Laitano et al., 2020b). 

f) Physiopathologie de l’hyperthermie d’effort  

L’hyperthermie d’effort est une pathologie associée à un défaut de la thermorégulation. Donc 

pour mieux comprendre la pathophysiologie, il est nécessaire d’évoquer les mécanismes qui 

sous-tendent la régulation de la température centrale du corps mais aussi les conséquences 

d’une rupture de l’homéostasie thermique (Bouchama et al., 2022; Filep et al., 2020; Laitano 

et al., 2019a; Yeo, 2004b). 
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Évènements physiopathologiques dans l’HE 

Le stress thermique entrainé par une crise d’hyperthermie joue un rôle dans la cytotoxicité, la 

protéotoxicité, l’altération de la membrane cellulaire et aussi peut entraîner une dégradation de 

l’ADN. Les cellules meurent alors par nécrose et apoptose (Bouchama et al., 2022). Les débris 

cellulaires ainsi générés entrainent une inflammation avec libération de cytokines. L’autre 

facteur participant à cet épisode inflammatoire est la perméabilité de la paroi intestinale. La 

muqueuse intestinale protège des bactéries du microbiote. La réduction du débit splanchnique 

entrainée par la redistribution du sang des viscères vers la peau, entraîne une ischémie, une 

déplétion en ATP, une acidose et une hypoxie qui fragilisent la muqueuse. Ces évènements 

favorisent une infiltration de microorganismes dans la circulation systémique et déclenchent 

une réaction inflammatoire systémique (Yeo, 2004a). C’est le syndrome inflammatoire 

systémique qui entraîne une fièvre qui s’ajoute à l’hyperthermie et participe aux lésions 

multiviscérales observées chez les patients souffrant d’hyperthermie d’effort (Bouchama et al., 

2022). Ainsi, sur des modèles animaux d’hyperthermie, l’utilisation d’anti-inflammatoires 

comme des corticostéroïdes ou l’utilisation de la protéine C activée ont montré un effet 

protecteur contre l’inflammation, la perméabilité intestinale et les lésions des organes (Chen et 

al., 2006; Garcia et al., 2020).  

Il a été montré une certaine tolérance à la chaleur chez certains athlètes bien entrainés et 

acclimatés avec des températures centrales supérieures à 41°C relevées en fin de course sans 

séquelles observées (Byrne et al., 2006). Cette tolérance est médiée par des modifications 

épigénétiques notamment sur l’expression des protéines de choc thermique (HSP) (Horowitz, 

2016). Ainsi, l’utilisation d’un inhibiteur des protéines HSP sur une cohorte de sportifs a 

montré des lésions de la barrière intestinale et aussi une température centrale plus élevée 

comparée aux sujets contrôles sous placebo (Kuennen et al., 2011). 

On note aussi une coagulopathie qui existe aussi dans le coup de chaleur classique. Sur des 

modèles primates ou encore des patients ayant souffert de coup de chaleur classique, il a été 

montré des lésions de l’endothélium de nombreux organes comme le cœur, l’intestin, le rein, 

le foie ou encore les poumons. Ces lésions participent à la coagulopathie et au syndrome 

inflammatoire en favorisant la libération d’antigène de facteur de von wilbrand, de fibrine, de 
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plaquettes activées et de leucocytes (al-Mashhadani et al., 1994; Bouchama et al., 2022). 

Néanmoins, le syndrome inflammatoire persiste sur des modèles primates traités avec un 

inhibiteur du facteur tissulaire (al-Mashhadani et al., 1994). 

Dans le cadre de l’hyperthermie due à l’effort intense et prolongé, un taux élevé de la créatine 

kinase plasmatique reflétant la rhabdomyolyse est fréquemment associé à la maladie. Le 

muscle squelettique réutilise seulement 20% de l’énergie métabolique produit au cours d’un 

exercice physique et 80% de cette énergie est alors libérée sous forme de chaleur (Yeo, 2004b). 

Ainsi, le muscle est en moyenne 1°C au-dessus de la température centrale (Bouchama et al., 

2022). Cette température élevée entrainerait une tension musculaire constante due à une 

augmentation du calcium mais aussi d’espèces réactives de l’oxygène. Ce stress oxydatif est la 

conséquence de l’ischémie du muscle squelettique due à la réduction du flux sanguin lors d’un 

exercice prolongé (González-Alonso et al., 1998; Yeo, 2004b). Cette tension constante fragilise 

la membrane des cellules musculaires entrainant ainsi la rhabdomyolyse. Cette dernière peut 

être mise en lien aussi avec l’acidose métabolique dans le muscle squelettique due à la 

glycolyse ou encore à l’incapacité du foie à éliminer l’acide lactique (Yeo, 2004b).  

Le mécanisme par lequel le système nerveux central est atteint, n’est pas très bien compris. 

Mais des études sur le rat ont montré une ischémie cérébrale (Yeo, 2004b). Une autre théorie 

c’est que l’hypocalcémie, attribuée à la rhabdomyolyse, une hyponatrémie et une 

hypoglycémie constatées sur des marathoniens pourrait entrainer un dysfonctionnement du 

système nerveux central (Yeo, 2004b).  

En somme, l’hyperthermie entraîne un syndrome inflammatoire systémique dû à sa 

cytotoxicité. Ce qui forme une boucle entretenant la thermogenèse. L’impact au niveau 

musculaire se traduit par une rhabdomyolyse qui avec l’inflammation entraîne les lésions 

multiviscérales avec une insuffisance rénale et hépatique pouvant être fatale (Figure 10).  

Même si on a une meilleure compréhension de la physiopathologie, la connaissance sur les 

causes sous-jacentes est encore très floue. 
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Figure 10 : Pathophysiologie de l’hyperthermie d’effort. Progression des réponses physiologiques « normales » au 

stress lié à l’exercice, qui peut évoluer vers des réponses physiopathologiques qui aboutissent à une hyperthermie avec 

défaillance du système multiviscéral (Laitano et al., 2019a) 

 

Quel rôle pour le muscle squelettique 

Le muscle squelettique qui représente 40% de la masse corporelle totale, est l’organe sollicité 

par excellence au cours d’un exercice physique. Son rôle dans la production de chaleur pendant 

une activité physique est connu depuis le début du 20e siècle, étant l’objet du prix Nobel de 

Physiologie et de Médecine en 1922. Cette thermogenèse musculaire repose entre autres sur le 

fait que l’énergie générée par la contraction musculaire n’est réutilisée qu’à hauteur de 20% 

pour produire de l’ATP et que 80% sont dissipés sous forme de chaleur (Laitano et al., 2021). 

Le muscle squelettique est donc vu comme un acteur important dans la pathogenèse de 

l’hyperthermie d’effort.   
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L’hypothèse d’un rôle potentiel du muscle squelettique dans l’étiologie de l’hyperthermie 

d’effort prend sans doute son origine dans son implication dans la survenue de l’hyperthermie 

maligne.  

Hyperthermie d’effort et Hyperthermie maligne peranesthésique : le calcium dans tous 

ses états 

Le lien entre les deux pathologies est suggéré depuis le début des années 90 quand le test de 

contracture in vitro (IVCT) utilisé pour déterminer la susceptibilité à l’HM a également donné 

des résultats anormaux chez des sujets avec une hyperthermie d’effort (Hopkins et al., 1991a). 

Ainsi, une étude sur 192 patients HE a montré que le test IVCT était dans 66% des cas anormal 

(Kozak-Ribbens et al., 1999). Une seconde étude réalisée sur 145 patients, recrutés au sein de 

l’armée française, a montré un IVCT anormal chez 45.6% des sujets (Sagui et al., 2015a). C’est 

le premier lien établi entre les deux conditions suggérant une implication musculaire dans 

l’hyperthermie d’effort par l’altération du couplage excitation-contraction. Il est néanmoins 

important de dire que la forte sensibilité et le manque de spécificité des test IVCT peuvent 

aboutir à des faux positifs (Laitano et al., 2019b). Des études ont aussi montré que des taux 

élevés de créatine phosphokinase peuvent mener à des IVCT anormaux chez des patients avec 

des myopathies sans lien avec le HM (Paasuke and Brownell, 1986). 

Un deuxième lien est l’existence de l’hyperthermie maligne dite « éveillée », une forme très 

similaire à l’hyperthermie d’effort (de la Bastaie and Poujol, 1978). C’est une crise HM car en 

lien avec des mutations caractérisées dans cette maladie mais la crise se fait sans exposition 

aux anesthésiques halogénés mais due à un stress qui peut être physique, environnemental ou 

psychologique (Groom et al., 2011). Ainsi, plusieurs cas fatals de cette forme de HM ont été 

rapportés, dont celui d’un garçon de 12 ans avec un antécédent de HM sous anesthésie et qui 

plus tard a succombé lors d’un match de foot à cette forme dite « éveillée » (Lavezzi et al., 

2013; Tobin et al., 2001). Cette situation pathologique a aussi été mise en lien avec des 

mutations HM identifiées sur RYR1 notamment dans un modèle préclinique porcin (Laitano et 

al., 2020b). Une étude réalisée sur les souris RYR1 Y522S/WT, , modèle HM, qui lorsqu’elles sont 

mises dans des conditions de stress physique avec un exercice forcé de 30 minutes à 30 m/min 

développe une hyperthermie maligne donc dite « éveillée » qui est prévenue par l’injection en 
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amont d’azumolene, antagoniste RYR1 (Michelucci et al., 2017). Néanmoins, plusieurs 

différences avec l’hyperthermie effort sont à noter. On peut citer l’inefficacité du bain d’eau 

froide contrairement à l’utilisation du traitement de référence du HM, le dantrolène antagoniste 

RYR1, dans ces cas. Les signes prodromiques de cette forme de HM qui se manifestent par des 

crampes et des contractions généralisées sont aussi à souligner comme différence avec 

l’hyperthermie d’effort (Laitano et al., 2019b, 2020b) (Tableau 6).  

La rhabdomyolyse, lyse du tissu musculaire avec déversement dans le système circulatoire de 

protéines comme la myoglobine ou la créatine phosphokinase, est un syndrome clinique 

souvent associé à la survenue de l’hyperthermie maligne peranesthésique (Wappler and Fiege, 

2000).  Dans ce cas, la rhabdomyolyse peut être mise en lien avec deux processus 

physiologiques. D’une part, l’hypercontracture traumatique qui accompagne l’HM, due à un 

bolus anormal de calcium libéré dans le cytosol, entrainant mécaniquement une fragilité et la 

destruction de la fibre musculaire. Cet excès de calcium entraine aussi un métabolisme 

exacerbé avec hyper hydrolyse d’ATP qui aboutit à une acidose métabolique responsable de la 

nécrose et l’apoptose cellulaire menant à la rhabdomyolyse (Bendahan et al., 1998; Rosenberg 

et al., 2015). D’autre part, l’augmentation plasmatique de la créatine phosphokinase, reflétant 

la rhabdomyolyse, est aussi un signe clinique observé dans l’hyperthermie d’effort (Bouchama 

et al., 2022; Sagui et al., 2015a; Shieh et al., 1995).  Ce défaut métabolique, symbolisé par une 

acidose dans ces deux maladies, est plus marqué que chez des sujets contrôles comme le 

rapporte Bendahan et al., 2001.  
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Tableau 6 : Comparaison hyperthermie d’effort et hyperthermie maligne 
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Métabolisme, déplétion énergétique et acidose  

L’augmentation du taux métabolique au cours d’un exercice physique peut atteindre 100 fois 

le niveau du métabolisme basal, d’où la nécessité de la resynthèse d’ATP tout le long de 

l’activité physique (Hargreaves and Spriet, 2020). L’ATP joue un rôle clé dans le 

fonctionnement de nombreuses enzymes impliquées dans l’excitabilité membranaire (la pompe 

Na+/K+), dans la recapture du Ca2+ (les pompes SERCA) et sur le glissement des têtes de 

myosines sur l’actine (Marty and Fauré, 2016). Ces processus sont des acteurs majeurs de la 

thermogenèse musculaire lors d’un exercice. Ainsi, l’emballement métabolique ou son 

altération peuvent aboutir, comme c’est le cas dans l’hyperthermie maligne, à une 

surproduction de chaleur qui non compensée mène à l’hyperpyrexie (Bourdon and Canini, 

1995). Donc, le métabolisme des muscles squelettiques pendant l'exercice implique l'activation 

de voies métaboliques pour maintenir la resynthèse de l'ATP. Ces voies incluent la dégradation 

de la phosphocréatine et du glycogène musculaire pour le métabolisme anaérobie et aérobie 

respectivement (Hargreaves and Spriet, 2020). Les ions calcium participent également à ce 

processus via le couplage excitation – métabolisme. Le calcium transporté dans la mitochondrie 

par l’uniporteur de calcium mitochondrial (MCU) participe à l’oxydation des acides gras pour 

produire de l’ATP. Il favorise l'activité des enzymes impliquées dans l'oxydation des acides 

gras, telles que l'isocitrate déshydrogénase, l'α-cétoglutarate déshydrogénase et la succinate 

déshydrogénase (Gonzalez et al., 2012). Ainsi, le calcium est au centre du métabolisme dans 

le muscle squelettique et l’altération du processus de couplage excitation - contraction aboutit 

à des myopathies notamment des pathologies métaboliques comme l’hyperthermie maligne.  

Les défauts métaboliques dans le cadre de l’HM ont été étudiés. L’étude réalisée sur les 

modèles murins HM, RYR1 WT/Y522S et les souris avec une invalidation de CASQ1, montre une 

accélération de leurs métabolismes au repos et au cours d’un stress thermique (Serano et al., 

2022). Dans cette étude, ces souris ont une prise de nourriture plus importante associée à une 

consommation en oxygène au repos entre 25 et 40% plus élevée que chez les contrôles. Ces 

différences sont encore plus significatives lorsque les souris sont soumises à un stress 

thermique, exposition à une température de 37°C pendant 20min pour les RYR1 WT/Y522S et de 

41°C 20min pour les souris KO CASQ1. On note également une altération des mitochondries 
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qui apparaissent gonflées et avec une matrice claire en microscopie électronique (Chang et al., 

2019; Serano et al., 2022). Une étude évaluant un moyen diagnostic moins invasif que l’IVCT, 

a identifié un hypermétabolisme avec une acidification intracellulaire importante chez des 

sujets HM. En effet, des lymphocytes B issus de patients HM, exprimant aussi le récepteur 

RyR1, ont été stimulés avec du 4–chloro–m–cresol (4-CmC), un activateur de RyR1. La 

mesure du pH dans le milieu extracellulaire montre une acidification significativement plus 

importante que chez des cellules contrôles (Hoppe et al., 2016).  

Dans le cadre de l’hyperthermie d’effort, des défauts métaboliques ont aussi été identifiés. 

Ainsi, des études rétrospectives ont montré qu’une acidose métabolique était associée à l’HE 

dans 83 à 93.3% des cas (Bouchama and De Vol, 2001; Tham et al., 1989). Une étude sur des 

militaires français ayant expérimentés un épisode d’hyperthermie d’effort et avec un IVCT 

anormal, a aussi montré une chute précoce et significative du pH intracellulaire dans le muscle 

squelettique lorsqu’ils sont soumis à un exercice physique (Bendahan et al., 2001). Néanmoins, 

lorsque le recrutement des sujets n’est pas en lien avec la présence d’un test IVCT anormal, 

cette différence n’est pas significative (Payen et al., 1992).  

Ces défauts métaboliques sont aussi à mettre en parallèle avec les différents types de fibre. Une 

étude sur des patients HE a ainsi montré une prédominance des fibres musculaires de type II. 

L'étude a porté sur 37 jeunes recrues militaires souffrant d’HE, et a révélé que 24 d'entre eux 

ont développé une rhabdomyolyse, dont 18 présentaient une prédominance des fibres de type 

II dans leur biopsie musculaire. Les patients avec une prédominance des fibres de type II ont 

montré une tendance à avoir une concentration de lactate sanguin plus élevée et à atteindre plus 

rapidement le seuil de lactate sanguin pendant un test sur tapis roulant.  Les fibres de type II 

sont à contraction rapide et glycolytiques, ce qui signifie qu'elles dépendent davantage du 

métabolisme anaérobie et ont une plus faible capacité de transport du glucose (Hsu et al., 1997).  

L’acidose métabolique constatée dans l’hyperthermie d’effort, est mise en lien avec une 

augmentation de la glycogénolyse pour compenser une concentration anormale de Ca2+ dans le 

cytosol (Bendahan et al., 2001). Cette chute précoce du pH est aussi associée à l’hyperthermie 

maligne, (Bendahan et al., 1998) venant alimenter une fois de plus une implication musculaire 

et le lien supposé entre les deux maladies.  
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Facteurs de risque  

Une méta-analyse de 42 papiers portant sur l’HE, a permis à Westwood et al., 2021 d’identifier 

plusieurs facteurs de risque individuels associés à l’HE. Ces facteurs comprennent des 

caractéristiques individuelles telles que l'âge, ainsi que des conditions de santé telles que 

l'hypohidrose, l'hyperthermie maligne, la production altérée de cytokines, la prédominance des 

fibres musculaires de type II, les brûlures, la sympathectomie et le trait drépanocytaire. Des 

facteurs environnementaux tels que l'accumulation de la charge thermique, la température 

élevée et des facteurs organisationnels tels que la branche des forces armées et le grade du 

personnel ont également été identifiés comme des facteurs de risque. En outre, des facteurs liés 

au mode de vie tels que le surpoids, le manque de condition physique, le tabagisme, la 

consommation d'alcool, l'utilisation de cocaïne et le manque d'acclimatation à la chaleur ont 

été associés à un risque accru d’hyperthermie d’effort.  

g) Génétique 

Chez l’homme 

Actuellement il y a très peu de données sur la prédisposition génétique à l’hyperthermie 

d’effort.  Les seules études existantes avaient pour objectif de montrer le lien qui existe entre 

l’hyperthermie d’effort et l’hyperthermie maligne peranesthésique. Ainsi, deux acteurs du 

CRC, RyR1 et la junctine, impliqués dans l’homéostasie calcique dans le muscle squelettique 

ont été identifiés mutés chez des patients HE. La junctine est codée sur le locus génomique 

humain AβH-J-J ou ASPH, qui code pour trois protéines fonctionnellement distinctes : 

l'enzyme aspartyl-β-hydroxylase (AβH), la protéine structurale junctine et la protéine de liaison 

au calcium junctate (Feriotto et al., 2006).  

La prédisposition génétique dans le cas de l’hyperthermie d’effort est un sujet longtemps 

débattu reposant sur les similarités avec l’HM, une maladie génétique dominante. Malgré 

l’intérêt, très peu d’études mettant en évidence des facteurs de prédisposition génétique ont été 

publiées dans le cadre de l’hyperthermie d’effort.  

 Le séquençage d’exomes sur une cohorte de 15 soldats ayant subi une HE documentée, a 

permis d’identifier deux variants pathogènes sur le gène TRPV1, p.(Gly684Val) et 
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p.(Arg772Cys). Des études fonctionnelles in vitro ont révélé que ces mutations induisaient une 

modification importante de la réponse du canal TRPV1 à l'agoniste naturel, la capsaïcine, les 

mutations rendant le canal moins sensible.  L’étude des relâchements de calcium montre une 

réponse atténuée voire abolie par les mutations identifiées (Bosson et al., 2020).   

Une autre étude a été réalisée sur une cohorte hétérogène composée de patients hyperthermie 

d’effort et hyperthermie maligne. Le séquençage complet de l'exome ou du génome de 103 

individus a été fait avec une analyse sur une liste de 22 gènes candidats associés au couplage 

excitation-contraction. Au total, 48 variants rares ont été identifiés, dont 35 se trouvaient dans 

les gènes RYR1 ou CACNA1S. Trois patients présentaient des variants rares dans l'isoforme 

junctine du gène ASPH, p.(Val54Ala), p.(Lys88Thr), p.(Asp149His) et p.(Lys202Arg). La 

caractérisation phénotypique faite sur des cellules C2C12 modifiées par CRISPR-cas9 a montré 

une augmentation des relâchements de calcium par RyR1. Le modèle poisson-zèbre 

transgénique exprimant les variants p.(Val54Ala) et p.(Lys88Thr) de junctine a montré une 

réduction significative des capacités de nage après exposition à la chaleur et à la caféine. De 

plus, ces poissons ont présenté une production significativement accrue de radicaux libres 

oxygénés (ROS) en réponse à la chaleur et à la caféine (Endo et al., 2022). 

Modèle animal 

Aujourd’hui, il n’existe pas de modèle génétique d’hyperthermie d’effort. Néanmoins, un 

modèle murin basé sur l’épuisement dû à l’effort a été développé pour étudier les impacts de 

l’effort intensif dans des conditions environnementales extrêmes.  

 Un protocole a été développé pour un modèle préclinique de HE chez la souris, qui évite les 

contraintes communes comme l'anesthésie et l'utilisation de sondes rectales. Le modèle utilise 

des souris C57Bl/6 équipées de sondes télémétriques pour mesurer la température centrale, et 

comprend une phase d'accoutumance des souris à la roue de course pendant trois semaines. Les 

souris sont ensuite soumises à l'exercice dans une chambre climatique réglée à 37,5 °C et 40-

50 % d'humidité relative, jusqu'à l'apparition de symptômes limitants, comme la perte de 

conscience, a une température centrale de 42,1-42,5 °C. Le protocole permet de varier la 

sévérité de l'exposition en modifiant le temps passé dans la chambre chauffée. Les résultats 

obtenus avec ce modèle reflètent les évènements pathophysiologiques de l’HE chez l'humain, 
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y compris l'hyperthermie sévère, les dommages multi-organes, et les réponses inflammatoires 

et immunitaires (King et al., 2021). 

 L’étude de ce modèle a permis de mettre en évidence plusieurs observations. Ainsi, l’étude 

comparant les réponses des souris mâles et femelles au protocole d’hyperthermie due à l'effort, 

met l'accent sur les différences de tolérance à l'exercice, de thermorégulation et de réponses 

cytokiniques. Les différences observées dans l'étude portent sur la réponse au stress thermique 

entre les souris mâles et femelles. Les résultats montrent que les femelles ont une plus grande 

capacité de travail aérobie que les mâles. De plus, les femelles ont résisté à des élévations de 

température corporelle tout en augmentant leur vitesse de course et leur production de 

puissance mécanique, ce qui leur a permis d'atteindre des vitesses de course plus élevées et de 

parcourir des distances plus importantes au cours de l'expérience. En outre, des différences 

significatives ont été observées dans les niveaux de corticostérone plasmatique entre les souris 

mâles et femelles immédiatement après le stress thermique et tout au long de la phase de 

récupération. Enfin, les femelles ont également démontré des réponses immunitaires 

spécifiques qui n'ont pas été observées chez les mâles (Garcia et al., 2018a).  

Ils ont également évalué les conséquences à long terme de ce stress thermique mimant l’HE. 

Chez les femelles, après 14 jours de récupération, il y a eu une augmentation significative des 

acides gras libres, des céramides et des diacylglycérols dans le myocarde, ainsi qu'un 

déplacement de la glycolyse vers les voies du phosphate de pentose et de la déshydrogénase 

glycérol-3-phosphate. Des signes de stress oxydatif, de lésions tissulaires et d'inflammation 

interstitielle microscopique ont été observés (Laitano et al., 2020a).  Pour comprendre ces 

différences entre les sexes, ils ont étudié l’impact de la castration. La conclusion principale de 

cette recherche est que la castration n'a pas eu d'impact significatif sur les niveaux absolus de 

performance à l'exercice dans la chaleur ou sur la résistance à la survenue de l'HE dans ce 

modèle préclinique (Garcia et al., 2022).  

Les études musculaires montrent que l'hyperthermie peut amplifier la réponse de l'IL-6 dans 

les cellules musculaires, en particulier lors de l'exposition à des températures modérément 

élevées, telles que celles observées pendant la fièvre ou pendant un exercice musculaire intense 

(Welc et al., 2016). Ce modèle a aussi permis d’étudier les facteurs permettant d’apprécier le 
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retour au sport pour les patients HE. Ainsi, ils ont étudié les conséquences d’épisodes successifs 

de stress thermique (HE). L'expérience a utilisé des souris femelles C57BL/6 soumises à deux 

épreuves de stress thermique ou à un exercice témoin (EXC) avec deux semaines d'intervalle. 

Les résultats ont montré qu'après le premier épisode de HE, les groupes HE-EXC et HE-HE 

ont présenté une réduction significative de la force maximale, observée 24 heures et une 

semaine après l'exposition. Après le second HE, la force, la rotation horizontale, le tonus des 

membres postérieurs, l'écart des membres postérieurs suspendus et la morsure provoquée ont 

continué à diminuer dans le groupe HE-HE (Alzahrani et al., 2022). Pour finir, ils ont 

également montré qu’après un stress thermique, il y a des modifications épigénétiques de 

l’expression de gènes impliqués dans la myogenèse et le déterminismes des cellules satellites 

notamment dans la transition fibres rapides fibres lentes et de l’augmentation de l’expression 

dans le muscle de gènes impliqués dans l’homéostasie calcique comme CACNA2D4 (Murray 

et al., 2024).  
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IV. Contexte et objectifs de la thèse 

L’objectif de ce travail était l’étude de mécanismes physiopathologiques en lien avec 

l’homéostasie calcique dans le cadre de pathologies humaines. Trois projets ont été menés :  

• Deux projets annexes : l’étude fonctionnelle de mutations sur STAC3 et CACNA1S 

trouvées chez des patients avec des myopathies congénitales.  

• Un projet principal : l’étude de l’implication de CACNA2D4 dans la survenue de 

l’hyperthermie d’effort.  

L’altération du métabolisme calcique dans le muscle squelettique comme cause de 

l’hyperthermie d’effort est débattue depuis des décennies du fait de la proximité 

physiopathologique de cette maladie avec l’hyperthermie maligne peranesthésique (HM), une 

maladie génétique autosomique dominante. L’altération du métabolisme calcique dans le 

muscle squelettique due à une altération du couplage excitation-contraction est à la base de la 

survenue de l’HM. Cette altération est mise en évidence par le test de contracture in vitro 

(IVCT), utilisé comme outil diagnostic dans l’HM.  

Chez les patients HE, ce test est anormal dans 1 cas sur 2 (Sagui et al., 2015b) renforçant 

l’intérêt pour l’étude du métabolisme calcique dans le muscle squelettique dans le cadre de 

l’hyperthermie d’effort. Cela pose aussi la question de l’existence d’une prédisposition 

génétique dans cette maladie.  

Une cohorte homogène de 41 soldats ayant fait une crise d’hyperthermie d’effort bien 

caractérisée avec un test IVCT anormal a été étudiée par le biais du séquençage de leur exome. 

Dans un premier temps, l’étude des gènes que sont RYR1, CACNA1S, STAC3 et CASQ1 

impliqués dans l’HM a montré une faible prévalence (Bosson, 2020). Dans un second temps, 

la recherche d’autres gènes par le séquençage de l’exome a permis de trouver des variants sur 

un même gène chez des individus non apparentés, CACNA2D4.  

Des variants ont été identifiés sur CACNA2D4 chez 4 patients HE non apparentés : c.897C>G 

p.(Ser299Arg), c.748G>C p.(Gly250Arg), c.649G>T p.(Asp217Tyr) et le variant intronique 

c.486+1G>A. L’étude par minigène du variant d’épissage c.486+1G>A a permis de mettre en 

évidence deux conséquences possibles sur l’épissage du transcrit CACNA2D4. Ainsi, il y a le 
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saut de l’exon 4, 60 nucléotides (N143_V162del (ΔExon4))  en phase, ou la perte de la Valine 

162 (V162del (ΔV162))  (Tableau 7).  

Le tableau clinique de ces patients est détaillé dans le Tableau 7. On peut ainsi noter, au 

moment de la crise, une température rectale supérieure à 40°C et la présence de signes de 

défaillances neurologiques. Les analyses ultérieures montrent des taux de CPK anormalement 

élevés, traduisant une rhabdomyolyse, et une sensibilité musculaire anormale à l’halothane et 

la caféine (test IVCT MHS positif). Enfin, on note aussi dans le muscle au niveau histologique, 

pour deux des sujets, des altérations légères : 1) une hypertrophie des fibres de type I avec une 

désorganisation intermyofibrillaire non-spécifique et 2) un pseudo-multiminicores des fibres 

de type I.  

Donc ce travail comprend :  

• La caractérisation fonctionnelle des variants identifiés sur CACNA2D4 chez les 4 

patients HE, in vitro (par expression dans des systèmes hétérologues) et in vivo grâce à 

un modèle murin. 

• L’étude de l’expression de CACNA2D4 dans le muscle squelettique. 

• Et pour finir, la caractérisation fonctionnelle des mutations sur STAC3 et CACNA1S.  

L’objectif de ce travail est donc : 

• Une meilleure compréhension des bases moléculaires de l’homéostasie calcique.  

• Une meilleure compréhension pour une meilleure prévention de l’HE chez les 

populations à risque notamment en établissant l’importance du facteur de prédisposition 

génétique. Ce qui pourrait améliorer le diagnostic préventif. 

• Et finalement, ce travail permettra de mieux comprendre la relation entre l’hyperthermie 

d’effort et l’hyperthermie maligne peranesthésique.   
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Tableau 7 : Tableau clinique des patients HE portants les mutations identifiées 
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Chapitre 2 : Matériel et 

méthodes 
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I. Modèles murins  

Les projets de recherche ont été approuvés par un comité d'éthique local (CECCAPP, enregistré 

sous le numéro CEEA015 par le ministère français de la recherche). Les souris ont été 

développées par le biais du plateau de biologie expérimentale de la souris (PBES) de l’ENS 

Lyon.  

Les modèles murins ont été générés à l’aide du protocole CRISPR-Cas9 utilisé pour générer 

le modèle murin CACNA2D4WT/S306R comme décrit dans le papier (Teixeira et al., 2018a). J’ai 

dessiné le sgRNA (single guide RNA) : GGACATTAGCGGCAGCATGA et 

l’oligonucléotide simple brin ssODN (single-stranded oligonucleotides) servant de modèle à 

la recombinaison homologue pour introduire la mutation p.(Ser306Arg) ou S306R : 

C*G*C*GATGATGTTCACGAAGTCGTTCTCTCCCAGGGTGTCCAATATGGTGGTAA

TGGTGTGCTTGGCGATAGCCATCCTCAGCCCCTTCATGgatCCcCTAATGTCCACCA

GAATTACGATGTCTTTGGGA*G*A*T (en rouge la mutation d’intérêt, en vert les 

mutations silencieuses pour l’introduction d’un site de restriction BamHI pour des fins de 

génotypage et * phosphorothioate).  

Dans l’optique d’étudier l’expression musculaire de CACNA2D4, au cours du développement 

de ce modèle knock-in, un modèle knock-out a également été créé par délétion d’un nucléotide 

dans l’exon 8 entrainant un décalage du cadre de lecture et un stop prématuré dans l’exon 8.  

Les souris utilisées dans le cadre de nos études ont toutes été contrôlées sur la présence de 

possibles sites off-targets (mutations inattendues). Ainsi, les sites possibles ne pouvant être 

ségrégés situés sur le même chromosome ont été étudiés par séquençage (Teixeira et al., 

2018a). Pour assainir le fonds génétique, les souris ont été backcrossées sur trois générations 

avant d’être utilisées dans nos études.  

II. Culture cellulaire, transfection et transduction  

Dans le cadre de la caractérisation in vitro des mutations trouvées sur CACNA2D4 chez les 

patients HE, plusieurs types cellulaires ont été utilisés pour différentes expérimentations : 

HEK293T, COS7 et cellules satellites murines. 
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A. HEK 293T  

Les HEK 293T sont cultivées dans un milieu DMEM 4,5g/L glucose contenant 10% de sérum 

de veau fœtal et 1% de pénicilline-streptomycine. Les cellules sont maintenues dans un 

incubateur à 37°C avec 5% de CO2.  

Dans le cadre des études d’isolation des protéines membranaires par biotinylation et de co-

immunoprécipitation, les cellules sont transfectées avec le kit CalPhos (631312, TAKARA) 

utilisant le phosphate de calcium pour réaliser un précipité phosphate de calcium – ADN qui 

adhère à la surface et entre dans la cellule par endocytose. Les cellules sont ensemencées dans 

des boîtes de culture 60mm à raison de 600 000 cellules pour une confluence d’environ 70% 

24 heures après, au moment de la transfection. Cette dernière se fait comme suit pour une boîte 

60mm. Deux solutions A et B : 

Solution A : 169µL d’eau pure, 25µL de phosphate de calcium 2M et 6 µg de plasmide  

Solution B : 200 µL de 2X tampon HEPES saline (HBS). La solution B est rajoutée à la solution 

tout en vortexant. La solution est incubée pour 15 min à température ambiante. Les boîtes sont 

transfectées avec 300µL du mélange final. 

B. COS7 

Les COS7 sont cultivées dans un milieu DMEM 4 ,5g/L glucose contenant 10% de sérum de 

veau fœtal (FBS) et 1% de pénicilline-streptomycine (PS). Les cellules sont maintenues dans 

un incubateur à 37°C avec 5% de CO2.  

Ces cellules ont servi dans le cadre des études de la localisation membranaire et subcellulaire 

de la forme WT et mutées de CACNA2D4. Les cellules sont ensemencées à raison de 200 000 

cellules dans une boîte de 35mm avecune lamelle stérile déposée au fond. Les cellules sont 

transfectées avec le kit jetPRIME (101000015, Polyplus) à 60% de confluence. Dans 200µL 

de tampon, on ajoute 2µg de plasmide et 4µL de réactif jetPRIME. La solution est incubée 10 

min à température ambiante puis déposée dans les boîtes à 48H d’incubation.  
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C. Cellules satellites murines 

Les cellules satellites de souris WT ou hétérozygotes CACNA2D4 S306R ont été isolées à partir 

de portées d’un jour. Protocole de dissection des cellules satellites joint en (annexe 4). 

Les cellules sont ensemencées, dans des fluorodish ou des boîtes 35mm revêtues d’une couche 

de matrigel (1/100), avec une densité de 800 cellules/µL de milieu de prolifération composé de 

Ham-F10, 20% FBS, 1% PS et 1% UltroSerG pendant 3 heures pour permettre l’adhérence.  

Les cellules sont mises en différenciation dans du DMEM 1g/L glucose, 2% sérum de cheval 

et 1% PS.  

• Pour l’imagerie calcique : Après ensemencement pendant 3H pour adhérence, les 

cellules sont ensuite mises en différenciation pour 3 jours. 

• Pour l’immunofluorescence, des cellules satellites WT sont transduites avec des 

lentivirus codant pour la protéine α2δ-4 WT ou mutée après 24H de différenciation. 

Une deuxième couche de matrigel (1/3 vol/vol dans du milieu de différenciation) est 

ajoutée à deux jours de différentiation pour éviter le décrochage des myotubes.   

III. Biologie moléculaire 

A. Etude de l’expression musculaire de CACNA2D4 

 RT (q)PCR  

L’expression tissulaire de CACNA2D4 reste mal connue. Étant le dernier membre de la famille 

des sous-unités alpha-2-delta des canaux calciques voltage-dépendants à être caractérisé, 

l’étude de sa répartition tissulaire reste encore une question à investiguer. Pour étudier cette 

expression surtout au niveau du muscle squelettique, des extraits d’ARN obtenus à partir de 

quadriceps de souris WT sont utilisés. En se basant sur la littérature, on sait que l’expression 

de α2δ-4 est établie dans l’œil au niveau de la rétine. Donc des échantillons d’ARN obtenus à 

partir d’yeux de souris ont aussi été utilisés comme contrôle positif.  

Les ARN ont été extraits en utilisant le kit RNA Set for NucleoZOL (MACHEREY-NAGEL, 

740406.50) et puis les ADN complémentaires par transcription reverse avec le kit iScriptTM 

cDNA Synthésis kit (BIO-RAD, 1708897).  
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Une PCR, pont final permettant d’investiguer la présence d’un transcrit CACNA2D4 a été faite 

avec la paire d’amorces se situant au niveau dans les exons 8 et 13 respectivement en 

orientation sens GCTGAGGATGGCTATCGCCA et en anti-sens 

CCTCTGTCCAGATGATGTCGT. Les amplicons ont été déposés et migrés sur un gel agarose 

1% 0.5% gel Red. La révélation a été faite sur l’appareil GelDoc Go de BIO-RAD.  

Dans une première approche d’investigation d’un transcrit musculaire, une RTqPCR a 

également été réalisée avec des amorces dirigées contre les exons 1 et 2 connus pour être sujets 

à épissage alternatif et les exons invariants 10 et 11 (Tableau amorces Annexe 1).    

 RACE-PCR  

La séquence du transcrit musculaire inconnu de la littérature a été identifiée par 5’/3’RACE 

PCR. 

Pour l’investigation de l’expression de CACNA2D4 dans le muscle squelettique chez la souris, 

j’ai donc réalisé une 5’/3’ RACE PCR à partir d’extraits d’ARN messagers provenant du 

quadriceps. La RACE PCR pour Random Amplification of cDNA Ends ou PCR est 

particulièrement utile pour identifier des séquences d'ADNc inconnues, pour cloner des gènes 

complets à partir de séquences partielles, ou pour étudier les extrémités des ARN messagers. 

La RACE PCR est basée sur l’amplification aléatoire des extrémités d’ADN complémentaire. 

C’est une technique de biologie moléculaire utilisée pour amplifier des séquences d’ADN à 

partir d’extraits ARN ou ADN partiellement connus. Voici le principe en quelques points : 

Synthèse d'ADNc (ADN complémentaire) : L'ARN cible est d'abord converti en ADNc  

Amplification aléatoire des extrémités : Des amorces dégénérées sont utilisées pour 

amplifier les extrémités 5' ou 3' de l'ADNc. Cela permet d'obtenir des séquences d'ADN qui 

peuvent être inconnues à l'origine. 

PCR classique : Une PCR traditionnelle est ensuite effectuée pour amplifier spécifiquement 

les régions d'intérêt identifiées lors de l'amplification aléatoire avec des amorces gènes 

spécifiques et des amorces universelles complémentaires la coiffe en 5’ ou de la queue polyA 

en 3’. 
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Analyse des produits PCR : Les produits de PCR sont clonés et séquencés pour identifier et 

caractériser les séquences cibles d'ADN. 

Ainsi, pour la 5’/3’ RACE, j’ai utilisé le SMARTer® RACE 5’/3’ Kit (634859, TakaraBio) sur 

extraits d’ARN totaux de quadriceps et d’yeux de souris C57BL/6J WT. Les ARN ont été 

extraits en utilisant le kit RNA Set for NucleoZOL (MACHEREY-NAGEL, 740406.50) et puis 

les ADN complémentaires par transcription reverse avec le kit iScriptTM cDNA Synthésis kit 

(BIO-RAD, 1708897).  

Pour les amorces gènes spécifiques (GSP) (Annexe 1), la séquence de l’amorce pour la 

5’RACE est placée sur l’exon 26 et pour la 3’RACE, la séquence complémentaire sur l’exon 

24.  Ces amorces avec des séquences d’homologies de 15 pb permettent le clonage dans le 

plasmide pRACE du kit des transcrits amplifiés.  

Les conditions de PCR sont en annexe 2. 

B. Obtention des plasmides CACNA2D4 et mutagenèse 

Dans le cadre de ma thèse, j’ai eu à produire des constructions afin de les utiliser dans des 

systèmes d’expression hétérologues en surexpression : 

• WT et mutés humains, isoforme canonique dans pcDNA3.1 et pWPXLD 

• WT et mutés murins, isoformes canonique et musculaire définies par la RACE PCR 

dans pcDNA3.1  

Ces constructions sont présentées dans le (Tableau 13 en annexe 3).  

L’ensemble des clonages ont été faits avec le kit In-Fusion® Snap Assembly Master Mix 

(638948, TakaraBio). Le clonage par assemblage homologue In-Fusion est une méthode de 

clonage moléculaire qui permet d'insérer précisément un fragment d'ADN dans un vecteur en 

exploitant la recombinaison homologue entre les extrémités complémentaires du fragment et 

du vecteur. Voici une explication simplifiée du processus : 

Des amorces spécifiques aux extrémités de l’insert et du vecteur sont conçues. Ces amorces 

contiennent des séquences complémentaires permettant l'assemblage homologue. Les 
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extrémités complémentaires s'apparient et la recombinaison se produit, permettant l'insertion 

du fragment d'ADN dans le vecteur. Le produit de la réaction d'In-Fusion est introduit dans des 

cellules compétentes (636763, Takara Bio Stellar™ Competent Cells) pour la création de 

clones recombinants. Le clonage par assemblage homologue In-Fusion offre une alternative 

efficace et précise au clonage traditionnel basé sur les sites de restriction, permettant 

l'assemblage de fragments d'ADN sans les contraintes liées aux sites de restriction.  

• Plasmides pcDNA3.1 contenant cDNA de CACNA2D4 (NM_172364.5) humain WT et 

mutés taggués HA 

L’introduction des mutations ont été faite par mutagenèse dirigée dans le plasmide pcDNA3.1 

HA-CACNA2D4humain WT, don de Amy Lee (Lee et al., 2015).  

• Plasmides pcDNA3.1 contenant le cDNA murin CACNA2D4 canonique 

(NM_001347427.2) et la forme musculaire WT et mutées 

Les transcrits 5’ et 3’ issus de la RACE PCR de CACNA2D4 ont été sous-clonés pour 

reconstruire la séquence complète. Cette dernière a été transférée dans un plasmide 

d’expression, pcDNA3.1 avec un promoteur CMV. Dans ce cadre, on a utilisé la recombinaison 

homologue avec la technologie In-Fusion pour reconstruire ces transcrits en deux temps.  

D’abord la reconstitution de la séquence complète du transcrit dans le plasmide pRACE : les 

amorces ont été placées sur l’exon 24 en commun pour le transcrit canonique souris 

CACNA2D4 FL et le transcrit musculaire CACNA2D4 M. Un site de restriction unique SmaI 

dans l’exon24 a permis la linéarisation du plasmide. La partie 3’ est amplifiée à partir du site 

SmaI de l’exon 24 jusqu’au dernier exon 38. Par recombinaison, la séquence 3’ est transférée 

dans le plasmide pRACE contenant la partie 5’ linéarisée avec SmaI (Figure 11).   

Les séquences complètes des transcrits canonique CACNA2D4 et musculaire CACNA2D4 M 

souris sont amplifiées et transférées dans pcDNA3.1 préalablement linéarisé avec BamHI.. 

L’ensemble des mutations ont aussi été introduites dans le plasmide pcDNA3.1 HA-

CACNA2D4souris WT. Un tag interne HA (YPYDVPDYA) entre les nucléotides 1512-1513 

(numérotation basée sur la forme canonique) a également introduit par mutagenèse dirigée avec 
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recombinaison homologue grâce à des amorces avec des séquences complémentaires codant le 

tag HA.  

 

Figure 11 : Protocole de clonage des transcrits murins CACNA2D4 à partir des produits de la RACE PCR 

• Plasmides dans pWPXLd pour la production de lentivirus  

Pour la production de lentivirus, les ADN complémentaires des différents transcrits de 

CACNA2D4 ont été transférés dans un plasmide pWPXLd par recombinaison homologue. Les 

inserts ont été amplifiés des plasmides pcDNA3.1 respectifs puis insérés dans pWPXLd 

linéarisé avec EcoRI/BamHI enlevant ainsi le tag GFP présent dans ce plasmide. Ce dernier est 

un vecteur de transfert lentiviral largement utilisé pour la production de particules virales 

lentivirales (protocole en annexe) et encode la protéine de capside et les gènes de l'enveloppe.  

L’ensemble des amorces utilisées sont à retrouver en Annexe 1. 
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IV. Etudes biochimiques  

A. Préparation des tissus  

 Homogénats de tissus murins 

L’expression de différents gènes impliqués dans le processus de couplage excitation-

contraction du muscle squelettique ont été investigués dans le cadre de la caractérisation du 

modèle murin. Une autre partie majeure a été aussi d’élucider l’expression tissulaire de α2δ-4. 

Les tissus, muscle squelettique et yeux, ont été homogénéisés dans un tampon de broyage 

(200mM sucrose, 20mM Hepes pH 7.4 et 0.4mM CaCl2) supplémenté avec les inhibiteurs de 

protéases (PMSF et DFP). Après dosage au BCA (kit BCA Protein Assay A55864, 

ThermoFisher), 40µg sont déposées sur un gel 8% pour l’expression tissulaire de α2δ-4 et 5-

15% pour le reste.  

Pour α2δ-4, l’anticorps utilisé est un don d’une équipe de l’Université d’Austin au Texas 

dirigée par le Dr. Amy Lee. Cet anticorps a été caractérisé et publié par cette équipe (Kerov et 

al., 2018).  

 Fractionnement subcellulaire du muscle squelettique murin  

Tampon d’isolation : 880 mmol/L sucrose, 20 mmol/L HEPES (pH 7.4), 50 mmol/L NaCl, 5 

mmol/L MgCl2, 5 mmol/L EGTA. Supplémenté en inhibiteur de protéases (DFP et PMSF) 

Toute la procédure se déroule sur glace : 50 mg d’échantillon de muscle frais ou congelé sont 

découpés sur une plaque refroidie. Les échantillons sont homogénéisés par minilyse (20s X 2) 

dans 500 µL de tampon d’isolation puis manuellement en utilisant un potter (5 up and down) 

puis lavage avec 500 µL tampon isolation et encore potter 5 up and down. L’homogénat est 

centrifugé à 1 000 g pour 10 min. Le culot 1 (Fraction « nucléaire ») est re-suspendu dans du 

RIPA (supplémenté inhibiteurs de protéases).  Le surnageant 1 est centrifugé de nouveau à 

1 000 g/ 10 min et le culot 2 jeté. Le surnageant 2 est centrifugé 20 000 g/ 25 min et le culot 3 

(Fraction « mitochondriale ») re-suspendu dans du RIPA. Le surnageant 3 est centrifugé 20 000 

g/ 25 min et culot 4 jeté. Le surnageant 4 subit une centrifugation de 45 000 rpm/ 30 min. Le 

Surnageant 5 constitue la fraction « cytosolique » et le culot 5, le microsome (re-suspendu dans 

du RIPA). Les différentes fractions sont analysées par western blot.  
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B. Western blot 

Cette méthode a servi dans les études d’expression de CACNA2D4 et de STAC3. 

Les extraits protéiques issus des expériences sont dosés au BCA et déposés sur un gel 

acrylamide. La migration s’est faite sous une tension constante de 200 V jusqu’à la sortie du 

front de migration puis le transfert sur une membrane PVDF 0.45μm (Immibilon-P, Millipore, 

IPVH00010) pendant 4 Heures avec un ampérage constant de 0.8A. Les membranes ont été 

bloquées avec du lait écrémé à 4 % PBS-Tween 0.1 % pendant 30 minutes à température 

ambiante.  

Puis les membranes sont incubées en chambre froide sur la nuit avec les anticorps primaires 

puis après lavage 3X PBS-Tween 0.1%, elles sont incubées avec les anticorps secondaires 

couplés à la HRP (Tableau 8) pour tous. La révélation de la protéine a été faite sur un 

chemiDoc Touch (Biorad) avec Pierce ECL Western (ThermoFisher, 32106). Les signaux 

protéiques ont été quantifiés à l’aide d’ImageJ. 

C. Biotinylation de surface 

Cette méthode a servi dans le cadre du projet CACNA2D4 pour étudier l’impact des mutations 

sur la localisation à la surface cellulaire. Il a également servi pour étudier l’impact sur 

l’adressage à la surface de la mutation sur CACNA1S c.2970G>A dans l'exon 24. 

L’isolation des protéines membranaires permet d’étudier l’impact des mutations sur la 

localisation de la protéine. Le principe consiste à utiliser la capacité de la sulfo-N 

Hydroxysuccinimide-biotine à se lier aux amines primaires, mais surtout de ne pas traverser la 

membrane plasmide sur des cellules vivantes. Ainsi, les protéines biotinylées peuvent être 

éluées en utilisant l’affinité de biotine avec la streptavidine.   

Les cellules HEK 293T transfectées avec les plasmides codant pour α2δ-4 WT ou muté, soit la 

forme humaine ou murine, sont biotinylées 48H après. Les cellules sont lavées avec du tampon 

phosphate saline 1X (PBS) puis incubées 30 minutes sur glace dans 50mM de EZ-Link Sulfo-

NHS-S-S-Biotine (21331, ThermoFisher). La biotine en excès est neutralisée avec du Tris 

50mM froide. Les cellules sont ensuite lysées dans du PBS 1X, 1% Igepal et 0.1% SDS 
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supplémenté avec des inhibiteurs de protéases (PMSF et DFP). Les lysats sont centrifugés 13 

000g pendant 10 minutes. Le surnageant contenant les protéines est récupéré après une 

centrifugation et le culot est jeté. Les protéines sont dosées au kit BCA (23235, ThermoFisher), 

40µg sont gardés pour analyser le lysat cellulaire et environ 600µg sont incubés avec des billes 

d’agarose streptavidine (20357, ThermoFisher) au froid toute la nuit pour isoler les protéines 

de surface ainsi biotinylées ou 1h à température ambiante.  Les billes sont ensuite centrifugées 

à 500g 3 minutes et le surnageant, constituant la fraction intracellulaire, est mise de côté pour 

être analysée. Les billes de streptavidine sont ensuite lavées avec du RIPA (150mM NaCl, 

50mM Tris-HCl (pH 8), 1% NP-40, 0.5% Sodium deoxycholate and 0.1% SDS). Par la suite 

l’élution de la fraction biotinylée est faite avec du tampon 2X de western blot contenant du β-

mercapto-éthanol, un agent réducteur permettant de libérer les protéines biotinylées des billes 

agarose streptavidine en rompant le pont disulfure du Sulfo-NHS-S-S-Biotine. Les différentes 

fractions, intracellulaires et membranaires (biotinylées) sont analysées par western blot comme 

décrit ci-dessus sur un gel acrylamide 5-15%.  

D. Co-Immunoprécipitation 

Ce protocole a été basé sur l’article (Dahimene et al., 2022). Les cellules ont été remises en 

suspension dans un tampon de co-IP (20 mM HEPES (pH 7,4), 300 mM de NaCl, 1 % de 

digatonine et inhibiteurs de protéases (PI) (DFP et PMSF)), soniquées pendant 8s à 20 kHz et 

mise en rotation pendant 1 h à 4 °C.  Les échantillons ont ensuite été dilués avec un volume 

égal de 20 mM 7 HEPES (pH 7,4), 300 mM de NaCl, 1 mM de CaCl2, 1 mM de MgCl2, avec 

PI (à 0,5 % de concentration finale de digitonine), mélangés par pipetage et centrifugés à 18 

000 x g pendant 20 min. 2 mg de protéines totales ont été ajustés à 3 mg/ml avec un tampon 

co-IP et incubés pendant une nuit à 4 °C avec des billes magnétiques anti-HA (88836 

ThermoFisher). Le reste a servi à la préparation du contrôle de lysat total à 1mg/ml. Les billes 

ont ensuite été lavées trois fois avec du RIPA. L’élution a été faite dans du tampon dénaturant 

2X 1H à température ambiante. Les différents échantillons sont révélés par western blot comme 

décrit ci-dessus.  
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V. Techniques d’imagerie 

A. Immunofluorescence 

 Réexpression ectopique sur COS7 pour l’étude de la localisation de 

α2δ-4 wild-type et mutés 

Les COS7 ont servi à la fois pour étudier sur un système ectopique, avec la reconstitution du 

canal DHPR avec les sous-unités principales, la localisation intracellulaire de α2δ-4 sur des 

cellules perméabilisées ou sa présence à la membrane, quand exprimé seul, sur des cellules non 

perméabilisées.  

Les cellules sont lavées dans du PBS 1X puis fixées au para-formaldéhyde 4% (PFA) suivi 

d’un rinçage avec du NH4Cl 50mM.  

Pour la condition avec perméabilisation, les cellules sont mises dans du PBS 1X triton 0.1% 

pendant 10 minutes à température ambiante puis bloquées dans du PBS-Tween 0.1% avec 20% 

de sérum de chèvre et 4% de BSA pendant une heure. Les cellules sont alors incubées avec les 

anticorps primaires anti-HA et anti-Climp63 pour marquer le réticulum (Tableau 8).   

Pour la condition non perméabilisée, les cellules sont bloquées dans du PBS 1X avec 20% de 

sérum de chèvre et 4% de BSA pendant 1 heure.  Elles sont ensuite incubées avec les anticorps, 

dilués dans le tampon de blocage, anti-HA et un anti-Cdk2 comme patron cellulaire. Les 

anticorps secondaires anti-souris Cy3 pour HA et anti-lapin Cy5 pour le Cdk2 (Tableau 8).  

Au préalable, après l’étape de fixation, les cellules ont été traitées 5 minutes à température 

ambiante avec de la WGA (wheat germ agglutinin) (1/500 ThermoFisher W11261) pour 

marquer la membrane plasmique.   

 Etude de la colocalisation Cav1.1 – α2δ-4 sur myotubes de souris 

transduits  

Les myotubes issus de souris WT sont transduits avec un lentivirus codant pour α2δ-4 pour 

étudier sa co-localisation avec DHPR.  Après deux semaines de différenciation, ils sont fixés 

avec du PFA 4% puis rincés avec du NH4Cl. Ils sont ensuite perméabilisés avec du PBS 1X 

triton 0.2% pendant 20 minutes, suivi d’un blocage dans du PBS triton 0.1% avec 10% de FBS 

pendant 1 heure.  
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Les cellules sont ensuite incubées pendant 1H30 avec les anticorps, dilués dans le tampon de 

blocage, anti-Cav1.1 et anti-HA. Les anticorps secondaires anti-souris alexa488 pour HA et 

anti-lapin Cy3 pour Cav1.1 (Tableau 8). 

Les noyaux ont été marqués par du hoechst 1/1000 5 minutes à température ambiante.  

Pour l’acquisition des images, pour les Cos7 ça été fait avec un confocal Leica SPE et pour les 

myotubes sur le Confocal LSM710/Airyscan (Zeiss).  

Tableau 8 : Tableau des anticorps primaires et secondaires utilisés  

 

B. Imagerie calcique 

Cette méthode a servi dans l’étude des relâchements de calcium dans les myotubes des souris 

CACNA2D4 S306R hétérozygotes et aussi pour investiguer l’impact des mutations 

homozygotes composites STAC3 sur des myotubes humains issus du patient.  

Les cellules satellites sont mises en différenciation pour trois jours comme décrit dans la partie 

culture cellulaire. Les myotubes ainsi différenciés sont incubés avec une sonde calcique, le 

fluo-4 Direct (Life Technologies, F10471) 30min à 37°C. Cette sonde diffère de la génération 

précédente des sondes Fluo-4 AM en ce qu’elle supprime la fluorescence de fond, fonctionne 

Anticorps primairess

Stac3 1/1000 Proteintech, 20392-1-AP Western blot

RyR1 1/1000 homemade Western blot

MF 20 (Chaine lourde myosine) 1/1000 DSBH Western blot

GAPDH 1/2500 Cell signaling 2118 Western blot

HA (hémaglglutinine) 1/1000; 1/300 Thermofisher 28183 Western blot/IF 

RFP (Red fluorescence protein) 1/1000 Rockland 600401379 Western blot

DHPR (Cav1.1) 1/1000 Sigma HPA048892 Western blot

α2δ-4 1/1000 don Amy Lee Western blot

Flag 1/1000 Cell signaling 8146T Western blot

Cdk2 1/300 Santa Cruz SC163 IF

Anticorps secondaires

Anti-souris HRP 1/10000 Jackson Western blot

Anti-lapin HRP 1/10000 Jackson Western blot

Alexa488 anti-souris 1/500 Thermofisher IF

Cy3 anti-lapin 1/500 Thermofisher IF

Cy3 anti-souris 1/500 Thermofisher IF

Cy5 anti-lapin 1/500 Thermofisher IF
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dans un format de « simple ajout » nécessitant pas de déestérification et peut être utilisée en 

milieu complet.   

Différents stimuli ont été utilisés :  

• KCl 140 mM en présence de calcium extracellulaire (5.92g de KCl dans HEPES 10mM 

pH 7.4, MgCl2 1mM, CaCl2 2mM) : 

Les myotubes après l’incubation sont lavés et maintenus jusqu’à l’imagerie calcique dans du 

Krebs (136 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgCl2, 10 mM HEPES (pH 7,4), 2 mM CaCl2) 

supplémenté avec 6 mM D-glucose pour des expériences en présence de calcium 

extracellulaire. Après aspiration du Krebs, les cellules sont stimulées avec du KCl 140 mM. 

J’ai également étudié l’impact du pH extracellulaire sur le couplage excitation – contraction 

dans le cadre du projet CACNA2D4. Différents pH (6.3 ; 7.4 et 8) ont été testés afin d’étudier 

l’impact de la mutation sur la fonction des α2δ comme régulateur de l’inhibition par les protons 

des canaux calciques voltage-dépendant. Les solutions de Krebs et le KCl ont été acidifiées ou 

basifiées respectivement avec du HCl ou du KOH.  Les myotubes sont maintenues à un pH 

constant tout le long de l’expérience. 

• KCl 140mM en absence de calcium extracellulaire (5.92g de KCl dans HEPES 10mM 

pH 7.4, MgCl2 2mM, EGTA 1mM) : 

L’absence de calcium extracellulaire permet d’étudier les flux de calcium intracellulaire induit 

uniquement par le phénomène VICR (la libération de calcium induite par voltage) et non le 

CICR (la libération de calcium induite par le calcium entrant via le DHPR).  

Pour l’imagerie calcique en l’absence de calcium extracellulaire, les cellules sont lavées et 

maintenues dans du Krebs sans calcium (136 mM NaCl, 5 mM de KCl, 3 mM de MgCl2, 10 

mM de HEPES (pH 7,4), 1 mM d’EGTA (pH 7,4), 0,1 mM de LaCl3, 0,5 mM de CdCl2) et on 

ajoute 6 mM de D-glucose.  

• 4-chloro-m-crésol (4-CMC) 500μM dans Krebs avec calcium 

Le fonctionnement du canal RyR1 a aussi était testé en le stimulant directement avec 500µM 

de 4-chloro-m-crésol (4CMC) agoniste RyR1. 



Matériel et méthodes 
124 

Les flux calciques ont été quantifiés avec ImageJ. 

VI. Caractérisation du modèle murin  

Pour mettre en évidence un phénotype hyperthermie d’effort chez notre modèle, les souris 

doivent être dans les conditions qui entraînent le déclenchement de la pathologie d’où un 

protocole de course soutenue. Dans la littérature liée à l’HE, il est établi que l’humidité est un 

facteur de risque, car lorsque élever cela diminue la capacité de sudation (Bouchama et al., 

2022). Ainsi, ce protocole est basé sur les travaux qui ont été faits par Orlando Laitano pour 

entrainant chez des souris WT. En contrôlant les paramètres environnementaux, température et 

humidité, il a réussi à entraîner un épuisement avec élévation de la température rectale de ses 

souris dû à l’effort (Garcia et al., 2020).  

A. Protocole de course  

Ce protocole expérimental a été évalué et a reçu l’aval du comité d’éthique CEEA-004. Tout a 

été mis en œuvre pour respecter le bien-être animal avec la règle des 3R (Remplacement, 

Réduction et Raffinement.  

Les souris hétérozygotes CACNA2D4 S306R obtenues par CRISPR-Cas9, ont été backcrossées 

sur trois générations afin d’éliminer les éventuels effets off-targets que la prédiction bio-

informatique n’aurait pas mis en exergue. 

La taille des cohortes a été définie en se basant sur la littérature (Garcia et al., 2018a, 2020; He et 

al., 2020), 7 souris au moins par génotype et par sexe ont été nécessaires.  Ainsi, pour les mâles, 

on a 7 souris WT et 8 hétérozygotes âgées de 2-3 mois. Pour les femelles, on a 15 souris par 

génotype.   

Le protocole commence par 4 jours d’entraînement des souris sur un tapis roulant BIOSEB 

(BX-TM) avec une vitesse modérée à raison de 10cm/s pendant 10 minutes/jour afin qu’elles 

s’habituent à l’environnement du tapis. Cette partie s’est déroulée à température et à l'humidité 

ambiante. Dans le même temps, leur température rectale était prise en début et en fin de course 

pour atténuer le stress de cette manipulation invasive et donc fausser les données.  
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Après deux jours de repos, post-entraînement, le challenge physique visant à déclencher 

l’hyperthermie d’effort est mis en place (Figure 12). Il consiste à une heure de course avec une 

vitesse initiale de 5 m/s qui est incrémentée toutes les 5 minutes pour atteindre 20 cm/s 

maintenue tout le long de l’exercice. Les paramètres environnementaux sont monitorés et fixés 

à 37°C pour une humidité située entre 40 et 60%. La température rectale des souris est relevée 

en début de course et à la fin, une fois que l’animal a atteint un des points limites fixés.  

Deux points finaux ont été fixés :  

• La souris va au bout de l’heure d’exercice sans arrêter sa course. 

• Ou l’arrêt de l’exercice au moins pendant 10 secondes en restant sur la grille 

d’électrostimulation (des stimuli électriques de faibles amplitudes 0.5mA) servant pour motiver 

l’exercice.  

Une fois que l’un de ces événements s’est produit, la souris est soustraite du tapis et euthanasiée 

pour réduire la souffrance animale et prélever du sang pour des analyses biochimiques. Le sang 

ainsi prélevé est mis dans des tubes héparinés puis centrifugé pour dosage du taux de créatine 

Phosphokinase (CPK) sérique qui est l’enzyme permettant de mettre en évidence une 

rhabdomyolyse. La rhabdomyolyse, lyse des cellules musculaires, est l’une des principales 

complications qui accompagne de façon systématique la crise d’hyperthermie d’effort. 
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Figure 12 : Protocole hyperthermie d’effort de course sur tapis roulant. Les couleurs pour les génotypes 

différents (Verte : CACNA2D4WT/S306R ;  Rouge : CACNA2D4WT/WT) 

B. Protocole test de sensibilité à la chaleur 

Le stress thermique peut entraîner la survenue d’une crise d’hyperthermie maligne 

peranesthésique comme c’est observé chez les modèles murins de la maladie (Dainese et al., 

2009).  

Ainsi, j’ai voulu tester la sensibilité au stress thermique sur ce modèle murin. Les souris WT 

et hétérozygotes S306R sont placées dans une chambre climatique réglée à 41°C pendant 30 

minutes.  

Donc des souris âgées de trois mois WT et hétérozygotes de la même portée ont été utilisées 

pour cette expérimentation. Les cohortes sont composées comme suit :  

• Mâle : 13 hétérozygotes et 12 souris WT  

• Femelle : 9 hétérozygotes et 9 WT  

C. Protocole test de sensibilité à l’isoflurane (anesthésique halogéné) 

La sensibilité aux anesthésiques halogénés est la cause principale de l’hyperthermie per-

anesthésique maligne. Le lien entre le HE et le HM depuis les années 90, fait l’objet d’une 
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controverse récurrente due à la ressemblance des signes cliniques et physiopathologiques de 

ces deux conditions.  

Ainsi, j’ai voulu tester la sensibilité de notre modèle à l’isoflurane, un des membres de la 

famille des anesthésiques halogénés, couramment utilisé en expérimentation animale.  

Donc des souris âgées de trois mois WT et hétérozygotes de la même portée ont été utilisé pour 

cette expérimentation. Les cohortes sont composées comme suit :  

• Mâle : 4 hétérozygotes et 4 souris WT (wild-type) 

• Femelle : 5 hétérozygotes et 3 WT  

Les protocoles sont basés sur ce qui a été fait sur les souris modèles HM avec des mutations 

sur RYR1 ou CASQ1 (Protasi et al., 2009; Yamazawa et al., 2021).  

L’anesthésie est induite avec 3% d’isoflurane 1000mg puis maintenue avec 2% sur 1h30. Les 

souris sont placées sur une plaque chauffante à 37°C pour éviter le refroidissement et une sonde 

rectale permet de suivre tout le long de l’expérience les modifications de la température 

centrale.    

A la fin de la procédure, les souris ont suivi un protocole de réveil en les mettant dans une 

enceinte chauffée avec une lampe infrarouge.  

D. Electrophysiologie (En collaboration) 

Les études d’électrophysiologies ont été faites en collaboration.  

• Université du Texas (Amy Lee team) :  

Ainsi, l’étude par patch-clamp du canal DHPR reconstitué, en transfectant dans des cellules 

HEK 293T avec Cav1.1/Stac3/β1a et soit avec la forme musculaire α2δ-4 wild-type ou avec la 

mutation S306R, soit avec α2δ-4 canonique wild-type ou encore α2δ-1 wild-type, a été faite 

par Juan de la Rosa Vasquez de l’Université du Texas.  

Différents paramètres ont été étudiés, l’activation et l’inactivation dépendant du voltage, les 

densités de courant et l’inhibition du canal DHPR médiée par les protons.  
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• INSA (Institut National des Sciences Appliquées) de Lyon (Bruno Allard) 

L’étude des courants calciques et des relâchements de calcium voltage-dépendant du réticulum 

a été faite sur des fibres isolées de souris WT et hétérozygotes CACNA2D4 S306R.  

VII. Statistique  

La taille des cohortes a été définie en se basant  sur les études sur le modèle préclinique 

d’hyperthermie d’effort (Garcia et al., 2018a, 2020; He et al., 2020).  

Les études d’imagerie calcique sur les myotubes ont été faites en triplicata avec un nombre 

minimum de 90 myotubes par condition. 

Pour l’ensemble des données, concernant l’imagerie calcique et les tests phénotypiques sur le 

modèle murin, la distribution des valeurs a été testée avec Kolmogrov-Smirnov, Shapiro-wilk 

et test d'adéquation du χ². Le choix du t-test est justifié par l’existence d’une distribution 

normale et la taille de l’échantillon inférieure à n=30. Le test U de Mann-whitney est utilisé ici 

pour les faibles échantillons, n=3.   

Tous les résultats sont exprimés en moyennes ± s.e.m. La signification statistique a été 

déterminée à l'aide du t-test non apparié ou Mann-whitney réalisés avec le logiciel GraphPad 

Prism. P < 0,05 a été considéré comme statistiquement significatif et * indique P < 0,05, **P 

< 0,01 et ***P < 0,001. 

VIII. Bio-informatique 

Différents outils de bio-informatique ont été utilisés dans le cadre de cette thèse pour étudier 

différents paramètres.  

Avec https://www.uniprot.org/align pour étudier le degré de conservation des acides aminés 

mutés sur CACNA2D4 sur les différents isoformes α2δ. https://alphafold.ebi.ac.uk/ a permis de 

faire la prédiction de la structure 3D de CACNA2D4 canonique et de situer les mutations 

identifiées.  

L’étude de l’isoforme musculaire de CACNA2D4 par https://atgpr.dbcls.jp/ a permis de 

déterminer le site d’initiation de la traduction et la présence d’une séquence KOZAK. La 

présence d’un peptide signal en N-terminal a également été étudiée avec 

https://www.uniprot.org/align
https://alphafold.ebi.ac.uk/
https://atgpr.dbcls.jp/
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https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/ pour prédire la probabilité. J’ai 

également investigué les mécanismes d’épissage alternatifs en identifiant les sites et les 

facteurs impliqués avec http://www.introni.it/splicing.html.   

Les régions promotrices sur l’isoforme musculaire a également été investiguée avec 

https://services.healthtech.dtu.dk/services/Promoter-2.0/ .  

Dans le cadre de la création de la lignée CACNA2D4 S306R, j’ai déterminé les séquences des 

guides gRNA et de l’oligonucléotide simple brin utilisé pour la création du modèle murin avec 

http://crispor.tefor.net/crispor.py. Cet outil a également servi pour déterminer les régions off-

targets à vérifier. J’ai également fait une analyse quantitative des éditions présentes sur les 

résultats de séquençage sanger des souris fondatrices avec https://decodr.org/. Les données de 

séquençage ont également été analysées avec https://www.benchling.com/ pour les 

alignements. Ces outils ont également servi pour le clonage afin de dessiner les différentes 

paires d’amorces utilisées.    

L’analyse des différentes images d’immunofluorescence et de western blot a été faite avec 

Image J.  

 

https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/
http://www.introni.it/splicing.html
https://services.healthtech.dtu.dk/services/Promoter-2.0/
http://crispor.tefor.net/crispor.py
https://decodr.org/
https://www.benchling.com/
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Projet principal : CACNA2D4, 

dans la survenue de 

l’hyperthermie d’effort (HE) 
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L’objectif de cette partie de mon travail de thèse a été d’établir l’implication de CACNA2D4 

dans la survenue de l’hyperthermie d’effort (HE).  

Ce gène a été défini comme un excellent gène candidat après identification en exome, sur le 

gène CACNA2D4 chez 4 patients ayant présenté une crise d’hyperthermie d’effort, de 3 variants 

faux-sens rares : p.(Asp217Tyr ; D217Y), p.(Gly250Arg ; G250R), p.(Ser299Arg ; S299R) et 

un variant intronique, c.486+1G>A dont les conséquences possibles sont : V162del (ΔV162) 

et N143_V162del (ΔExon4). Le variant p.(Ser299Arg) était particulièrement intéressant car se 

localisant dans le domaine fonctionnel MIDAS, permettant l’interaction entre α2δ et α1.  

Plusieurs études ont été réalisées dans le but de montrer l’implication de CACNA2D4 dans 

l’HE. 

Premièrement, l’impact des quatre variants d’intérêt identifiés sur le gène CACNA2D4 a été 

étudié en modèle de surexpression. L’impact sur l’expression, la localisation, l’interaction avec 

Cav1.1 et la libération de calcium a été étudié. 

Deuxièmement, une souris Knock-In CACNA2D4 p.(Ser306Arg ; S306R) a été conçue. Ce 

modèle animal était ainsi porteur du variant équivalent au variant p.(Ser299Arg ; S299R) 

identifié chez un des patients de la cohorte Hyperthermie d’Effort. Ce modèle animal a ensuite 

été caractérisé sur le plan clinique et cellulaire, à la recherche d’une susceptibilité à 

l’hyperthermie d’effort, d’une hypersensibilité à la chaleur, et d’une susceptibilité à 

l’hyperthermie maligne peranesthésique.   

Troisièmement, l’expression musculaire squelettique de CACN2A2D4, non prouvée à ce jour, 

a été caractérisée par étude et séquençage du transcrit musculaire, recherche de la protéine en 

western blot et spectrométrie de masse.   

I. Caractérisation fonctionnelle in vitro des mutations sur CACNA2D4 

Dans cette première partie de mon travail de thèse, l’objectif était d’étudier l’impact fonctionnel 

des mutations identifiées sur CACNA2D4 chez les patients hyperthermie d’effort. J’ai ainsi 

étudié l’implication de ce gène candidat dans la survenue de la pathologie. 
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Pour rappel, l’objectif de ce projet est l’implication du gène candidat CANA2D4 dans l’HE. 

Des résultats préliminaires avaient permis d’identifier quatre variants d’intérêt sur le gène 

CACNA2D4 chez 4 patients ayant présenté un épisode d’HE : 3 variants faux-sens rare : 

p.(Asp217Tyr ; D217Y), p.(Gly250Arg ; G250R), p.(Ser299Arg ; S299R) et un variant 

intronique, c.486+1G>A dont les conséquences possibles sont : V162del (ΔV162) et 

N143_V162del (ΔExon4). 

J’ai réalisé une caractérisation fonctionnelle des quatre variants identifiés sur CACNA2D4 à 

l’aide de système de surexpression dans des lignées cellulaires. 

L’intérêt de cette caractérisation fonctionnelle est de montrer le caractère pathogène des 

mutations identifiées en investiguant l’impact qu’elles peuvent avoir sur la protéine, son 

expression, sa localisation et ses fonctions comme sous-unité régulatrice des canaux calciques 

voltage-dépendants de type L.  

Pour cela, j’ai utilisé des systèmes d’expression hétérologues, HEK293T et COS7, me 

permettant de reconstituer un canal calcique de type L en réexprimant les sous-unités α1, β1 et 

α2δ. 

L’impact des différentes mutations a été étudié en grande partie sur la forme canonique 

humaine de la protéine α2δ-4hu (ENST00000382722). Une autre partie de cette caractérisation 

fonctionnelle, les études électrophysiologiques principalement, a été faite sur une isoforme 

musculaire de α2δ-4 nommée α2δ-4 M identifiée dans le muscle squelettique de souris. L’étude 

de cette isoforme sera détaillée dans la partie « Caractérisation fonctionnelle de l’isoforme 

musculaire ». 

A. Etude d’expression protéique  

L’expression a été étudiée par réexpression de CACNA2D4 WT et mutées par transfection de 

pcDNA 3.1 codant la forme canonique α2δ-4hu wild type ou portant les mutations Ser299Arg 

(S299R), Gly250Arg (G250R), N143_V162del (ΔExon4), delVal162 (ΔV162) et Asp217Tyr 

(D217Y) dans des cellules HEK293T. Les protéines extraites ont été analysées par western 

blot. 
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L’analyse de lysats cellulaires des cellules HEK293T par western blot permet de voir que les 

mutations n’impactent pas l’expression de la protéine (Figure 13A). La quantification sur des 

expériences indépendantes (n = 3) montre qu’il n’y a pas de différence de niveau d’expression 

induite par les mutations (p>0.05) (Figure 13B).  

 

Figure 13 : Impact des mutations sur l’expression de α2δ-4. A. Western blot d’expression de α2δ-4 WT et mutées 

exprimés dans des HEK293T quantifié en B. t-test non apparié n=3 (ns p>0.05).  

 

B. Etude de localisation 

La protéine α2δ-4 est une protéine à ancre GPI avec un peptide signal. La synthèse se fait au 

niveau du réticulum endoplasmique où s’effectuent les modifications post-traductionnelles 

permettant la maturation fonctionnelle à savoir l’attache de l’ancre GPI puis l’adressage à la 

surface via le Golgi où se fait le clivage protéolytique.  

- Etude de la distribution intracellulaire par immunofluorescence sur COS7 

perméabilisées 

Une étude de la distribution intracellulaire de α2δ-4 a été faite par immunofluorescence sur des 

cellules Cos7 perméabilisées.  

Grâce à un marquage anti-HA de α2δ-4 et de la protéine ribosomale S6, servant de patron 

cellulaire, j’ai analysé la distribution cellulaire de la protéine α2δ-4 sauvage et de chaque 

protéine α2δ-4 mutée. La quantification (sur n = 30 cellules) de l’intensité de la fluorescence 

du marquage anti-HA  a été faite avec ImageJ linescan (Figure 14A). 
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Les images de microscopie confocale montrent pour la condition WT une distribution étendue 

et homogène de la protéine sur l’ensemble de la cellule, avec une fluorescence périnucléaire 

inférieure à 10%. Soixante pour cent des cellules WT comptées présentent ce profil (Figure 

14A et B). 

Les formes mutées présentent une distribution de la protéine α2δ-4 mutée différente. Seulement 

20 à 40% (selon les mutations) des cellules ont une distribution étendue et homogène de la 

protéine mutée sur l’ensemble de la cellule, avec une fluorescence périnucléaire inférieure à 

10%. Les protéines mutées semblent être concentrées autour du noyau avec une rétention en 

périnucléaire forte avec en moyenne 50% de la fluorescence concentrée autour du noyau. On 

retrouve une distribution périnucléaire pour les protéines mutées.   

Cette étude montre une rétention périnucléaire significative de α2δ-4 en présence des 

mutations. 
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Figure 14 : Rétention périnucléaire de α2δ-4 mutées. A. Microscopie confocale immunofluorescence sur Cos7 

perméabilisées avec un co-marquage de α2δ-4 et de la protéine ribosomale S6 montrant l’étendue de la cellule. Les 

lignes horizontales discontinues représentent la ligne de quantification de la distribution de l’intensité de la 
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fluorescence périnucléaire montrée sur les courbes à gauche. B. Histogramme quantifiant le pourcentage de cellules 

avec une fluorescence autour du noyau inférieur à 10% (n=30 pour chaque condition). Barre d’échelle 20µM. 

 

- Etude de l’impact des mutations sur l’adressage vers la surface de α2δ-4   

En tant que protéine à ancre GPI, la protéine α2δ-4 est localisée dans les radeaux lipidiques à 

la membrane cellulaire. Cette localisation a été étudiée par biotinylation des protéines 

membranaires. 

La biotinylation et l’isolation des protéines membranaires de cellules HEK293T, transfectées 

avec la forme wild type ou mutée p.(Asp217Tyr ; D217Y), p.(Gly250Arg ; G250R), 

p.(Ser299Arg ; S299R), delV162 (ΔV162) et N143_V162del (ΔExon4), suivies d’une 

révélation par western blot ont permis d’étudier l’impact des mutations sur la localisation à la 

membrane de α2δ-4.  

L’analyse de la fraction biotinylée (membranaire) avec l’anticorps anti-HA montre la présence 

d’une expression membranaire de la forme WT et une réduction drastique de l’adressage à la 

membrane des protéines mutées (Figure 15A). La quantification du ratio (fraction biotinylée 

sur lysat total) montre une réduction significative de 73 à 80% de l’expression membranaire 

des formes mutées ((p <0.05) Figure 15B). On note aussi que sur la fraction biotinylée, à la 

condition WT on a deux bandes qui ne sont pas présentes sur le lysat total (Figure 15A).    

Ces résultats montrent une altération significative de la localisation membranaire de α2δ-4 en 

présence des mutations.  
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Figure 15 : Biotinylation de surface A. Western blot de la biotinylation de surface sur des cellules HEK293T 

exprimant α2δ-4 WT et les formes mutées. A droite le lysat cellulaire total, et à gauche la fraction membranaire soit 

les protéines biotinylées. Les niveaux d'expression de la protéine d'intérêt α2δ-4 sont révélés grâce à son tag HA et 

sont comparés à ceux de la protéine de charge GAPDH, servant de contrôle dans la fraction membranaire de l’absence 

de contamination intracellulaire (n=3). B. La quantification relative de l'expression membranaire de la protéine α2δ-4 

par rapport au lysat total (normalisation).  Test U de Mann-Whitney (* p < 0.05). 
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C. Etude de l’impact des mutations sur l’interaction entre α2δ-4 et Cav1.1 

La co-immunoprécipitation anti-HA de α2δ-4 a permis l’étude de l’impact des mutations sur la 

formation du complexe protéique du canal DHPR avec ses sous-unités régulatrices.  

L’immunoprécipitation a été faite sur des lysats de cellules HEK293T coexprimant Cav1.1, 

β1a et α2δ-4 WT ou mutée p.(Asp217Tyr ; D217Y), p.(Gly250Arg ; G250R), p.(Ser299Arg ; 

S299R) V162del (ΔV162) et N143_V162del (ΔExon4). Des billes magnétiques anti-HA ont 

permis d’immunoprécipiter α2δ-4. Le précipité anti-HA a ensuite été analysé par western blot 

(Figure 16A).  

La révélation en western blot montre la présence de Cav1.1 et β1a, démontrant la conservation 

de leur interaction avec α2δ-4 (Figure 16A). Il n’y a pas d’abolition de l’interaction induite par 

les mutations.  

Néanmoins, la quantification de l’interaction entre Cav1.1 et α2δ-4 par la mesure (n=3) du 

rapport Cav1.1 / α2δ-4 dans le précipité anti-HA, montre une réduction significative  de cette 

interaction de 25% pour la protéine mutée p.(Ser299Arg) comparée à la protéine sauvage 

(p=0.0245) Figure 16B). Les autres mutations n’ont pas d’impact significatif sur cette 

interaction.  

Seule la mutation p.(Ser299Arg), localisée dans le site MIDAS, impliqué dans l’interaction 

protéine-protéine, altère l’interaction entre Cav1.1 et α2δ-4 sans pour autant l’abolir. Ce 

résultat est cohérent avec les données de la littérature (Briot et al., 2018).  
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Figure 16 : Etude de l’impact des mutations sur l’interaction entre Cav1.1 et α2δ-4 par co-immunoprécipitation.  

A. A droite le lysat total des HEK293T coexprimant Cav1.1-turboGFP/β1a-flag et α2δ-4 WT et mutés. A gauche la 

co-immunoprécipitation anti-HA (α2δ-4). B. Histogramme de quantification du ratio α2δ-4 immunoprécipité sur 

l’expression totale (lysat total). Test U de Mann-Whitney sur n=3 (* p < 0.05). 
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D. Etude de l’impact fonctionnel sur le canal Cav1.1 du DHPR 

 Etude de l’adressage à la surface de Cav1.1 

En tant que sous-unités régulatrices des canaux calciques de type L, les sous-unités α2δ 

participent à l’adressage de la sous-unité canalaire α1 (Cav1.x) à la surface par un mécanisme 

incomplètement compris, impliquant une interaction directe α1 - α2δ.  

La biotinylation des protéines membranaires a été réalisée sur des cellules HEK293T 

transfectées, réexprimant Cav1.1 seule, ou coexprimant Cav1.1/β1a, ou Cav1.1/β1a et α2δ-4 

WT ou mutée. Les protéines biotinylées ont été éluées grâce à des billes agarose streptavidine. 

Les protéines membranaires (fraction biotinylée), et le lysat total ont été analysés par western 

blot (Figure 17A).  Le rapport Cav1.1 dans la fraction biotinylée sur Cav1.1 dans le lysat total 

a été calculé pour évaluer la fraction membranaire de Cav1.1 dans chaque condition. 

L’observation du lysat total montre l’expression des différentes sous-unités (Figure 17A). 

Dans la fraction biotinylée, on ne note pas de GAPDH, marqueur cytoplasmique, permettant 

de contrôler l’absence de contamination de la fraction biotinylée par du contenu intracellulaire.  

La quantification du rapport Cav1.1 dans la fraction biotinylée sur lysat total montre une 

augmentation de 33% de l’expression membranaire de Cav1.1 dans la condition Cav1.1/β1a 

comparée à Cav1.1 seul (p=0.02). On note une augmentation de 55% de l’expression 

membranaire de Cav1.1 avec l’ajout de α2δ-4 WT à la condition Cav1.1/ β1a (p=0.005). Ces 

résultats montrent que α2δ-4 WT favorise l’adressage à la membrane de Cav1.1 en présence de 

β1a. 

En revanche, l’étude des différentes mutations ne montre pas de différence significative avec 

la condition Cav1.1/ β1a/ HA-α2δ-4 WT et donc il n’y a pas d’impact des mutations sur la 

fonction d’adressage de α2δ-4 (Figure 17B).  
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Figure 17 : Etude de l’impact des mutations sur l’adressage à la surface de Cav1.1. A. Western blot représentant 

le lysat total et la fraction membranaire biotinylée avec GAPDH comme témoin d’absence de fraction intracellulaire. 

B. Histogramme de la quantification du ratio de Cav1.1 dans la fraction membranaire sur l’expression totale. Test U 

de Mann-Whitney sur n=3 (* p < 0.05). 
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 Etude en patch-clamp de l’impact de la mutation p.(Ser2299Arg) sur le 

canal DHPR 

a) Sensibilité au voltage  

Cette étude a été réalisée en collaboration avec l’équipe du Dr. Amy Lee, Université du Texas, 

notamment par le Dr. Juan De la Rosa Vázquez. Cette étude a été faite sur l’isoforme α2δ-4 

canonique souris et sur l’isoforme musculaire α2δ-4 M identifiée chez la souris (Etude 

détaillée dans la partie suivante).  

Il a étudié l’impact de la mutation p.(Ser306Arg) (équivalent souris de la mutation 

p.(Ser299Arg)) sur les potentiels d’activation, l’inactivation dépendant au voltage, les 

mouvements de charges et la sensibilité au pH du canal DHPR reconstitué sur des HEK293T 

coexprimant Cav1.1, β1a, Stac3 avec α2δ-1 WT, α2δ-4 (FL souris) WT, α2δ-4 M WT (souris) 

ou encore α2δ-4 M avec la mutation S306R. 

Dans cette étude, il montre que α2δ-4 M S306R provoque une tension d’activation demi-

maximale du canal plus dépolarisée (Vh = 39,1 ± 3,3 mV) en comparaison à α2δ-1 (27,4 ± 3,3 

mV) ou α2δ-4 FL (28,4 ± 3,2 mV). Aucune différence n’est observées entre α2δ-4 M S306R 

et α2δ-4 M WT (Figure 18C).  

Par contre, l’étude du seuil de potentiel entrainant l’inactivation (Vh inact) du canal montre que 

la mutation S306R sur α2δ-4 M rend le canal Cav1.1 plus sensible à l’inhibition voltage-

dépendante en diminuant le seuil d’inactivation à des potentiels plus faibles en comparaison 

avec α2δ-4 M WT. Ce dernier entraîne, en comparaison à α2δ-4 (FL), une résistance à cette 

inhibition (Figure 18F).  
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Figure 18 : Etude de l’impact de la mutation S306R  sur les potentiels d’activation et de l’inactivation voltage-

dépendant du canal Cav1.1. A. Courants ioniques mesurés pour différentes conditions expérimentales et potentiels 

appliqués. B. Les courbes représentent la relation entre le potentiel de membrane (Vm en mV) et le courant de barium 

normalisé (IBa norm.). C. Histogramme des différentes caractéristiques du canal Cav1.1 : Gmax (nS/pF) : Conductance 

maximale normalisée par la capacité de la membrane, indiquant la conductivité des canaux par unité de surface de 

membrane, Vh act (mV) : Potentiel de demi-activation, le potentiel de membrane auquel la moitié des canaux sont 

activés. Kact (mV) : Pente de la relation courant-tension autour du Vh act, indiquant la raideur de la courbe d'activation. 

Vr (mV) : Potentiel de repos, le potentiel de membrane stable d'une cellule au repos. D. Courant ionique mesuré à 

différents potentiels de préconditionnement (prepulse) de -80mV à +10mV. E. Courbe de mesure les potentiels de 

préconditionnement en fonction de l'intensité du courant normalisé (I/I_max) pour différentes conditions 

expérimentales. F. Histogramme des mesures de la densité de courant Imax(pA/pF), du potentiel de mi-inactivation 

Vh inact et de la pente d’inactivation kinac. (mV). (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001). 
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b) Etude des mouvements de charges  

Il a également étudié l’impact de la mutation sur la relation entre le flux de charge à travers le 

canal et le potentiel de membrane afin d’évaluer la densité d’expression du canal à la surface 

et donc l’impact de la mutation sur l’adressage à la surface du canal DHPR. Il n’observe pas 

de différence entre α2δ-4 M S306R et α2δ-4 M WT en termes de densités de canaux à la surface 

(Figure 42B dans la partie mise en évidence de l’isoforme musculaire). 

c) Etude de la sensibilité au pH du DHPR 

La sensibilité au pH des canaux calciques voltage-dépendants est un processus permettant de 

réguler l’excitabilité des cellules.  

Pour cette raison, l’impact du mutant CACNA2D4 p.(Ser306Arg) sur l’inhibition médiée par 

les protons a été étudiée.  

Les potentiels d’activation du canal DHPR ont été mesurés en fonction du pH extracellulaire 

(8, 7.5, 7.3, 6.7 et 6.3).  

Les données confirment la sensibilité du canal DHPR au pH en présence des isoformes 

sauvages α2δ-1ou α2δ-4 musculaire. A pH acide (6.3 et 6.5) le canal est inhibé et s’active à des 

potentiels plus dépolarisés qu’en milieu basique (8 à 7.5) où le canal s’active à de plus faibles 

potentiels (Figure 19D graphique du milieu).  

De manière très intéressante, cette expérimentation montre que la mutation p.(Ser306Arg) 

diminue la sensibilité du canal au pH. Ainsi, en milieu acide le potentiel d’activation (ΔVh) du 

canal en présence d’α2δ-4 mutée est plus faible qu’en présence d’α2δ-4 M sauvage (Figure 

19D graphique du milieu).  
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Figure 19 : Etude de l’inhibition dépendante au pH du canal Cav1.1. A. Schéma expérimental de patch clamp sur 

HEK293T avec plusieurs pH testés. B. Courbe des courants ioniques mesurés à différents pH (représentés par les 

couleurs) et à différents potentiels. C. Les courbes représentent la relation entre le potentiel de membrane (Vm en mV) 

et le courant de barium normalisé (IBa norm.) à différents pH. D. Quantification de la conductance en fonction du pH 

ΔGmax, du voltage de demi-activation ΔVh et du potentiel de repos de Cav1.1 en fonction des sous-unités associées 

(représentées par les couleurs noire (α2δ-1), bleue (α2δ-4 M WT) et verte (α2δ-4 M S306R)). 

 

En résumé, la mutation p.(Ser306Arg) est associées à de nombreuses altérations sur des 

modèles cellulaires de surexpression. Elle est responsable 1) d’un défaut de localisation de la 

sous-unité α2δ-4 majoritairement retenue en intracellulaire (observée également pour les autres 

mutations, 2) d’une altération de l’interaction avec Cav1.1, 3) d’un abaissement du seuil du 

potentiel d’inactivation de DPHR et 4) d’une diminution de la sensibilité au pH du canal. 

E. Discussion 

L'objectif de cette partie de la thèse était d'analyser l'impact fonctionnel des variants génétiques 

des patients souffrants d'hyperthermie d'effort, sur la protéine α2δ-4 et de déterminer leur 

caractère pathogène. Des expériences in vitro utilisant des systèmes d'expression hétérologues 

ont démontré que, bien que l'expression de la protéine ne soit pas affectée par les mutations, 



Résultats et discussion 
148 

celles-ci entraînent une altération de sa localisation intracellulaire, notamment une rétention 

périnucléaire et une réduction significative de la localisation à la membrane cellulaire. 

Les analyses fonctionnelles révèlent que la mutation p.(Ser299Arg ; S299R), située dans un 

site clé pour l'interaction avec la sous-unité canalaire Cav1.x, réduit d'environ 25% cette 

interaction essentielle, tandis que les autres variants n'ont pas d'impact notable sur cette 

dynamique. De plus, les expériences montrent que les mutations n'affectent pas l'adressage de 

la sous-unité Cav1.1 à la membrane, mais elles altèrent les propriétés électrophysiologiques du 

canal, comme une plus grande sensibilité à l'inactivation voltage-dépendante et une moindre 

sensibilité aux variations de pH. 

En conclusion, bien que les mutations ne modifient pas l'expression ou l'adressage à la surface 

de la sous-unité canalaire Cav1.1, elles impactent la localisation subcellulaire et les fonctions 

électrophysiologiques des canaux calciques, ce qui pourrait contribuer à la pathogénicité des 

variants identifiés chez les patients atteints d'hyperthermie d'effort.  

Rétention périnucléaire et réduction significative de l’expression à la membrane 

cellulaire de α2δ-4 mutées 

Les protéines α2δ sont modifiées afin d’être matures pour être adressées à la surface. La 

protéine synthétisée correctement repliée dans le réticulum est ancrée dans les radeaux 

lipidiques (DRM) avec une ancre GPI puis clivée en deux parties α2 et δ, maintenues par un 

pont disulfure, dans le Golgi pour être adressées à la membrane (Davies et al., 2010). Ce défaut 

d’adressage à la membrane comme effet fonctionnel d’une mutation de la protéine α2δ a déjà 

été identifié dans le cadre de l’encéphalopathie développementale précoce (DEE) sur la sous-

unité α2δ-1 avec la mutation p.(Gly209Asp) dont la position est très conservée (Dahimene et 

al., 2022). Ainsi, cette mutation est l’équivalente de la p.(Gly250Arg ; G250R) sur α2δ-4, 

identifiée chez les patients hyperthermie d’effort, qui montre aussi ce même défaut en 

biotinylation de surface. La mutation Gly209Asp dans le gène CACNA2D1 entraîne une 

substitution d'acides aminés qui affecte la structure de la protéine α2δ-1. Cette mutation 

perturbe la stabilité d'une structure en feuillet bêta à trois brins et altère la fonction de la 

protéine. Elle entraîne aussi une altération du processus de maturation avec des conséquences 

sur le clivage de la protéine α2δ-1. Les résultats montrent que la protéine mutée α2δ-1 
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Gly209Asp subit un clivage protéolytique réduit par rapport à la forme WT α2δ-1. Ce clivage 

enzymatique, qui commence dans l'appareil de Golgi, est considérablement réduit dans le cas 

de la mutation. Cela suggère que la protéine mutée ne se déplace probablement pas au-delà du 

réticulum endoplasmique (RE) (Dahimene et al., 2022). Néanmoins, le clivage protéolytique 

ne semble pas être indispensable dans cette expression membranaire. L’altération du site 

clivage de α2δ-1, en le substituant par un site de clivage de la protéase 3C du Rhinovirus 

Humain (HRV), n’altère pas l’expression à la surface bien que les courants du canal Cav2.2 

associé soient abolis (Kadurin et al., 2016).  

La rétention périnucléaire des protéines α2δ-4 mutées suggère une altération du trafic RE – 

Golgi cependant un co-marquage Golgi-α2δ-4 avec le GM130 serait nécessaire pour confirmer 

cette observation. En effet, l’inhibition du trafic intracellulaire avec un dominant négatif 

Rab11(S25N) ou Rab4(S22N) entraine ce défaut d’expression membranaire pour α2δ-1 et α2δ-

2 (Meyer and Dolphin, 2021). Cette altération du trafic est également observée avec la liaison 

de la gabapentine sur le motif RRR du domaine dCache_1 en amont du site VWA (Von 

Willbrand Factor A), de même qu’avec les mutations R217A α2δ-1  et R282A α2δ-2 suggérant 

une implication du domaine dCache_1 N-terminal dans la régulation du trafic des α2δ   (Tran-

Van-Minh and Dolphin, 2010).  

Au-delà de leurs fonctions au sein du canal, les sous-unités α2δ interagissent avec d’autres 

protéines de la matrice extracellulaire mais aussi en intracellulaire pouvant jouer sur ce trafic. 

Ainsi, l’interaction entre α2δ-1 et la protéine prion (PrP) se fait dans le réticulum et il a été 

montré que la mutation de PrP entraine une rétention intracellulaire de α2δ-1 via la perturbation 

du trafic Rab11 dépendant (Dolphin, 2012; Senatore et al., 2012).  Cette donnée montre ainsi 

que les sous-unités auxiliaires α2δ traditionnellement considérées comme des sous-unités 

auxiliaires qui améliorent le trafic des canaux, augmentent l'expression des canaux calciques 

fonctionnels à la membrane plasmique et influencent les propriétés biophysiques des canaux 

mais pourraient aussi avoir des rôles qui ne sont pas directement liés à la fonction des canaux 

calciques. Par exemple, certaines isoformes α2δ pourraient intervenir dans la synaptogenèse.  
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L’ensemble de ces données montre que l’adressage à la surface de α2δ nécessite l’interaction 

avec des protéines partenaires qui restent à être pleinement identifiées et que le domaine 

dCache_1 en N-terminal semble jouer un rôle important dans ce processus.  

Les mutations identifiées sur α2δ-4 étant localisées près de ce domaine dCache_1 semblent 

jouer un rôle dans la régulation du trafic.  

Il serait intéressant d’investiguer l’impact des mutations sur l’interaction entre α2δ-4 et ses 

partenaires au-delà du canal calcique voltage-dépendant. 

Les impacts sur l’interaction et adressage de la sous-unité Cav1.1 du canal DHPR 

L’étude par co-immunoprécipitation et biotinylation de surface pour étudier respectivement 

l’impact des mutations sur la formation du complexe Cav1.1/α2δ-4/β1a et sur l’adressage à la 

membrane du canal ne montre pas d’altérations drastiques. Néanmoins, la mutation 

p.(Ser306Arg ; S306R) (Ser299Arg humain) semble réduire l’interaction Cav1.1 avec α2δ-4 

sans abolir cette dernière. 

Ces résultats sont en accord avec l’étude des densités de courant qui ne montre pas d’impact 

sur l’expression membranaire. Dans le contexte de l’hyperthermie d’effort, une altération 

drastique du canal ne serait pas en accord avec le phénotype observé des patients qui sont des 

sportifs de haut de niveau en relative bonne santé en dehors des périodes de crises et qui ne 

présentent pas de myopathies sévères.  

Cependant, la mutation p.(Ser306Arg) située sur le site MIDAS ne semble pas avoir sur α2δ-4 

le même un effet que son équivalent p.(Ser261Arg) sur α2δ-1 où la mutation abolit l’interaction 

avec Cav1.2 et réduit de façon importante l’amplitude du courant (Briot et al., 2018). L’étude 

de l’implication du domaine MIDAS de α2δ-2 sur l’adressage de Cav2.2 en mutant l’ensemble 

des résidus, ne montre qu’une altération partielle avec 50% de réduction de l’expression 

membranaire de Cav2.2 et pas d’altération du trafic de α2δ-2 (Canti et al., 2005). Ces 

différences soulignent les propriétés intrinsèques de chacune de ces sous-unités mais aussi 

qu’elles ne sont pas interchangeables. Il est important de souligner que la séquence du domaine 

MIDAS est légèrement différente entre les sous-unités α2δ-1/ α2δ-2 qui sont dites complètes 

avec le motif AspxSerxSer (DXSXS) et les résidus discontinus Thr et Asp et α2δ-3/ α2δ-4 qui 
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manquent et sont donc incomplètes (Canti et al., 2005). Ainsi, une modification du domaine 

MIDAS  sur α2δ-1 semble avoir un impact plus important que sur α2δ-3 (Kadurin et al., 2016).   

Par contre, l’impact observé sur la localisation membranaire de α2δ-4 en expression solitaire 

montrant un défaut d’adressage ne semble pas persister lorsqu’elle est exprimée au sein du 

canal (Figure 17). Cela montre que si les sous-unités α2δ aident à l’adressage du canal, la 

formation du complexe pourrait aider aussi au trafic vers la surface du α2δ. La persistance avec 

les mutations de l’interaction α2δ-4 et Cav1.1 permettrait d’expliquer ce résultat. Si la nature 

du mécanisme par lequel α2δ aide à l’adressage de Cav1.x n’est pas bien compris, l’hypothèse 

privilégiée est une interaction pendant le trafic avec des boucles extracellulaires de Cav1.x qui 

prévient la dégradation protéosomale du canal (Dolphin, 2012). Les études sur le processus 

d’adressage des α2δ montrent la nécessité de protéines partenaires. Le Cav1.x en prenant la 

place de ces protéines chaperonnes pourrait aussi se substituer à elles dans leur fonction d’aide 

à l’adressage. C’est un nouveau concept jamais exploré et qui est très important pour mieux 

comprendre le fonctionnement du complexe canal calcique voltage-dépendant. De plus amples 

expériences seraient nécessaires pour investiguer cette observation notamment en abolissant 

l’interaction α2δ-4 mutée – Cav1.x et voir si l’adressage au sein du complexe se fait toujours.  

L’impact de la mutations p.(Ser306Arg ; S306R) sur les propriétés 

électrophysiologiques du canal DHPR 

Les études des propriétés électrophysiologiques du canal DHPR sur des HEK293T montrent 

que la mutation p.(Ser306Arg ; S306R)  en condition de pH normal, n’altère pas l’activation 

voltage-dépendant mais rend le canal plus sensible à l’inactivation voltage-dépendant par 

rapport à la forme α2δ-4 WT mais se comportant comme α2δ-1WT (Figure 18). 

Ces données sont en adéquation avec les résultats sur l’adressage à la surface du canal DHPR 

montrant la pleine expression à la membrane du canal comme le montre aussi l’étude des 

densités de courant (Figure 41). Ainsi, les mutations ne semblent pas altérer l’existence d’un 

canal fonctionnel à la membrane gardant ses fonctions de senseur du voltage important dans le 

couplage excitation-contraction dans le muscle squelettique. Ce résultat très intéressant 

concorde avec le phénotype des patients qui ont un phénotype conditionné par la pratique du 

sport intensif. Néanmoins, le canal DHPR forme en endogène un complexe multiprotéique avec 
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plusieurs protéines localisées au niveau des triades.  Une expression hétérologue peut donc ne 

pas permettre d’apprécier toutes les implications notamment sur le couplage excitation - 

contraction.     

Les sous-unités α2δ permettent de moduler les cinétiques d’activation et d’inactivation du canal 

(Dolphin, 2012). Ainsi, l’interaction d’une sous-unité α2δ mature avec le canal ne joue pas 

seulement un rôle sur le trafic à la surface mais également permet de rendre fonctionnel le canal 

en lui conférant entre autres ses propriétés de senseur du voltage. L’absence de clivage 

protéolytique de la sous-unité α2δ-1 qui permet sa maturation n’entrave pas la fonction 

d’adressage mais exerce un effet inhibiteur sur le canal Cav2.2 le rendant non fonctionnel en 

abolissant les courants (Kadurin et al., 2016). L’absence de la protéase responsable du clivage 

protéolytique de α2δ-1, ADAM17, entraine ainsi une réduction importante de l’amplitude des 

courants du canal Cav2.2 exprimé dans des cellules TSA (Kadurin et al., 2022b). Mais il semble 

aussi que l’impact que peut avoir la sous-unité α2δ dépend aussi de la nature de la protéine 

canal associée. Ainsi, l’association Cav1.1/β1a suffit pour avoir une activité optimale du canal 

(Mori et al., 1991) et les cellules C2C12 déficientes α2δ-1 n’ont pas d’altérations des courants 

calciques de type L (García et al., 2008). Même si sur ce dernier résultat, la réserve qu’on peut 

émettre est qu’il est établi que α2δ-1 n’est pas la seule isoforme α2δ exprimée dans le muscle 

squelettique (Nabhani et al., 2005).  

La sous-unité α2δ joue un rôle important pour conférer sa fonctionnalité au canal calcique 

voltage-dépendant mais ce rôle est conditionné par le processus de maturation de α2δ. On peut 

aussi souligner la singularité des complexes formés définissant le poids que peut avoir la 

fonction régulatrice de α2δ. Nos résultats montrent donc que les mutations n’altèrent pas de 

façon drastique la fonction du canal DHPR mais le régule de façon subtile à pH normal 

concordant avec le phénotype des patients hyperthermie d’effort.     

Sensibilité au pH du canal DHPR réduite par la mutation p.(Ser306Arg)  

Les expériences de patch-clamp avec modulation du pH extracellulaire sur HEK293T montrent 

qu’en milieu acide on a un décalage plus polarisé des potentiels d’activation du canal calcique 

voltage-dépendant de type L, DHPR, et plus faible à pH basique comparé au pH 7.4, traduisant 
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respectivement une réduction de l’amplitude du courant en milieu acide et une augmentation à 

pH basique. Cette régulation est atténuée par la mutation p.(Ser306Arg) qui rend le canal moins 

dépendant aux modifications de pH notamment levant l’inhibition induite par l’acidose. 

L’acidose métabolique est un phénomène très marqué chez les sujets hyperthermie d’effort 

avec une chute significative du pH à 6.5 lors d’un exercice en comparaison avec des contrôles 

(Bendahan et al., 2001).  

La régulation des canaux calcique voltage-dépendant de type L par le pH a été étudiée dans les 

cardiomyocytes. Les effets des ions H+ sur le courant calcique dans les cellules cardiaques 

ventriculaires ont été étudiés en détail. Il a été constaté que l'amplitude du courant est 

augmentée dans des solutions alcalines par rapport à un pH de 7,4, et réduite dans des solutions 

acides (Krafte and Kass, 1988). Des décalages de la modulation de l’ouverture des canaux 

calciques ont été observés. Ces décalages sont attribués à des changements de potentiel de 

surface causés par la liaison des ions H+ à des charges négatives fixes sur la surface de la 

membrane. De plus, l’étude suggère qu'un mécanisme supplémentaire, tel qu'un blocage du 

canal par les ions H+, contribue à la modification de l'amplitude du courant. Ces résultats 

suggèrent que les canaux calciques sont susceptibles d'être impliqués dans les effets de l'acidose 

et de l'alcalose sur les propriétés cellulaires du myocarde intact (Krafte and Kass, 1988). Le 

site de protonation dans le canal calcique de type L a été identifié à la surface externe de la 

protéine du canal en dehors du canal de perméation indiquant que l’influence sur la 

conductance relève d’un mécanisme indirect (Pietrobon et al., 1989). Aujourd’hui avec 

l’identification des sous-unités régulatrices, on montre que cette régulation passe par 

l’intermédiaire des sous-unités α2δ. Les domaines dCache_1 identifiés par homologie avec les 

domaines de chimiotaxie des bactéries sont connus pour réguler la capacité des bactéries à 

détecter les variations de pH dans leurs milieux (Manson, 2020).  

Des mutations sur ce domaine ont été déjà associées à des situations pathologiques. Les 

mutations dans le domaine dCache_1 du gène CACNA2D1 ont été associées à des troubles 

neurologiques et du développement, tels que l'épilepsie et l'atrophie cérébrale. Ces mutations 

ont également été liées à une insensibilité à la douleur. En résumé, les mutations dans le 

domaine dCache_1 des gènes CACNA2D ont des implications importantes sur la santé 
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humaine, affectant à la fois le système nerveux et le système cardiovasculaire (Page et al., 

2023).  

En conclusion, on démontre le caractère pathogène des mutations sur CACNA2D4 identifiées 

chez les patients de la cohorte Hyperthermie d’effort. Ces études apportent aussi une meilleure 

compréhension des fonctions des sous-unités α2δ et ouvrent le champ à des questions 

intéressantes à explorer.   
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II. Phénotype clinique et cellulaire du modèle murin Knock-In CACNA2D4 

WT/S306R 

A. Développement du modèle murin Knock-In CACNA2D4WT/S306R 

La première étape a été la création d’un modèle murin portant une des mutations trouvées dans 

la cohorte de patients souffrants d’hyperthermie d’effort.  

Dans le cadre de ce projet, un choix parmi les quatre mutations identifiées dans la cohorte a été 

fait pour générer une souris Knock-In. Le variant faux-sens CACNA2D4 c.897G>G 

(p.Ser299Arg) a été retenu comme le plus intéressant, car il est situé dans le domaine 

fonctionnel d’interaction protéine-protéine MIDAS et une mutation en position équivalente 

dans la sous-unité α2δ-1 est associée à un phénotype pathologique (Dahimene et al., 2022).  

L’alignement des isoformes CACNA2D4 humain et murin a permis de montrer que l’acide 

aminé Arginine en position 299 était conservé chez la souris en position 306. 

Il a donc été décidé de développer un modèle KI CACNA2D4 WT/S306R sur fond C57BL/6J 

(Figure 20). 

 

Figure 20 : Schéma de la protéine α2δ-4 avec la position de la mutation en rouge sur le motif MIDAS 

Le modèle murin développé a servi dans plusieurs tests notamment pour mettre en évidence un 

phénotype d’hyperthermie d’effort avec un challenge d’exercice physique sur tapis roulant. 

Mais également sa sensibilité à la chaleur et à l’isoflurane, anesthésique halogéné, a été étudiée 

pour explorer le lien entre hyperthermie d’effort et l’hyperthermie maligne peranesthésique.  
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Du tissu musculaire, des fibres et cellules satellites isolées issus du modèle murin ont également 

servi pour investiguer l’expression des protéines du complexe CRC, les mécanismes de 

relâchement de calcium et les propriétés électrophysiologiques du canal DHPR.   

Le variant faux-sens CACNA2D4 c.918C>G p.(Ser306Arg), équivalent c.897G>G 

p.(Ser299Arg) humain trouvé chez un patient de la cohorte d’hyperthermie d’effort, a été 

introduit par édition génique avec CRISPR Cas9 chez la souris C57BL/6J. Un site de restriction 

BamHI a également été inséré par l’introduction de mutations silencieuses c.921C>A 

p.(Gly307Gly), c.922A>T p.(Ser308Ser) et c.923G>C p.(Ser308Ser) afin de faciliter le 

génotypage des souris. 

La genèse du modèle murin a été réalisée à l’ENS Lyon dans le plateau de biologie 

expérimentale de la souris.  

La présence de la mutation p.(Ser306Arg) a été vérifié comme suit une fois le modèle obtenu. 

Un prélèvement de queue de souris a été réalisé à l’ENS de Lyon et envoyé au laboratoire 

CMyPath. L’ADN a été extrait puis le génotypage en routine consiste en deux étapes : 1) Une 

PCR avec des amorces placées de part et d’autre de la région mutée puis 2) une digestion du 

produit PCR par BamHI. Un séquençage a été fait pour les souris fondatrices (Figure 21AB).  
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Figure 21 : Développement par CRISPR Cas9 du modèle murin CACNA2D4 WT/S306R. A. Protocole de génotypage 

par digestion des produits PCR avec BamHI dont un site unique a été introduit B. Chromatogramme montrant la 

mutation S306R (flèche rouge) et les mutations silencieuses (flèche noire) insérées pour introduire un site de restriction 

BamHI pour la stratégie de génotypage.  

L’absence de mutations off target a également été vérifié. Les mutations dites off target sont 

des mutations introduites involontairement par la technique CRISPR Cas9 hors de la cible 

souhaitée (ici hors du variant p.(Ser306Arg ; S306R)).  

Les mutations off-targets sont susceptibles de ne pas ségréger de la mutation d’intérêt (ici le 

variant p.(Ser306Arg)) lorsqu’elles sont situées sur le même chromosome à moins de 20 cM 

(CentiMorgan) de cette dernière (Teixeira et al., 2018b). Les off-targets potentiels situés sur 

cette zone ont été identifiés avec l’outil bio-informatique CRISPOR puis recherchés par PCR 

et séquencés (Figure 22). 
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Figure 22 : Amplification par PCR des zones off-targets situées sur le même chromosome 6 que CACNA2D4 et 

non ségrégées par backcross. Bandes purifiées par la suite et séquencées. 

Par la suite, les souris fondatrices ont subi trois backcross pour éliminer les éventuels off targets 

situés ailleurs sur le génome.  

Les souris hétérozygotes ainsi obtenues étaient fertiles et ne présentaient aucun phénotype 

comportemental observable évident.   

B. Mise en évidence d’un phénotype d’hyperthermie d’effort 

Pour établir l’implication du gène candidat CACNA2D4 dans la survenue de l’HE, les souris 

Knock-In CACNA2D4 WT/S306R ont été soumises à un challenge physique et leurs performances 

comparées aux souris wild-types issues de la même portée. 

Le protocole de stress physique pour la caractérisation d’un phénotype d’hyperthermie d’effort 

(HE) dans ce modèle murin a été basé sur ce qui a été mis en place pour entrainer un épuisement 

dû à l’effort chez la souris WT et qui constitue le meilleur modèle d’étude se rapprochant de 

l’Hyperthermie d’effort actuellement (Garcia et al., 2020).  

Le modèle murin a été mis dans des conditions de stress physique similaires avec une course 

sur tapis roulant permettant de mettre en évidence la survenue éventuelle d’hyperthermie 

d’effort.  

Des souris hétérozygotes CACNA2D4WT/S306R  et WT, mâles (WT=7, KI-S306 = 8) et femelles 

(WT=15, KI-S306=15), des mêmes portées âgées de 2-3 mois ont été soumises à une course 

intense sur tapis à une vitesse de 10cm/s pendant 1h avec des conditions environnementales de 
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37°C et une humidité de 40-60%. L’exercice a été arrêté avant 1h en cas d’épuisement, défini 

par plus de 10 secondes d’immobilité de la souris sur le tapis roulant. En fin de course, les 

souris ont été euthanasiées et un prélèvement de sang réalisé pour dosage des CPK (Créatine 

PhosphoKinase).  

J’ai ainsi comparé les performances physiques des souris Knock-In CACNA2D4 WT/S306R et les 

WT, compagnons de portée. La tolérance à l’exercice est mesurée par le temps de course, les 

modifications de la température centrale par une sonde rectale en début et fin de course et la 

survenue de rhabdomyolyse par le dosage des taux plasmatiques de créatine phosphokinase a 

été évaluée.  

 Tolérance à l’exercice 

Le temps de course a été analysé pour les souris wild-types et les hétérozygotes 

CACNA2D4WT/S306R. L’étude a été réalisée sur les deux sexes.  

Chez les mâles, le nombre de souris ayant terminé l’épreuve (1h de course) est de 0/8 pour le 

groupe KI et 0/7 pour le groupe WT. Le temps moyen passé sur le tapis de course pour les 

souris est de 20,14 minutes (± 2,18 minutes) pour le groupe WT et 21,5 min (± 2,64 minutes) 

pour le groupe KI (p=0.9966) (Figure 23).  

Chez les femelles grâce à cette tolérance à l’effort physique, on a pu mettre en évidence que 

les souris WT passent plus de temps sur le tapis avant arrêt soit en moyenne 53 minutes (± 3,35 

minutes) contre 46 minutes (± 4 minutes) pour les CACNA2D4WT/S306R (p=0.0582)  qui passent 

moins de temps sur le tapis (Figure 23).  

La comparaison des souris mâles avec les souris femelles WT montre une tolérance 

significativement supérieure des femelles avec un temps moyen de 53 minutes soit 2,63 fois le 

temps des souris mâle WT de 20,14 minutes pour atteindre l’un des point d’arrêts de l’exercice.  

La comparaison chez les KI va dans le même sens avec 2,13 fois de temps pour les femelles 

KI-S306R comparées aux mâles. 

En conclusion, ces résultats ne montrent pas de différences importantes de performance à 

l’exercice (temps de course) entre les souris wild-type et hétérozygotes quel que soit le sexe. 
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Il est à noter que les souris mâles indépendamment du génotype montrent une faible tolérance 

à l’exercice dans le cadre de ce protocole de challenge physique intense. Cette différence sexe 

dépendant des performances physiques a déjà été décrite avec ce même protocole (Garcia et 

al., 2018a).   

 

Figure 23 : Tolérance à l’effort. Histogrammes du temps moyen de course avant d’atteindre les points limites fixés 

pour mesurer la tolérance à l’effort. . t-test non apparié (mâle n=7 pour WT et 8 pour S306R , femelle n= 15 pour 

chaque génotype) (ns p> 0.005, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, ****p<0.0001). 

 

 Etude des modifications de la température rectale  : survenue d’une 

hyperthermie 

L’hyperthermie d’effort se caractérise par une augmentation brusque de la température centrale 

corporelle au-delà de 40,5°C (Bouchama et al., 2022). La température rectale des souris a été 

relevée en début et en fin d’exercice.  

Plusieurs informations sont ressorties de cette observation.  

D’abord chez les mâles, on note une température rectale au début de la course 

significativement plus élevée (p<0.01) chez les souris hétérozygotes CACNA2D4WT/S306R avec 
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37,6°C ±0,13 en moyenne comparés aux souris WT avec 36,9°C±0,17 de moyenne. Cette 

observation va dans le sens d’un métabolisme basal plus élevé chez les hétérozygotes comme 

c’est le cas dans certaines pathologies métaboliques.  

A la fin de l’exercice, les souris hétérozygotes CACNA2D4WT/S306R  ont une température rectale 

moyenne de 44,23°C±0,12, évoquant une hyperthermie sévère (Figure 24). Néanmoins, on ne 

note pas de différence significative avec les souris WT qui présentent aussi une hyperthermie 

moyenne à 44.27°C±0,17.  

Cette dernière observation est à mettre en lien avec la faible tolérance à l’exercice physique des 

souris mâles quel que soit leur génotype. 

Chez les femelles, le temps de course moyen plus long a permis de suivre la montée en 

température sur un temps plus long.  

Les souris hétérozygotes CACNA2D4WT/S306R et WT, ne présentent pas de différence de 

température rectale en début de course, respectivement 37,48°C±0,2 Vs 37,39°C±0,18 

(p=0,9991). Les souris KI présentent en revanche une température en fin de course 

significativement plus élevée que les WT (43,49°C±0,3 vs 42,48°C±0,3 ; p=0,03517). Cette 

différence marque la survenue d’une hyperthermie plus sévère chez les souris femelles KI 

CACNA2D4WT/S306R  que les femelles WT (Figure 24).  

En résumé, ces résultats montrent une hyperthermie plus importante (chez la femelle) de la 

souris mutée hétérozygote CACNA2D4 p.(Ser306Arg), compatible avec une susceptibilité à 

l’hyperthermie d’effort de ce modèle murin. 
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Figure 24 : Mesures de la température rectale en début et fin de course. Boxplot représentation au 95% percentile 

des relevés de température rectale avant et après course. t-test non apparié (mâle n=7 pour WT et 8 pour S306R , 

femelle n= 15 pour chaque génotype) (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001). 

 

 Etude du taux plasmatique de créatine phosphokinase (CPK)  

Un des signes cliniques associés systématiquement à l’hyperthermie d’effort est la 

rhabdomyolyse. La CPK (créatine phosphokinase) est une enzyme présente dans les cellules 

musculaires. Lorsque des lésions musculaires se produisent, telles que celles observées dans la 

rhabdomyolyse, le taux de CPK dans le sang augmente (Kruijt et al., 2023).  

L’évaluation de la rhabdomyolyse a été mesurée par le taux de CPK. Le taux de CPK a été 

évalué dans le plasma des souris hétérozygotes CACNA2D4WT/S306R et WT en fin d’exercice, 

ainsi que chez des souris WT n’ayant pas été soumis au stress physique.  

Chez les mâles, le taux basal de CPK au repos chez les souris mâles WT sédentaires est de 752 

mmol/L ±174,94. En fin de course, les valeurs de CPK atteignent 17604 mmol/L chez les WT 

et 29803 mmol/L en moyenne chez les souris hétérozygotes CACNA2D4WT/S306R . Les taux de 

CPK relevés ont une moyenne significativement plus élevée (+41%, p=0.0263)   chez les KI 
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que les WT de la même portée (Figure 25). Ceci témoigne d’une rhabdomyolyse plus 

importante chez les hétérozygotes que chez les WT.  

Chez les femelles, le taux basal relevé chez les souris femelles WT sédentaires est de 2174 

mmol/L±583 en moyenne. En fin d’effort, les souris WT présentent un taux de CPK augmenté 

à 3375 mmol/L de moyenne, mais de manière non significative (p=0,6725). En fin d’effort, les 

hétérozygotes femelles CACNA2D4WT/S306R  ont en moyenne 9036 mmol/L de CPK, un taux 

significativement plus élevé que les WT (63%, p=0.0420) (Figure 25). Une rhabdomyolyse est 

donc observée en fin d’effort chez les souris femelles KI, avec un taux de CPK 

significativement plus élevée que chez les WT. 

 

 

Figure 25 : Dosage des taux plasmatiques de CPK. Mesure des taux plasmatiques de créatine phosphokinase à la 

fin du protocole d’exercice. t-test non apparié (mâle n=7 pour WT et 8 pour S306R , femelle n= 15 pour chaque 

génotype) (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001).  

Pour résumer, le modèle murin muté hétérozygote CACNA2D4WT/S306R présente 1) une 

susceptibilité accrue à l’hyperthermie à l’effort intensif chez les femelles et 2) une 

rhabdomyolyse d’effort accrue chez les 2 sexes par rapport aux compagnons de portées, 

témoignant d’une atteinte musculaire  
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Ces données pointent une implication du gène CACNA2D4 dans la survenue de l’hyperthermie 

d’effort. La rhabdomyolyse témoigne d’une altération dans l’intégrité du muscle squelettique 

en lien avec la survenue du phénotype HE observée chez le modèle CACNA2D4WT/S306R . 

Les résultats pointent aussi des différences importantes entre les souris mâles et femelles, avec 

une tolérance à l’effort plus importante chez les femelles.  

C. Sensibilité à l’isoflurane (anesthésique halogéné) 

La proximité des mécanismes physiopathologiques entre l’hyperthermie d’effort et 

l’hyperthermie maligne peranesthésique (HM) a toujours soulevé l’hypothèse de deux 

pathologies avec des étiologies communes.  

La présence d’un test anormal de contracture musculaire in vitro à la caféine et/ou à l’halothane 

dans les deux pathologies, alimente cette controverse depuis plusieurs années.  

Dans cette partie, nous avons voulu rechercher une éventuelle susceptibilité à l’hyperthermie 

maligne peranesthésique chez le modèle murin d’hyperthermie d’effort, hétérozygote 

CACNA2D4WT/S306R.  

On a ainsi, en utilisant les mêmes protocoles mis en place pour les modèles murins HM (Protasi 

et al., 2009), testé la susceptibilité à l’isoflurane, un anesthésique halogéné, et à la chaleur.  

Les souris CACNA2D4WT/S306R  et WT ont été soumises à une anesthésie générale avec 2% 

isoflurane dans l’air pendant 1h30 tout en surveillant la température rectale. 

L’étude a été faite chez les souris femelles et mâles WT et CACNA2D4WT/S306R (n= 9 pour 

chaque génotype). 

Chez les mâles, la température en début d’anesthésie est 36,78°C±0,07 chez les souris WT et 

de 36,96°C±0,28 chez les KI (p=0,1455). En fin d’anesthésie, la température est de 33°C±0,56 

chez les souris WT et de 33,45°C±0,66 chez les KI (p=0,321).  

Les données sont similaires chez les femelles (T0 : WT 36,56°C / KI 36,74°C, T70 WT 

32,57°C/ KI 33,12°C). 
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Les courbes de suivi des moyennes de température sur 70 minutes d’anesthésie chez les souris 

WT et S306R se chevauchent parfaitement (Figure 26AB).   

Aucune hausse de la température corporelle n’est observée durant l’anesthésie aussi bien chez 

les mâles que les femelles CACNA2D4WT/S306R. Une baisse régulière est au contraire observée 

comme attendue lors d’une anesthésie à l’isoflurane.  

L’ensemble de ces observations ne montre pas de sensibilité à l’isoflurane ainsi on ne note pas 

de mimétisme hyperthermie maligne peranesthésique avec ce modèle. 

 

Figure 26 : Etude de la survenue d’hyperthermie maligne peranesthésique sur le modèle CACNA2D4WT/S306R . 

Courbes de l’évolution de la température rectale au cours de l’anesthésie à l’isoflurane chez les femelles A (n=3 pour 

WT et n=4 pour S306R) et mâles B (n=4 WT et n=4 S306R).  t-test non apparié (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 

0.001).  

 

D. Sensibilité à la chaleur 

L’exposition à de fortes températures est décrite pouvant favoriser la survenue de crises 

d’hyperthermie maligne peranesthésique chez la souris. Cela a notamment été rapporté pour 

les modèles murins KO CASQ1 et RYR1 Y522S (Dainese et al., 2009; Durham et al., 2008). 

Nous avons donc regardé si la chaleur ambiante pouvait déclencher une hyperthermie chez les 

souris KI. Pour cela, des souris ont été placées dans une chambre climatique réglée à 41°C pour 

30 minutes avec une hygrométrie stable. La température corporelle (mesure rectale) a été 

mesurée avant de placer les souris dans la chambre climatique et à la fin de l’expérimentation. 
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Chez les mâles, 12 souris WT et 13 souris KI ont été étudiées. Neuf souris pour chaque 

génotype ont été utilisées pour les femelles. 

Chez les mâles WT, la température corporelle est de 37,08°C avant mise à la chaleur et monte 

à 42,41°C après 30 minutes à 40°C. Chez les mâles KI, la température corporelle est de 37,26°C 

avant mise à la chaleur et monte à 42,66°C après 30 minutes à 40°C.  

Chez les femelles WT, la température corporelle est de 37,8°C avant mise à la chaleur et monte 

à 43,25°C après 30 minutes à 40°C. Chez les femelles KI, la température corporelle est de 

37,83°C avant mise à la chaleur et monte à 43,49°C après 30 minutes à 40°C.  

Une hyperthermie est bien observée lors de l’exposition à la chaleur dans tous les groupes. 

Aucune différence statistiquement significative n’est observée entre les groupes WT et KI au 

niveau de la température corporelle, que ce soit à température ambiante (T°=22°C) ou après 

exposition à la chaleur (Tableau 9)  

Tableau 9 : Les variations de la température au cours du test à la chaleur 

 

En résumé, ce modèle murin génétique CACNA2D4WT/S306R montre une hyperthermie d’effort 

(chez les femelles), une rhabdomyolyse accrue à l’effort, mais ne montre pas de susceptibilité 

à l’hyperthermie maligne peranesthésique (test à l’isoflurane (anesthésique halogéné)), ni 

d’hyperthermie à la chaleur.  

Ces résultats sont extrêmement encourageants pour l’implication du gène CACNA2D4 comme 

gène candidat de l’hyperthermie d’effort.  

Sexe Génotype Début (T0) SEM Fin (T30) SEM 

p-value Two-way 

ANOVA

WT 37.8 0.1716 43.2552 0.4744

KI-S306R 37.833 0.1333 43.4889 0.5048

WT 37.0833 0.1497 42.4167 0.7075

KI-S306R 37.2615 0.1551 42.6692 0.5377

Femelle

Mâle

p>0.05

p>0.05
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E. Etude de l’impact du variant p.(Ser306Arg) du gène CACNA2D4 au niveau 

musculaire squelettique  

L’impact du variant p.(Ser306Arg) a été étudié au niveau musculaire squelettique par des 

études cellulaires réalisées sur tissus musculaires ou myotubes de souris KI ou WT. 

Plusieurs études ont été réalisées. 

J’ai dans un premier temps investigué l’expression des acteurs (RyR1, Stac3 et Cav1.1) du 

CRC dans le muscle squelettique des souris CACNA2D4WT/S306R. 

J’ai ensuite regardé si le variant p.(Ser306Arg) avait un impact sur l’homéostasie calcique 

musculaire en fonction du pH. En effet, l’acidose métabolique, signe d’un défaut métabolique, 

est un des signes physiopathologiques mis en évidence dans l’hyperthermie d’effort avec une 

chute rapide et précoce du pH dans le muscle squelettique des patients (Bendahan et al., 2001). 

Il est aussi connu que les canaux calciques voltage-dépendants  de type L sont sujets à une 

inhibition proton dépendant (Klöckner and Isenberg, 1994). J’ai donc étudié les flux de calcium 

du réticulum vers le cytosol en lien avec le complexe de relâchement du calcium (CRC) sur 

des myotubes issus de cellules satellites WT et provenant des souris hétérozygotes 

CACNA2D4WT/S306R en testant différents pH (6.3, 7.4 et 8). 

Enfin, en collaboration avec Bruno Allard de l’INMG de Lyon, il a également été fait une étude 

électrophysiologique sur des fibres musculaires isolées CACNA2D4WT/S306R et WT issus de 

compagnons de portées. Cette étude faite à pH physiologique a permis d’analyser les courants 

calciques de Cav1.1 et le couplage excitation-contraction en mesurant les libérations de 

calcium. 

 Etude de l’expression de Stac3, Cav1.1 et RyR1 chez les souris 

CACNA2D4WT /S306R  

L’expression des protéines formant le complexe de relâchement du calcium, RyR1, stac3 et 

Cav1.1, a été étudiée sur des lysats de quadriceps de souris hétérozygotes CACNA2D4WT/S306R, 

quantifiée et comparée par rapport à des compagnons de portées WT.  

L’analyse des expériences ne montre pas de différences d’expression pour RyR1 (n=3, Figure 

27B). Mais de façon surprenante, on observe une hausse significative de l’expression de Cav1.1 
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chez les souris hétérozygotes (20% p=0.05) (Figure 27B). Enfin, pour Stac3 on observe de 

façon significative (p=0.05) une baisse de 10% de l’expression chez les souris 

CACNA2D4WT/S306R  hétérozygotes (Figure 27B).  

Ces résultats nécessitent de plus amples investigations pour mieux comprendre les mécanismes 

sous-jacents. Néanmoins, c’est très intéressant car des mutations sur Stac3 donnant la 

myopathie des Amérindiens sont associées à une susceptibilité à l’hyperthermie maligne, donc 

à une altération métabolique musculaire du calcium menant à une dérégulation de la balance 

thermorégulatrice.  Mais on ne note pas d’altération dans l’expression de RyR1. 

 

Figure 27 : Etude de l’expression de RyR1, Stac3 et DHPR. A. Western blot de l’expression des acteurs du CRC 

sur des lysats de quadriceps de souris CACNA2D4WT/S306R  et leurs compagnons de portés WT. B. les histogrammes de 

la quantification de l’expression rapportée au GAPDH (n=3). Test non paramétrique de Mann-Whitney U (* p < 0.05).  

 

 Etude des relâchements de calcium sur myotubes  

Les cellules satellites issues des souris CACNA2D4WT/S306R et WT ont été mises en 

différenciation pendant trois jours. Les myotubes placés dans du tampon KREBS ont été 

stimulés soit avec du KCl 140 mM à 3 pH différents (8 ; 7,4 et 6,3), soit avec un agoniste de 

RyR1, le 4 CMC, puis les relâchements de calcium ont été étudiés grâce à une sonde calcique, 
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le Fluo-4 Direct qui fluoresce avec l’augmentation de calcium cytoplasmique. Le pic maximum 

de fluorescence a été mesuré.  

- Stimulation KCl 140 mM aux pH 6.3/7.4/8 

La quantification des pics maximums de calcium relargué par le canal RyR1 suite au stimulus 

KCl 140 mM montre les résultats suivants.  

On observe que plus le pH est basique, plus la quantité de calcium libéré est importante (Figure 

28D).  Cette donnée est observée sur myotubes CACNA2D4WT/S306R et WT. En d’autres termes, 

la libération de Ca2+ est sensible au pH.  

 Voici maintenant les résultats concernant la comparaison des deux génotypes en fonction du 

pH. 

A pH 7.4, correspondant au pH physiologique, on ne note pas de différence entre les 

deux génotypes (Figure 28ADG).  

A pH 8, on observe une augmentation significative de 10% des libérations de calcium 

sur myotubes CACNA2D4WT/S306R  comparés aux myotubes CACNA2D4WT/WT  ((p<0.0001) 

Figure 28CDG).  

A pH acide 6.3, on note également une augmentation significative de 8% de calcium 

libéré chez les CACNA2D4WT/S306R  ((p=0.0094) Figure 28ADG). 

L’augmentation des pics de calcium entre le pH 8 et 6.3 chez les myotubes WT montre une 

sensibilité au pH (Figure 28G) qui est levée dans les myotubes KI-S306R (Figure 28G). Cela 

met en exergue la perte de la sensibilité au pH dans les myotubes KI-S306R notamment 

l’inhibition induite par l’acidose.  

Ces résultats montrent une altération du couplage excitation contraction en présence de la 

mutation p.(Ser306Arg) dans les conditions acides ou hyper-basique.  
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Figure 28 : Etude du couplage excitation-contraction chez les souris CACNA2D4WT/S306R . Etude des relâchements 

de calcium avec une stimulation KCl 140mM grâce à une sonde calcique le Fluo4 en fonction du pH. A. pH 6.3 (n=156 

pour WT et 194 pour S306R). B. pH 7.4 (n=135 pour WT et 174 pour S306R) et C. pH 8 (n=144 pour WT et 149 pour 

S306R). D. Histogramme des pics maximaux de libération de calcium en fonction du pH. G. Courbes des pics 

maximaux de libération de calcium en fonction du pH. t-test non apparié (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001).  
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- Stimulation au 4 CMC 

Pour étudier la libération de calcium via le canal RyR1, j’ai utilisé comme stimuli le 4-CMC 

(4-Chloro-m-cresol) 500µM, un agoniste du canal RyR1 et ainsi s’affranchir de l’effet du 

DHPR. 

La comparaison entre les myotubes hétérozygotes KI et WT ne montre pas de différence dans 

la quantité de calcium relarguée du réticulum vers le cytosol par le canal RyR1 (Figure 29).  

 

Figure 29 : Courbe des relâchements de calcium sous stimulus 4-CMC à pH 7.4 (n=113 pour WT et 132 pour 

p.(S306R)). t-test non apparié (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001). 

Ces observations ne montrent pas d’altération de la libération de calcium par le canal RyR1 à 

pH physiologique (pH 7.4).  De plus amples investigations seraient nécessaires, comme des 

stimulations à l’halothane ou à la caféine pour déterminer ou pas une hypersensibilité du canal 

RyR1. Des études à différents pH permettraient aussi une meilleure comparaison avec l’étude 

au KCl.  

 Electrophysiologie sur fibres isolées à pH physiologique 

Ces résultats sont le fruit d’une collaboration avec le Dr. Bruno Allard de l’INMG de Lyon afin 

d’étudier les courants calciques de Cav1.1 et les relâchements de calcium du réticulum. 

- Etudes des courants calciques de Cav1.1 

L’étude de la fonction de senseur du voltage du canal DHPR a été mesurée en étudiant la 

réponse du canal Cav1.1 (par mesure de la variation d’intensité) à une série de potentiels de 

membrane appliqués, allant de -80 mV à +30 mV. L’analyse ne montre pas de différences 
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significatives entre les fibres isolées des souris WT et des hétérozygotes p.(Ser306Arg),  même 

si la courbe courant-tension semble différente (Figure 30B). Ainsi, les différents paramètres 

mesurés, la conductance G(S/F), le potentiel de réversion Erev(mV), la demi-tension 

d’activation E(1/2) et la pente de la relation courant-tension  k(mV) ne montrent pas de 

différences significatives malgré les tendances observées (Figure 30C).  

 

Figure 30 : Etudes des courants calciques de Cav1.1 entre les fibres issues de souris WT et hétérozygotes pour 

la mutation  S306R  sur CACNA2D4. A. Courbes de courant-tension pour des canaux ioniques dans des fibres de 

type WT (WT) et mutants (S306R). Les courbes illustrent la réponse des canaux ioniques à une série de potentiels de 

membrane appliqués, allant de -80 mV à +30 mV.  B. Le graphique représente une courbe courant-tension où l'axe des 

ordonnées (y) indique le courant ionique (I) en picoampères par femtofarad (pA/F) et l'axe des abscisses (x) indique le 

potentiel de membrane (Em) en millivolts (mV). Les points noirs représentent les données pour les WT et les cercles 

ouverts pour les fibres S306R. C. En dessous du graphique de courbe, il y a quatre graphiques à barres qui comparent 

les paramètres électrophysiologiques entre les cellules WT et mutantes. De gauche à droite, ces paramètres sont la 

conductance maximale (G) en siemens par farad (S/F), le potentiel de réversion (Erev) en millivolts (mV), la demi-

tension d'activation (E1/2) en millivolts (mV), et la pente de la relation courant-tension (k) en millivolts (mV). Les 

barres noires représentent les cellules WT et les barres blanches les cellules mutantes. Les annotations "ns" indiquent 

qu'il n'y a pas de différence statistiquement significative entre les groupes WT et mutants pour ces paramètres. 

(ns>p=0,05). 
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- Etude des relâchements de calcium voltage-dépendant du réticulum 

Une étude des relâchements de calcium voltage-dépendant par le réticulum a également été 

faite. Les mesures sont celles du transitoire calcique dans des fibres WT et hétérozygotes 

p.(Ser306Arg).  

Les tracés illustrent la réponse en calcium à différents potentiels de membrane, indiqués par 

les valeurs -40 mV, -50 mV et -80 mV (Figure 31A).  

La constante de la pente courant-tension (k), paramètre qui mesure la sensibilité du canal à la 

tension est significativement plus faible pour les fibres S306R  (Figure 31C).  

En revanche, le pic de la vitesse de changement de la concentration de calcium (peak dCa/dt) 

ne montre pas de différence sur la quantité totale de calcium libéré (Figure 31B). L’étude de 

la vitesse maximale d'activation (max), la vitesse maximale à laquelle un canal ionique s'ouvre 

en réponse à un stimulus, et le potentiel de demi-activation ne montrent pas de différences 

significatives (Figure 31C).  
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Figure 31 : Etude des relâchements de calcium voltage-dépendant du réticulum. A. L'image montre des tracés 

représentant des mesures de calcium transitoire dans des fibres de type WT (WT) et portant la mutation S306R. Les 

tracés illustrent la réponse en calcium à différents potentiels de membrane, indiqués par les valeurs -40 mV, -50 mV 

et -80 mV. B. La relation entre le pic de la vitesse de changement de la concentration de calcium (noté "peak dCa/dt") 

et le potentiel de membrane (Em). C. Histogrammes pour trois paramètres mesurés : la vitesse maximale d'activation 

(max), le potentiel à mi-activation (E1/2) et la constante de temps d'activation (k). (ns>p=0,05). 

Pour résumer, l’étude de l’expression des partenaires du CRC et des relâchements de calcium 

sur myotubes de souris CACNA2D4WT/S306R montre plusieurs différences intéressantes par 

rapport aux souris CACNA2D4WT/WT reflétant une modification du CRC.   

Premièrement, on note une diminution de l’expression de stac3. 

Ensuite, les études d’imagerie calcique montrent pour la première fois dans des myotubes la 

sensibilité du couplage excitation-contraction au pH. Les relargages de calcium du réticulum 

vers le cytosol augmentent avec le pH. 
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 Surtout, les myotubes CACNA2D4WT/S306R  montrent une perte de sensibilité à la régulation due 

au pH. Une augmentation significative du flux calcique est constatée à pH acide et basique 

comparée aux myotubes WT. 

On ne note pas d’altération du canal RyR1. Ni la fonction canal, ni l’expression ne semblent 

altérées par la mutation. Ceci fait penser que la dérégulation du couplage est en amont, au 

niveau du DHPR.  

L’étude sur fibres isolées à pH physiologique ne montre pas de différences significatives sur 

le niveau des flux de calcium vers le cytosol. L’absence d’altération à pH physiologique est 

cohérente avec l’imagerie calcique sur myotubes à pH 7,4 et est cohérente avec la clinique de 

l’hyperthermie d’effort dont le déclencheur est le stress physique intense.  

F. Discussion 

Cette première partie de mon travail de thèse explore un modèle murin génétiquement modifié 

pour étudier la survenue de l'hyperthermie d'effort (HE). La mutation ciblée est le variant faux-

sens p.(Ser306Arg) CACNA2D4, équivalent à la mutation humaine p.(Ser299Arg) CACNA2D4 

retrouvée chez un patient HE. Après l'introduction de cette mutation chez la souris via CRISPR-

Cas9 et la vérification de l'absence d'effets hors cible (off-targets), des tests phénotypiques ont 

été effectués. Ces tests incluaient l'évaluation de la tolérance à l'exercice, des changements de 

la température corporelle et des taux de créatine phosphokinase (CPK) pour mesurer la 

rhabdomyolyse, une destruction des fibres musculaires.  

Les souris mutantes montrent une moindre tolérance à l'exercice, une hyperthermie plus sévère 

et des taux de CPK élevés, indiquant une rhabdomyolyse marquée. 

Les études in vitro mettent en lumière les mécanismes physiopathologiques sous-jacents. Les 

tests sur les myotubes de souris hétérozygotes ont démontré une sensibilité au pH du couplage 

excitation-contraction avec une inhibition à pH acide et une suractivation à pH basique. La 

mutation sur CACNA2D4 entraine une augmentation significative des relâchements de calcium 

à pH acide (6.3) et alcalin (pH 8) comparée au contrôle. De plus, une réduction de l'expression 

de la protéine Stac3 a été constatée chez les souris hétérozygotes. 
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L’étude électrophysiologique sur fibres isolées n'a pas montré de différence significative entre 

les souris WT et mutantes à pH physiologique.  

Enfin, l'étude a examiné le potentiel rapprochement entre l'HE et l'HM en testant la sensibilité 

des souris mutantes aux anesthésiques halogénés et à la chaleur, deux déclencheurs connus de 

l'HM. Les résultats n'ont pas montré de sensibilité accrue, ce qui suggère que, les variants sur 

CACNA2D4 pourraient être responsables d’HE mais non d’HM peranesthésique. La question 

se pose de savoir si, malgré des similitudes, l'HE et l'HM pourraient être des entités 

pathologiques distinctes. Ces découvertes ouvrent la voie à une meilleure compréhension des 

mécanismes de l'HE. 

Prédisposition génétique dans l’HE avec l’implication de CACNA2D4, sous-unité 

régulatrice des canaux calciques voltage-dépendants de type L.  

La mise en évidence d’une prédisposition génétique dans le cadre de l’hyperthermie d’effort, 

en lien avec un défaut dans l’homéostasie calcique, résultant de ces travaux de thèse et de 

travaux antérieurs du laboratoire, vient valider les nombreuses études et hypothèses  postulées 

dans ce sens (Abriat et al., 2014; Endo et al., 2022; Hopkins et al., 1991b; Sagui et al., 2015a).    

Les travaux du laboratoire montrent, dans une cohorte de soldats, ayant fait une hyperthermie 

d’effort bien caractérisée avec une température rectale au moment de la crise supérieure à 40°C 

accompagnée d’une rhabdomyolyse et un test de contracture in vitro du muscle anormal à 

l’halothane et à la caféine, une prévalence de 10% des mutations sur CACNA2D4 chez 4 

patients non apparentés. Cela a établi un lien génétique fort avec la possible implication de ce 

gène dans la survenue de l’HE (Bosson, 2020).  Donc nous avons postulé l’existence d’une 

prédisposition génétique dans l’HE avec l’implication de CACNA2D4, sous-unité régulatrice 

des canaux calciques voltage-dépendants de type L.  

La population à risque d’hyperthermie d’effort est des jeunes en relative bonne forme physique 

avec une pratique régulière d’une activité sportive de haute intensité (Alele et al., 2020). Donc, 

on a choisi des souris âgées de 2 à 3 mois représentatives de la population à risque de HE. Les 

conditions environnementales de l’étude ont été choisies pour favoriser la survenue d’une crise 
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de HE comme il est établi que les fortes températures et taux d’humidité sont des facteurs de 

risque (Laitano et al., 2019b).    

L’hyperthermie d’effort est une situation critique avec des symptômes sévères, un 

développement rapide qui s’accompagne d’une forte mortalité si absence de prise en charge 

rapide (Alele et al., 2020). Si la sensibilisation a permis une meilleure prise en charge des 

patients permettant de baisser de la mortalité, 75% des sujets ont des séquelles notamment avec 

des atteintes multi-organes (Leon, 2004). On constate aussi une hausse de l’incidence qui a 

doublé passant de 0,21 à 0,45/1000 personnes/an entre 2011 et 2019 (Alele et al., 2020). Une 

hausse de la participation des femmes dans des évènements sportifs de haute intensité et 

l’augmentation du recrutement dans l’armée font aussi augmenter l’incidence dans ce groupe 

(Garcia et al., 2018b).  

Comprendre les mécanismes prédisposant à la pathologie permettrait une meilleure prévention. 

Aujourd’hui, les connaissances sur la génétique de l’hyperthermie d’effort sont très limitées. 

Avec cette étude, on fait une avancée importante dans la compréhension de cette pathologie en 

montrant une prédisposition génétique, avec l’implication du gène CACNA2D4. Ainsi, on 

reproduit avec ce modèle murin hétérozygote KI-S306R CACNA2D4, les principaux critères 

de la pathologie : une hyperthermie avec une température rectale de plus de 43°C et une 

rhabdomyolyse avec des taux plasmatiques de CPK de 2 fois plus élevés que chez les souris 

WT reproduisant ainsi le phénotype observé chez les patients.  

La clinique de l’hyperthermie d’effort se caractérise aussi par une hausse des CPK avec 92% 

des patients avec des taux élevés anormaux supérieur à 5000 U/L (Abriat et al., 2014; Warren 

et al., 2002). Ce modèle murin montre un phénotype d’hyperthermie d’effort qui reproduit plus 

fidèlement la clinique de la maladie notamment une rhabdomyolyse plus marquée que le 

modèle d’étude utilisé dans la littérature avec le double des taux de CPK chez les hétérozygotes. 

Nos résultats montrent aussi une différence marquée entre mâles et femelles, avec chez les 

femelles une plus grande tolérance au protocole de stress physique. Cette différence a été 

étudiée en détails par (Garcia et al., 2018b) qui montre qu’avec les mêmes paramètres de test, 

les femelles montrent une plus grande tolérance à l’exercice dans des conditions de chaleur, 

courent plus de distance et sont capables de supporter des charges thermiques internes plus 
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élevées. On note des taux de CPK à l’effort moins élevés montrant une sorte de protection à la 

rhabdomyolyse liée au sexe (Figure 25). On parle d’effet protecteur des œstrogènes  à la 

rhabdomyolyse (Warren et al., 2002).  

Vue l’importance du diagnostic et de la prévention face à l’augmentation de l’incidence de 

l’hyperthermie d’effort, ce résultat est important et pourrait permettre chez les sujets HE ayant 

un test IVCT anormal d’intégrer la recherche de mutations sur ce gène dans un visé préventif.  

Défaut de l’homéostasie calcique chez le modèle KI-S306R CACNA2D4 

CACNA2D4, sous-unité régulatrice des canaux calciques voltage-dépendant, est impliquée 

dans la voie de régulation de l’homéostasie calcique. L’altération du métabolisme calcique dans 

le muscle squelettique a été souvent évoquée dans l’hyperthermie d’effort du fait de sa 

ressemblance avec l’hyperthermie maligne peranesthésique et de tests IVCT anormaux dans le 

HE (Sagui et al., 2015b). C’est donc logiquement qu’on a étudié cette voie de signalisation. On 

montre ici l’altération des relâchements de calcium dans des myotubes des souris hétérozygotes 

conditionnée par les variations de pH. On note une augmentation significative (p < 0.01) des 

relâchements de calcium du réticulum vers le cytosol au pH 6.4 (Figure 28).  

On montre pour la première fois un mécanisme à déclenchement conditionné permettant 

d’expliquer l’effet initiateur de l’exercice physique avec l’acidose métabolique comme point 

de départ. Les mécanismes physiopathologiques finaux communs de la rhabdomyolyse 

comprennent une augmentation incontrôlée du calcium intracellulaire libre et l'activation de 

protéases dépendantes du calcium, conduisant à la destruction des myofibrilles et à la digestion 

lysosomale des contenus des fibres musculaires (Warren et al., 2002). Ainsi, l’altération de 

l’homéostasie calcique constatée sur le modèle murin CACNA2D4 KI-S306R pourrait 

permettre d’expliquer la survenue de la rhabdomyolyse.  

Ce défaut du calcium intracellulaire dans les myotubes hétérozygotes semble passer par une 

perte de sensibilité au pH acide du canal DHPR. 

On note aussi une baisse de 10% significative (p<0.05) de l’expression de Stac3 chez le modèle 

murin. Cette protéine adaptatrice dans le couplage DHPR-RyR1 a été associée à  des défauts 

de l’homéostasie calcique musculaire notamment dans la myopathie des natifs amérindiens 



Résultats et discussion 
179 

conférant une susceptibilité à l’hyperthermie maligne peranesthésique (Grzybowski et al., 

2017).  

Mais d’autres mécanismes, pouvant expliquer les défauts de l’homéostasie calcique, peuvent 

aussi être évoqués avec l’implication d’autres canaux comme le canal chlore activé par le 

calcium, ANO1/TMEM16a. Chez les souris KO CACNA2D4, la localisation du canal ANO1 

dans les photorécepteurs est altérée se localisant au niveau des corps cellulaires et non dans les 

terminaisons synaptiques (Caputo et al., 2015). Cette localisation du canal ANO1 est importante 

dans le processus de myogenèse. Sa localisation au niveau de la membrane du réticulum régule 

l’inhibition des canaux calciques IP3 (Récepteur à l’inositol triphosphate), qui participent aux 

relâchements de calcium du réticulum vers le cytosol (Yuan et al., 2022). Pour finir, il a aussi 

été montré dans le muscle squelettique du poisson zèbre que le canal chlore ANO1 localisé sur 

le sarcolemme joue un rôle dans la contraction musculaire en accélérant la vitesse de 

repolarisation grâce à l’influx de chlore et augmente le train de potentiel d’action (Dayal et al., 

2019).    

Une altération du métabolisme basal chez les souris KI-S306R mâles ayant subi le 

protocole d’entraînement d’une semaine ? 

Un autre résultat très intéressant et surprenant, est la température basale, relevée chez les souris 

mâles hétérozygotes incluses dans le protocole de course, qui est significativement (p<0.01) 

plus grande avec un différentiel d’1°C comparée aux souris WT (Figure 24). Cela peut traduire 

un métabolisme basal plus élevé comme cela a été montré dans l’hyperthermie maligne 

peranesthésique chez les souris RYR1 Y524S qui présentent un défaut métabolique du calcium 

musculaire (Wang et al., 2020). De façon surprenante, cette différence n’est pas présente chez 

les femelles (Figure 24) ni chez les souris mâles des autres études réalisées. 

Le métabolisme musculaire pendant l'exercice est modifié par une série de réactions 

biochimiques et de régulations physiologiques qui s'adaptent pour répondre aux demandes 

énergétiques spécifiques de l'activité physique en cours (Hargreaves and Spriet, 2020). 
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Lien entre hyperthermie d’effort et hyperthermie maligne peranesthésique  

Des gènes impliqués dans l’homéostasie calcique ont récemment étaient mis en cause dans la 

survenue d’hyperthermie d’effort. Des études récentes, dont une au sein de notre laboratoire, a 

mis en évidence un lien entre des mutations survenues sur des gènes impliqués dans 

l’homéostasie calcique, TRPV1 et ASPH, dans la survenue de l’HE (Bosson et al., 2020; Endo 

et al., 2022). Si la voie de signalisation est la même impliquant des défauts dans les 

relâchements de calcium, toutefois les mécanismes restent différents. TRPV1 est un canal 

cationique non sélectif perméable aux ions calcium et impliqué dans la thermosensation. Les 

mutations identifiées altèrent la fonctionnalité du canal mais l’implication physiopathologique 

dans l’HE reste à déterminer (Bosson et al., 2020). Le gène ASPH code par épissage alternatif 

la junctine qui est une des régulatrices de RyR1 et ainsi les mutations identifiées dans l’étude 

entrainent une altération de ce canal avec une sensibilité à l’halothane et à la chaleur rappelant 

plus l’HM (Endo et al., 2022).  

Les similarités entre l’hyperthermie d’effort et l’hyperthermie maligne peranesthésique ont 

amené à l’hypothèse d’une altération de l’homéostasie calcique comme cause commune 

(Laitano et al., 2020b). Dans l’hyperthermie maligne, une hypersensibilité du canal RyR1 est 

en cause (Papapetrou and Ferguson, 2023). Sur notre modèle, on n’a pas décelé une altération 

du canal RyR1 avec l’étude des relâchements de calcium utilisant le 4-CMC agoniste RyR1 

comme stimulus, ni une sensibilité à l’isoflurane ou à la chaleur avec les tests 

comportementaux.  

En conclusion, nous avons montré l’implication directe de CACNA2D4 dans la survenue de 

l’hyperthermie d’effort. Le modèle murin hétérozygote pour la mutation p.(Ser306Arg) montre 

un phénotype HE avec une rhabdomyolyse importante. Ce phénotype semble être en lien avec 

un défaut de l’homéostasie calcique. Une altération du couplage excitation-contraction est 

observée en pH acide ou alcalin dans les myotubes entraînant une libération de calcium plus 

importante qui peut stimuler le métabolisme et mener donc à une thermogenèse supplémentaire 

anormale. Cette altération semble être en lien avec la levée de sensibilité aux protons du DHPR 

induite par la mutation S306R. Ainsi, le mécanisme de l’acidose métabolique qui est censée 

inhiber le canal au cours d’un effort physique ne marche plus et entraînerait une activation 
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anormale du DHPR. Mais cette hypothèse très intéressante nécessiterait de plus amples 

investigations afin de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents. L’expression neuronale 

de CACNA2D4 pose aussi la question d’une implication du système nerveux central. Ainsi, 

l’HE pourrait être une maladie à double composante, musculaire et neuronale. Une étude 

comportementale sur l’habilité des souris à réguler leur température interne pourrait permettre 

d’investiguer cette hypothèse.   

On montre aussi que si dans ce modèle l’HE et l’HM impliquent la même voie de signalisation 

avec le calcium comme pierre angulaire, elles n’empruntent peut-être pas le même chemin et 

donc seraient deux entités bien distinctes. 
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Partie 2 : Identification et caractérisation 

d’une isoforme musculaire CACNA2D4  
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Ce projet s’appuie sur les résultats de séquençage exomique de 16 patients ayant présenté une 

crise d’HE avec un test de contracture in vitro sur biopsie musculaire positif. Ces données ont 

abouti à l’identification de variants rares du gène CACNA2D4 chez 4 patients permettant de 

définir le gène CACNA2D4 comme un excellent gène candidat pour l’HE. 

Les travaux présentés en première partie de ce manuscrit montrent que le modèle murin 

CACNA2D4S306R/WT présente une altération de l’homéostasie calcique au niveau du muscle 

squelettique. A cela s’ajoute la présence d’un test de contracture in vitro du muscle squelettique 

anormale chez les patients présentant les mutations sur CACNA2D4.  

Ces données suggèrent une implication du muscle squelettique dans la survenue du phénotype 

observé.  

Dans cette partie de ce travail de thèse, j’ai donc cherché à caractériser l’expression tissulaire 

de CACNA2D4 dans le muscle squelettique. La distribution tissulaire de cette sous-unité, 

régulatrice des canaux calciques voltage-dépendants de type L, n’est pas complétement connue. 

Les données de la littérature montrent qu’elle est exprimée dans la rétine où elle est liée à la 

survenue de la dystrophie rétinienne et régule la synaptogenèse des photorécepteurs (Kerov et 

al., 2018a), mais sa distribution dans les autres tissus reste à définir.  

Dans un premier temps, j’ai cherché à mettre en évidence l’expression musculaire de 

CACNA2D4 en investiguant la présence du transcrit par RT(q)PCR dans différents muscles des 

membres inférieurs chez la souris, puis caractérisé le transcrit musculaire par RACE-PCR et 

l’expression protéique par Western blot et spectrométrie de masse.  

En clonant le transcrit musculaire, j’ai aussi, caractérisé fonctionnellement ce transcrit à l’aide 

de systèmes d’expression hétérologues 

I. Mise en évidence d’une isoforme musculaire CACNA2D4 

La présence du transcrit CACNA2D4 dans le muscle squelettique a été investiguée par RT 

(q)PCR et RACE-PCR sur des extraits d’ARN totaux de souris C57BL/6J WT. Les ARN totaux 

ont été extraits de différents types de muscles (quadriceps, tibialis antérieur, le soléus, l’EDL) 

et de l’œil pour ces différentes investigations.  



Résultats et discussion 
184 

A. RT-(q)-PCR 

Pour étudier le transcrit musculaire de CACNA2D4, il a été décidé de choisir différents types 

de muscles avec des répartitions différentes en types de fibres chez la souris.  

J’ai également utilisé différentes paires d’amorces ciblant différentes parties du transcrit 

canonique décrit au niveau de l’œil pour détecter le transcrit de CACNA2D4 au niveau 

musculaire. Des couples d’amorces couvrant les exons 8 à 13 et 16 à 17 ont été utilisés en RT 

PCR classique et des couples d’amorces couvrant les exons 1 à 2, et 10 à 11 ont été utilisés en 

RT PCR quantitative.  

La RT PCR ciblant les exons 8 à 13, montre la présence d’un amplicon dans le quadriceps, 

l’EDL, le soleus et le tibialis antérieur à la taille attendue de 500 pb en se basant sur la forme 

canonique CACNA2D4 (Figure 32A). 

Cette bande découpée, purifiée et séquencée confirme la présence du transcrit CACNA2D4 dans 

le muscle squelettique. Ce résultat confirme une expression musculaire du transcrit 

CACNA2D4 déjà rapportée dans la littérature (Qin et al., 2002; Katharina A. Wycisk et al., 

2006). Mais pour la première fois, on montre une étude tissulaire sur la distribution dans les 

muscles des membres inférieurs chez la souris.  

L’étude par RT-qPCR avec les amorces ciblant les exons 10-11 permet également d’amplifier 

un transcrit (Figure 32B). En revanche, les amorces ciblant les exons 1 et 2, ont échoué à 

amplifier cette région dans le muscle (Figure 32B). Les amorces placées dans les exons 16 – 

17 ont échoué à amplifier un transcrit dans le muscle mais donnent un amplicon dans l’œil 

(Figure 32C).  
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Figure 32 : Etude de l’expression d’un transcrit CACNA2D4 dans le muscle squelettique de souris. A. RT PCR 

avec amorces ciblant les exons 8-13 invariants CACNA2D4 sur différents types de muscles de la patte de souris et un 

témoin négatif (H2O). B.  Expression relative de CACNA2D4 par RT qPCR en ciblant deux régions différentes. Les 

exons 1 et 2 connus pour être sujets à l’épissage alternatif et les exons 10 – 11 qui sont invariants. Quantification avec 

le logiciel BioRAd CFX Maestro sur tripliqua avec GAPDH comme gène de ménage. C. RT PCR avec amorces ciblant 

les exons 16-17, l’exon 16 sujet à épissage sur le muscle quadriceps de souris et un témoin positif (Œil). Témoin négatif 

(H2O). 

Ces données indiquent la présence d’un transcrit CACNA2D4 dans le muscle squelettique avec 

une partie 5’ qui semble différer de la forme canonique.  

Les différences sur le transcrit observées par RT-(q)PCR dans le muscle squelettique a donné 

lieu à une étude de caractérisation du transcrit musculaire par 5’/3’RACE-PCR.  

B. 5’/3’ RACE-PCR et clonage 

Les résultats de RT-(q)-PCR ont fait évoquer la possibilité d’un transcrit musculaire avec une 

partie 5’ différente de la forme canonique. J’ai décidé d’explorer la présence d’un transcrit 

alternatif de CACNA2D4 dans le muscle squelettique par 5’/3’RACE-PCR (Rapid 

Amplification of cDNA Ends) sur des extraits d’ARNm provenant de quadriceps et d’yeux de 

souris WT C57BL/6J.  

Des amorces spécifiques de CACNA2D4, placées sur les exons 26 et 24 respectivement pour la 

5’ et 3’ RACE associées à des amorces universelles reconnaissant les parties 3’ et 5’ UTR, ont 

permis d’isoler et d’amplifier les séquences d’initiation et de terminaison du transcrit.  

La 5’ RACE-PCR a permis de détecter un amplicon unique de 2299pb dans le muscle plus petit 

que celui amplifié dans l’œil de 2673pb en adéquation avec la taille attendue (Figure 33A). La 

3’ RACE a donné des amplicons de la même taille dans l’œil et le muscle. Ces résultats 
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confirment l’existence d’un transcrit musculaire avec une partie 5’ différente de la forme 

canonique exprimée dans l’œil.   

 

 

Figure 33 : Caractérisation du transcrit CACNA2D4 dans le muscle squelettique de souris A. 5’ RACE PCR sur 

des extraits quadriceps pour la caractérisation du transcrit musculaire de CACNA2D4 avec une amorce gène spécifique 

sur l’exon 26. Les pistes 1 et 3 sont des échantillons de muscle 2299pb comparés à l’œil où la forme canonique est 

exprimée 2673pb. B. Chromatogramme du séquençage des clones issus du muscle et de l’œil montrant les différences 

en 5’ et l’exclusion de l’exon 16 sur le transcrit musculaire. C. Schéma comparatif des transcrits musculaire 

CACNA2D4 M et canonique CACNA2D4 FL. 
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Les produits de la 3’ et 5’ RACE ont été clonés dans un plasmide pRACE. La digestion des 

produits de minipreps des clones issus de la 5’ RACE du muscle a donné majoritairement un 

seul profil de digestion (9/10). Ce profil est différent de la prédiction théorique attendue pour 

la forme canonique.  

Le séquençage des 9 clones, (présentant un profil de digestion similaire), a permis 

l’identification d’une nouvelle isoforme d’épissage alternatif de CACNA2D4 dans le muscle 

squelettique jamais rapportée (Figure 33B). La comparaison de cette nouvelle isoforme 

nommée CACNA2D4 M (M pour musculaire) avec la forme canonique (full length notée FL) 

permet de souligner des différences en 5’ avec l’absence des exons 1 et 2, la rétention d’une 

partie de l’intron 2, mais aussi, l’exclusion de l’exon 16, (en phase, codant pour 25 acides 

aminés) (Figure 33B.C). L’exclusion de l’exon 16 en phase vient raccourcir le domaine 

dCache_1 en C-terminal. L’extrémité carboxyle-terminale est la même que sur la forme 

canonique avec un codon stop TGA dans l’exon 38. 

La 3’ RACE-PCR par contre ne montre aucune différence par rapport à la forme canonique. 

- Analyse bio-informatique de la séquence du transcrit musculaire 

L’analyse de la séquence nucléotidique par l’outil de bio-informatique ATGpr du CACNA2D4 

M, permet d’identifier deux ATG, en phase aux positions (194 et 203) en partant de la première 

base du transcrit musculaire, mais seul le premier ATG possède une séquence KOZAK presque 

parfaite (GXXATGG) (Tableau 10). Cet ATG en position 194, sert donc de site d’initiation 

de la traduction de cette isoforme de 2949 pb codant une protéine de 983 acides aminés pour 

111 kDa au lieu des 127 kDa de la forme FL.  
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Tableau 10 : Etude des sites d’initiation de la traduction en phase sur l’isoforme musculaire.  

 

L’analyse bio-informatique de cette isoforme avec Promoter2.0 prédisant les sites de départ de 

la transcription des promoteurs PolII des vertébrés dans les séquences d'ADN montre la 

présence de deux régions promotrices et d’initiatrices de la transcription possible dans l’intron 

2 (les exon2 + 600 et exon2 + 1200). 

L’alignement des isoformes musculaire et canonique montre 88% de similarité entre les deux. 

L’absence de l’exon 1 pose la question de la perte du peptide signal codé par l’exon 1. Une 

analyse bio-informatique à l’aide du logiciel SignalP a été faite à la recherche d’une séquence 

correspondant à un peptide signal sur l’extrémité N-terminale de l’isoforme musculaire. 

Aucune séquence signal n’a été identifiée par l’analyse bio-informatique. La probabilité de 

l’existence d’un peptide signal est quasi-nulle (Figure 34).  
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Figure 34 : Prédiction avec SignalP de la présence d’un peptide signal sur CACNA2D4 M. En haut la séquence 

N-terminal de la forme canonique avec une probabilité de 0,88 (Max à 1) d’une séquence peptide signal en rouge et 

en bas la prédiction pour la forme musculaire ne prédisant pas de peptide signal.   

Les séquences où se localisent les différents variants trouvés chez les patients sont aussi 

conservées dans l’isoforme musculaire CACNA2D4 M.  

- Clonage et étude d’expression 

Le transcrit CACNA2D4 M a été cloné, à partir des produits de la 5’ et 3’ RACE PCR, dans 

pcDNA3.1 avec un tag HA interne localisé dans l’exon 14 à la position 1104. Le tag interne 

évite l’impact sur les extrémités N (peptide signal) et C (ajout de l’ancre GPI) terminales de la 

protéine qui sont censées jouer un rôle fonctionnel dans la localisation membranaire. La 

position du tag est basée sur l’alignement avec le plasmide codant pour le transcrit de rat du 

CACNA2D1 HA pMT2 (58729 addgene).  

La construction a été contrôlée par séquençage et son expression par western blot. L’expression 

du transcrit a donc été étudiée par réexpression dans un système hétérologue, HEK293T. La 
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surexpression montre la production d’une protéine à la taille attendue (bande juste au-dessus 

de 100 kDa) pour ce transcrit musculaire (Figure 35).  

 

Figure 35 : Western blot de l’expression du transcrit musculaire M, canonique FL et de α2δ-1 grâce au tag HA.  

- Expression de l’isoforme musculaire dans l’œil  

J’ai étudié la présence du nouveau transcrit identifié dans l’œil. Pour cela, j’ai utilisé des 

amorces spécifiques de ce transcrit ciblant en 5’ la partie de l’intron 2 retenue. On peut observer 

une amplification dans le muscle aussi bien que dans l’œil (Figure 36).  

Ces résultats nous indiquent que l’isoforme identifiée dans le muscle chez la souris est 

également présente dans l’œil.  

 

Figure 36 : RT PCR couvrant la partie intronique 2 et l’exon 4 spécifique de l’isoforme musculaire 
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II. Caractérisation fonctionnelle de l’isoforme musculaire α2δ-4 M 

Ce transcrit musculaire a fait l’objet d’une caractérisation sur différents paramètres. La 

localisation subcellulaire potentiellement altérée par la perte du peptide signal en N-terminal a 

été étudiée, ainsi que son interaction avec la sous-unité Cav1.1 des canaux calciques de type L 

et sa régulation de la sensibilité au voltage et au pH.  

A. Localisation subcellulaire 

• Immunofluorescence  

Les protéines α2δ à ancre GPI sont synthétisées dans le réticulum. Cette voie de synthèse est 

dictée par la présence du peptide signal. La perte de ce dernier sur l’isoforme musculaire 

CACNA2D4 M pose la question de la voie de synthèse de la protéine et donc de sa localisation 

intracellulaire.  

Afin d’étudier la localisation de l’isoforme musculaire et la comparer à l’isoforme canonique, 

les deux isoformes ont été réexprimées dans des cellules COS7 et leurs localisations étudiées 

par immunofluorescence. Le réticulum est marqué par Climp63 et α2δ-4 grâce au tag HA. Ce 

co-marquage a permis d’étudier la localisation réticulaire de l’isoforme musculaire. Nos 

résultats montrent une localisation dans le réticulum de l’isoforme musculaire HA-α2δ-4 M 

(Figure 37), malgré l’absence d’un peptide signal typique.  

Ainsi, HA-α2δ-4 M se comporte comme la forme canonique HA-α2δ-4 FL en empruntant la 

même voie de synthèse malgré la perte du peptide signal.   
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Figure 37 : Etude de la localisation intracellulaire de l’isoforme musculaire α2δ-4 M par immunofluorescence. 

Les cellules COS7 ont été fixées au PFA, perméabilisées puis co-marquées avec un anticorps anti-Climp63 (réticulum 

endoplasmique) et un anti-HA (α2δ-4 FL/α2δ-4 M). Les noyaux sont marqués par le hoechst. Les images ont été prises 

au microscope à fluorescence avec objectif X40. (Clara Charpentier) 

 

• Biotinylation de surface 

Les sous-unités α2δ sont des protéines à ancre GPI associées aux radeaux lipidiques. 

L’adressage membranaire des protéines à ancre GPI nécessite la présence d’un peptide signal 

orientant la synthèse dans le réticulum. Du réticulum, la protéine débarrassée de son peptide 

signal est adressée au Golgi où des vésicules de transports l’amènent à la membrane.  

Afin de vérifier la localisation membranaire de cette nouvelle isoforme privée de peptide signal, 

j’ai fait une biotinylation de surface des protéines membranaires dans des cellules HEK293T 

exprimant la forme musculaire et canonique.  

L’isolation des protéines membranaires par biotinylation de surface montre dans la fraction 

biotinylée la présence grâce à l’anticorps anti-HA de α2δ-4 M et α2δ-4 FL (Figure 38). La 

fraction biotinylée est contrôlée avec l’absence de GAPDH, marqueur cytoplasmique. Un autre 
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contrôle est la condition non-biotinylée (NB) qui permet de tester les liaisons non spécifiques 

aux billes streptavidine. Ces résultats montrent l’expression à la membrane de l’isoforme 

musculaire α2δ-4 M malgré l’absence d’un peptide signal typique.  

Ainsi, en résumé, la perte du peptide signal sur cette nouvelle isoforme n’entrave pas sa 

localisation membranaire ni sa traduction dans le réticulum. Elle se comporte comme la forme 

canonique posant la question du mécanisme directeur en absence du peptide signal. Des études 

plus poussées seront nécessaires afin d’élucider ce mystère. Ainsi, le clonage de la partie N-

terminale de α2δ-4 M sur une protéine rapportrice permettrait de savoir si elle possède un 

peptide signal pas encore découvert.  

 

 

Figure 38 : Etude de la localisation membranaire par biotinylation de surface de l’isoforme musculaire α2δ-4 

M. A droite le lysat cellulaire total, et à gauche la fraction membranaire soit les protéines biotinylées. Les niveaux 

d'expression de la protéine d'intérêt α2δ-4 sont révélés grâce à son tag HA et la protéine de charge GAPDH sert de 

contrôle dans la fraction membranaire d’absence de contamination intracellulaire. α2δ-4 M NB est la condition non 

biotinylée servant de contrôle de la spécificité des billes streptavidine.   

. 
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B. Etude de l’interaction Cav1.1 et α2δ-4 M (CACNA2D4 M) 

Les différences observées entre la forme canonique et la forme musculaire de CACNA2D4 

posent la même question de sa fonctionnalité comme sous unité régulatrice des canaux 

calciques voltage-dépendants de type L. J’ai donc voulu savoir si la forme musculaire présentait 

également une capacité d’interaction et de régulation du canal, comme la forme canonique. J’ai 

étudié la présence de l’isoforme musculaire dans le complexe canalaire par co-

immunoprécipitation sur des HEK293T et par immunofluorescence en co-marquant Cav1.1 et 

α2δ-4 M dans des myotubes transduits. 

• Etude de l’interaction entre Cav1.1 et le nouvel isoforme musculaire par co-

immunoprécipitation sur HEK293T 

J’ai co-exprimé dans des cellules HEK293T les sous-unités β1a, Cav1.1 et α2δ-4 M WT. Grâce 

à des billes magnétiques anti-HA, j’ai immunoprécipité α2δ-4 M WT.  

Nos résultats montrent dans la fraction immunoprécipitée, anti-HA α2δ-4 M, la présence de 

Cav1.1 (Figure 39).  La condition β1a/Cav1.1 sert de contrôle négatif d’absence de liaison non 

spécifiques des billes. Ces résultats mettent en évidence la capacité de l’isoforme musculaire à 

interagir avec la sous-unité Cav1.1. 
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Figure 39 : Etude de l’interaction entre Cav1.1 et l’isoforme musculaire α2δ-4 M par co-immunoprécipitation 

de lysats protéiques de HEK293T co-exprimant β1a/Cav1.1/α2δ-4 M. α2δ-4 M est immunoprécipitée grâce à des 

billes magnétiques anti-HA. La condition β1a/Cav1.1 sert de contrôle de spécificité des billes anti-HA.  

• Immunofluorescence sur myotubes 

La co-localisation avec Cav1.1 a été étudiée sur des myotubes WT de souris différenciés sur 

une semaine. Les myoblastes ont été transduits avec des lentivirus permettant l’expression de 

α2δ-4 FL et α2δ-4 M puis mis en différenciation.  

Le co-marquage de Cav1.1 endogène et de α2δ-4 avec le tag HA montre des différences sur la 

localisation de α2δ-4 M et FL. α2δ-4 FL montre une localisation majoritairement périphérique. 

L’isoforme musculaire α2δ-4 M montre une localisation plus homogène (Figure 40). La 

quantification du coefficient de Pearson (R), sur n = 3 champs d’observation, donne pour α2δ-

4 FL un R = -0.007 et R= 0.264 pour α2δ-4 M.  

Ces résultats semblent montrer sur des myotubes pas entièrement matures des comportements 

différents des isoformes canonique et musculaire. La forme musculaire en surexpression 

semble plus interagir avec le canal Cav1.1 que la forme canonique au cours de la 

différenciation.  
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Figure 40 : Etude de la co-localisation Cav1.1 et α2δ-4 (FL et M) sur des myotubes. Des myoblastes transduits 

avec des lentivirus codant pour α2δ-4 FL et M sont mis en différentiation une semaine. Les myotubes fixés sont 

perméabilisés puis Cav1.1 endogène a été marquée et α2δ-4 grâce au tag HA. Les images sont prises au microscope 

confocal. La colocalisation des canaux rouge (Cav1.1) et vert (α2δ-4) a été fait avec Image J.  

C. Régulation de Cav1.1 par l’isoforme α2δ-4 M  

Les expériences ci-dessous de patch-clamp sur des HEK293T coexprimant β1a, Cav1.1, Stac3 

et α2δ-4 M ou α2δ-4 FL ont été réalisées en collaboration avec Juan De la Rosa Vázquez de 

l’Université du Texas dans l’équipe de Amy Lee.  

• Etude des densités de canaux à la surface par patch-clamp  

Une expérience de patch clamp a été faite sur des HEK2293T coexprimant Cav1.1, Stac3, β1a 

et différents isoformes α2δ (α2δ-1, α2δ-4 FL, α2δ-4 M et α2δ-4 M avec la mutation du domaine 

MIDAS S306R). L’équipe a quantifié la relation Qon/Qmax, rapport entre la charge électrique 

à l'état actif (Qon) et la charge électrique maximale (Qmax) qu'une cellule peut supporter 

(Figure 41B). Ce ratio permet de déterminer les mouvements de charges en fonction du 

potentiel appliqué rapportés sur la capacité membranaire et ainsi d’estimer la densité de canaux 
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à la surface. L’étude comparative montre que α2δ-4 M permet d’avoir une densité de canaux 

Cav1.1 à la surface identique aux isoformes α2δ-4 FL et α2δ-1 (Figure 41B.C).  

 

 

Figure 41 : Etude de la densité de courant par la relation charge active Q(on) et charge maximale Q(max) en 

fonction du voltage appliqué sur des HEK293T coexprimant Cav1.1/Stac3/β1a + les différents α2δ. A. Chaque 

trace représente la réponse à des potentiels de membrane appliqués, allant de -40 mV à +60 mV. Il y a cinq groupes de 

traces correspondant à différentes isoformes ou mutants de la protéine α2δ (α2δ-1, α2δ-4, α2δ-4 M, α2δ-4 M S306R). 

B. Un graphique de relation Q(on)/Q(max) montrant les mouvements de charge en fonction des potentiels appliqués. 

Plusieurs courbes sont superposées pour les différentes isoformes/mutants de α2δ. L'ombrage autour des courbes 

représente l'erreur standard. C. Histogrammes de la quantification de la pente de la relation courant-tension kon (mV), 

de la densité de courant Qon (en picoampères par picofarad, pA/pF), donnant une mesure de l'activité du canal par 

unité de surface de membrane et du voltage d’activation Von (mV).  (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001). 

• Sensibilité au voltage  

L’équipe a également mesuré la relation entre le potentiel de membrane Vm (mV) et le courant 

de barium normalisé (IBa norm.). Les résultats présentent le courant de barium, en réponse à 

une stimulation électrique, sur une échelle de temps de 20 ms et de courant de 100 pA. Cette 

étude montre que l’isoforme α2δ-4 M déplace le potentiel d’activation Vhact (mV) de Cav1.1 

vers des potentiels plus polarisés en comparaison avec α2δ-4 (canonique) et α2δ-1 (Figure 

42B) mais ne modifie pas la conductance Gmax (Figure 42A). Autrement dit, le canal s’active 

avec des potentiels plus élevés en présence de l’isoforme musculaire.  

L’autre paramètre étudié est l’inactivation voltage-dépendant. Ce dernier est un phénomène 

physiologique qui se produit au niveau des canaux ioniques voltage-dépendant. Lorsque le 
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potentiel de membrane d'une cellule excitable atteint un certain seuil, les canaux ioniques se 

ferment, empêchant ainsi le passage des ions à travers la membrane. Cela entraîne une 

diminution de l'excitabilité notamment des cellules nerveuses, ce qui peut avoir un impact sur 

la transmission de l'influx nerveux. L’étude de ce paramètre en présence de α2δ-4 M en 

comparaison avec α2δ-4 (canonique) et α2δ-1 montre que l’isoforme musculaire rend le canal 

Cav1.1 plus résistant à l’inactivation dépendante au voltage (Figure 42D) et pas de différence 

de densité de courant Imax (Figure 42C).  

 

Figure 42 : Sensibilité au voltage du canal DHPR reconstitué chez des HEK293T co-exprimant 

Cav1.1/Stac3/β1a avec les différentes α2δ (α2δ-1, α2δ-4 FL et α2δ-4 M). A.B. Etude des potentiels d’activation : 

Histogramme des différentes caractéristiques du canal Cav1.1 : Gmax (nS/pF) : Conductance maximale normalisée 

par la capacité de la membrane, indiquant la conductivité des canaux par unité de surface de membrane, Vh act (mV) 

: Potentiel de demi-activation, le potentiel de membrane auquel la moitié des canaux sont activés. C.D. Etude de 

l’inhibition dépendante du voltage : Histogramme des mesures de la densité de courant Imax(pA/pF) et du potentiel 

de mi-inactivation Vhinact. (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001). 

En résumé, l’isoforme musculaire n’altère pas l’adressage à la surface du canal Cav1.1 et forme 

avec un canal fonctionnel mais offre une régulation différente du canal. Ainsi, elle confère au 
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canal des potentiels d’activation plus polarisés et une résistance à l’inhibition voltage-

dépendant.  

III. Etude de l’expression de la protéine α2δ-4 dans le muscle squelettique  

A. Western blot 

Après avoir identifié et caractérisé l’existence d’un transcrit musculaire de CACNA2D4, j’ai 

recherché la présence de la protéine α2δ-4 dans le muscle squelettique par western blot et 

spectrométrie de masse.  

L’étude par western blot a été faite avec l’anticorps polyclonal anti-α2δ-4 développé par Amy 

Lee, de l’Université du Texas, par sensibilisation avec le peptide unique 

(KVSDRKFLTPEDEASVC) situé dans les exons 24-25. Cet anticorps a été caractérisé dans 

les publications (Kerov et al., 2018a; Qin et al., 2002) sur des extraits protéiques de rétine de 

souris WT et knock-out CACNA2D4 avec un stop prématuré dans l’exon 2. Il reconnaît une 

bande vers 150 kDa identifiée comme α2δ-4 FL (canonique) et trois bandes secondaires de plus 

petits poids moléculaires identifiées comme non spécifiques (Kerov et al., 2018a; Qin et al., 

2002).  

- Tests de détection de l’isoforme musculaire α2δ-4, d’absence de réactivité croisée et 

développement de contrôles tissulaires positif et négatif.  

Dans un premier temps, j’ai réalisé des contrôles pour vérifier les performances (sensibilité, 

spécificité) de l’anticorps, polyclonal anti-α2δ-4 (don de Amy Lee, Texas). 

J’ai vérifié la capacité de l’anticorps à détecter les isoformes canonique α2δ-4 FL (expression 

dans l’œil), et musculaire α2δ-4 M (expression muscle et œil), et l’absence de réactivité croisée 

avec l’isoforme musculaire majoritaire α2δ : α2δ-1.  

Pour cela, des extraits protéiques de HEK293T transfectées avec le cDNA de α2δ-4 FL, α2δ-4 

M et α2δ-1, tous taggués avec un HA, ont été testés par western blot et révélés par l’anti-α2δ-

4 et anti HA (Figure 43) 
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Ce résultat montre la spécificité de l’anticorps pour α2δ-4 et sa capacité à reconnaître la forme 

canonique aussi bien que la forme musculaire et l’absence de réactivité croisée avec α2δ-1.    

 

 

Figure 43 : Expression des constructions codant pour CACNA2D4 M et FL dans des HEK293T et test de 

l’habilité de l’anticorps anti-α2δ-4 à reconnaître l’isoforme musculaire α2δ-4 M. A. Western blot sur extraits 

HEK293T transfectées avec pcDNA3.1 codant α2δ-4 M, α2δ-1 et α2δ-4 FL (tous taggué HA). Révélation faite avec 

l’anticorps anti-α2δ-4. B. La même membrane qu’en A en révélée avec un anticorps anti-HA. La même membrane 

incubée avec l’anticorps anti- α2δ-4 montre une bande de 150 kDa dans le puits α2δ-4 FL et une bande d’environ 100 

kDa pour α2δ-4 M. On n’a pas de signal sur les puits α2δ-1 et le contrôle négatif sans transfection (Figure 44A). La 

même membrane incubée avec l’anticorps dirigé contre le tag HA, laisse apparaître la bande d’environ 150 kDa dans 

la condition avec α2δ-1 (Figure 44B). 

 

Dans un deuxième temps, j’ai réalisé des tests sur des homogénats d’œil de souris WT comme 

contrôle positif tissulaire alpha2delta4 et sur œil de souris α2δ-4KO/KO comme contrôle 

tissulaire négatif. 

Dans ce contexte, un modèle murin knock-out CACNA2D4 a été développé invalidant 

l’isoforme canonique et l’isoforme musculaire. Ce modèle a été généré par CRISPR Cas9 par 

l’insertion d’une délétion d’un nucléotide responsable d’un décalage du cadre de lecture et d’un 

codon stop prématuré au niveau de l’exon 8, commun aux transcrits canonique et musculaire. 

Ce modèle murin vient pallier le besoin de tissus contrôles négatifs afin de faire l’investigation 

dans le muscle.  

Les tissus, quadriceps et œil, de souris WT et KO CACNA2D4 homozygotes ont été étudiés en 

western blot.  
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Cinquante μg d’homogénat d’yeux ont été déposés sur gel gradient 5-15% acrylamide. La 

révélation avec l’anticorps anti-α2δ-4 montre la présence de plusieurs bandes dans le puits œil 

WT, comme décrit dans les publications (Kerov et al., 2018a; Qin et al., 2002). On note la 

présence de la bande vers 150 kDa (flèche rouge) pour la forme canonique qui est absente dans 

le puits KO (Figure 44A). On retrouve aussi la deuxième bande vers 125 kDa absente aussi 

chez les KO CACNA2D4 (Figure 44A). Cette dernière n’a jamais été rapportée. Par contre les 

autres bandes (astérisques) persistent dans les deux puits et donc semblent non spécifiques. 

Ces résultats confirment d’une part le KO CACNA2D4 avec l’absence d’une expression 

protéique dans l’œil provenant de la souris KO CACNA2D4 homozygote. Par contre, on 

rapporte ici, pour la première fois, dans l’œil la présence d’une deuxième forme plus courte de 

la protéine (flèche noire).  

La quantification des deux formes, longue et courte, sur 3 expériences ne montre pas de 

différence de niveaux d’expression (Mann-Whitney U test p=0.2) (Figure 44A).  

  

 

Figure 44 : Etude de l’expression endogène de CACNA2D4 dans l’œil de souris WT et KO pour ce gène par 

western blot. A. Western blot sur homogénats d’yeux entiers de souris WT et KO CACNA2D4. Révélation avec 

l’anticorps anti-α2δ-4 montrant deux bandes spécifiques indiquées avec les flèches et des bandes non spécifiques 

(astérisks). Le signal des deux bandes a été quantifié et rapporté à la tubuline (témoin de charge). B. Western blot sur 

homogénats d’yeux entiers de souris WT, KO CACNA2D4 et d’extraits de surexpression de α2δ-4 M dans des 

HEK293T. Révélation avec l’anticorps anti-α2δ-4. N=3 Mann-Whitney U test.  

Dans la publication (Kerov et al., 2018a) caractérisant l’anticorps, cette forme plus courte 

persiste chez leur KO CACNA2D4. Leur modèle murin KO a été généré par un indel dans 
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l’exon 2 entrainant un stop prématuré dans l’exon 2. Cette forme courte semble donc ne pas 

posséder l’exon 2 comme notre isoforme musculaire α2δ-4 M.  

La taille de cette forme courte semble correspondre à celle de α2δ-4 M (Figure 44B), dont j’ai 

mis en évidence la présence du transcrit dans l’œil (Figure 36). Cette observation suggère 

l’expression dans l’œil d’une isoforme d’épissage avec absence de l’exon 2 comme dans la 

forme musculaire CACNA2D4 M.  

- Investigation de l’expression dans le muscle squelettique de souris  

L’étude de la protéine dans le muscle squelettique a été faite à plusieurs niveaux.  

  Sur lysat total brut 

Dans un premier temps, 50 μg d’homogénat brut, obtenus par broyage par minilyse, de 

quadriceps de souris wild-type et de KO CACNA2D4 ont été déposés sur un gel 5-15% 

acrylamide et révélés avec l’anti α2δ-4.  

La révélation de la membrane montre un nombre important de bandes dans tous les puits, KO 

comme wild-type. A la taille attendue pour l’isoforme musculaire, on note une bande 

contaminante intense, aux alentours de 100 kDa (Figure 45A).  

L’élimination des débris cellulaires avec une centrifugation 10 minutes à 1000g, montre une 

réduction du bruit de fond de l’anticorps avec une diminution de l’intensité de la bande 

contaminante à 100 kDa. Néanmoins, aucune bande spécifique pouvant correspondre à une 

détection d’α2δ-4 n’est retrouvée sur les tissus musculaires wild-type (Figure 45B).  

Dans le muscle, l’anticorps semble manquer de spécificité donnant de nombreuses bandes non 

spécifiques rendant difficile la mise en évidence de la protéine α2δ-4. 



Résultats et discussion 
203 

 

Figure 45 : Etude de l’expression endogène de CACNA2D4 sur des homogénats de muscle squelettique de souris 

WT et KO pour ce gène par western blot. A. Western blot (Gel 6%) sur homogénats de muscles squelettiques bruts 

et d’yeux de souris WT et KO CACNA2D4. Révélation avec l’anticorps anti-α2δ-4. B. Western blot sur homogénats 

de muscles squelettiques et d’yeux de souris WT et KO CACNA2D4. Les échantillons ont été centrifugés à 1000g pour 

10 minutes afin d’éliminer les débris. Révélation avec l’anticorps anti-α2δ-4. Les points noirs indiquent la position des 

marqueurs de taille. 

   Sur fractionnement subcellulaire 

Dans un second temps, j’ai réalisé un fractionnement subcellulaire pour tenter de concentrer la 

protéine étudiée et réduire le bruit de fond observé sur homogénat brut. Différentes fractions, 

nucléaires, mitochondriales, microsomales et cytosoliques ont été obtenues à partir de 50 mg 

de quadriceps de souris WT et KO CACNA2D4. Les échantillons ont été broyés avec le 

minilyse puis homogénéisés avec un potter et passés à l’ultracentrifugation pour séparer les 

différentes fractions. 

Sur les fractions nucléaire, cytosolique et mitochondriale, on ne trouve aucune bande 

spécifique, c’est-à-dire présente sur le tissu murin sauvage et absente sur le tissu KO (Figure 

46). 
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Figure 46 : Etude de l’expression endogène de CACNA2D4 sur des fractions nucléaire, mitochondriale et 

cytosolique de muscle squelettique de souris WT et KO pour ce gène par western blot. 

 

L’analyse s’est concentrée sur la fraction microsomale, regroupant les membranes, vu 

l’expression membranaire de α2δ-4. Deux expériences indépendantes ont été faites pour deux 

observations différentes : 

L’expérience 1 montre la présence d’une bande vers 150 kDa dans les échantillons wild-type 

qui sont absentes chez les KO (Figure 47A).  

L’expérience 2 cette bande est plus faible et semble présente aussi chez les KO (montrée par 

la flèche noire) (Figure 47B).  

Ces deux observations contradictoires dans le muscle rendent impossible une conclusion sur 

cette expérimentation.  

En conclusion, ces différentes expériences n’ont pas permis de prouver l’existence au niveau 

protéique d’α2δ-4 dans le muscle sur modèle murin. La mise en évidence de la protéine α2δ-4 

se heurte au manque de spécificité de l’anticorps dans le muscle et peut-être aussi à une faible 

expression de la protéine. La spectrométrie de masse, méthode plus sensible et plus spécifique 

pourrait aider à détecter la protéine α2δ-4 dans le muscle. 
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Figure 47 : Etude de l’expression endogène de CACNA2D4 sur des fractions microsomales de muscle 

squelettique de souris WT et KO pour ce gène par western blot. A.B. Expérience 1et 2 : Western blot (Gel 6%) 

sur fractions microsomales de muscle squelettique bruts de souris WT et KO CACNA2D4. Révélation avec l’anticorps 

anti-α2δ-4. Le Gel TCE avant le transfert des protéines sur membrane visualise les dépôts de protéines.   

B. Spectrométrie de masse 

Nous avons donc décidé de rechercher α2δ-4 en spectrométrie de masse.  

La méta-analyse des bases données de protéomique n’a pas permis de répondre à la question, 

ne retrouvant aucune trace de la protéine. Aucune expérience ne montre de peptide appartenant 

à α2δ-4, même dans l’œil. Ceci traduit certainement une certaine difficulté inhérente à la 

protéine et aux conditions expérimentales.  

En collaboration avec le Laboratoire Biosciences et bio-ingénierie pour la santé (BGE) au CEA 

de Grenoble, nous avons mis en place un projet pour explorer par spectrométrie de masse 

l’expression de α2δ-4. 

- Etude dans l’œil chez la souris 

Une première partie de mise au point a été faite dans l’œil afin de déterminer les meilleures 

conditions pour détecter α2δ-4. J’ai déposé 50 µg d’extraits protéiques d’œil de souris wild-

type en triplicata sur le même gel (Figure 48). Un des puits a servi pour faire un western blot 

afin de déterminer la zone à découper. Ensuite, j’ai découpé les zones du gel aux tailles 

attendues des isoformes α2δ-4 FL et α2δ-4 M dans l’œil (Figure 48). Les bandes découpées 
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ont été transmises au Laboratoire Biosciences et bioingénierie pour la santé pour analyse en 

spectrométrie de masse. 

 

Figure 48 : Préparation échantillons d’yeux de souris wild types pour analyse en spectrométrie de masse. 

Gauche : gel coloré au FastGene Q-stain (analogue bleu de coomassie) avec la zone de découpe pour analyse. Droite : 

western blot d’une partie du gel à droite permettant de déterminer la zone de découpe. 

 

L’analyse de ces bandes de gel a permis d’identifier dans l’œil deux peptides 

(ASTAVTVTVDGK et QASEQPPGSFVFNLR) appartenant à CACNA2D4. Ces deux 

peptides sont localisés dans les parties communes aux isoformes canonique et musculaire 

(Tableau 11). 

Tableau 11 : Spectrométrie de masse identifiant deux peptides CACNA2D4 spécifiques dans l’œil  
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Une deuxième analyse a été réalisée pour déterminer les conditions de fragmentation en 

déterminant le meilleur score PSM. Un Peptide Spectrum Match (PSM) est une correspondance 

entre un spectre de masse obtenu expérimentalement et un peptide théorique. L’énergie de 

fragmentation fait référence à l'énergie utilisée pour provoquer la fragmentation des ions 

précurseurs (ou molécules ionisées) en ions fragments plus petits. L’objectif est de déterminer 

un spectre énergétique spécifique aux peptides CACNA2D4. Ainsi, trois peptides ont été 

retenus pour la partie analyse dans le muscle squelettique (Tableau 12). 

 

Tableau 12 : Conditions de fragmentation visant à optimiser la détection dans le muscle squelettique 

 

- Dans le muscle squelettique de souris  

Les études sont actuellement en cours sur ce tissu et j’espère pouvoir vous les présenter durant 

la soutenance.  

Peptide PSM Score RT PSM Score RT PSM Score RT

LSQLEAVVR 54.83 29.72 52.16 29.72 53.23 29.72

LLGEADGALMK 54.16 32.66 46.13 32.67 55.29 32.67

ASTAVTVTVDGK 51.49 21.72 64.25 21.72 48.77 21.72

QASEQPPGSFVFNLR 26.18 44.56

QLLSMGVFSR

VFTYLIGR

SLFVGSEK

NLYNTVTR

Asc PRM-Stepped Asc PRM-27 Asc PRM-24

FALL1bis
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IV. Discussion 

Les études de caractérisation de l’expression musculaire de CACNA2D4 ont permis la 

découverte d’un nouveau transcrit, jamais rapporté, qui confère au canal DHPR des 

fonctionnalités différentes comparées à l’isoforme α2δ-1 majoritaire dans le muscle.  

On rapporte aussi pour la première fois dans l’œil une forme courte de la protéine qui partage 

de similarités avec l’isoforme musculaire.  

L’étude de l’expression d’une protéine endogène dans le muscle squelettique n’a pas permis 

de montrer sa présence. Cependant, les analyses par spectrométrie de masse, faites dans l’œil 

par le laboratoire BGE, ont permis de mettre au point un setup qui permettra une analyse ciblée 

dans le muscle squelettique. 

Une nouvelle isoforme d’épissage CACNA2D4 M exprimée dans le muscle 

squelettique 

L’étude du transcrit dans le quadriceps de souris a montré l’expression d’une nouvelle isoforme 

jamais rapportée de CACNA2D4 avec des différences importantes avec la forme canonique, 

notamment l’absence des exons 1, 2 et 16. Cette mise en évidence musculaire d’un transcrit 

CACNA2D4 vient confirmer des données de la littérature sur une expression dans le muscle 

squelettique de cette isoforme comme l’ont déjà montré sur des homogénats totaux sans 

précision sur le type de muscle utilisé dans leurs analyses (Qin et al., 2002; Katharina A. 

Wycisk et al., 2006). Par contre, sur une autre étude, (Nabhani et al., 2005) n’a pas réussi à 

amplifier un transcrit musculaire en utilisant des fibres isolées à partir du soleus. Ce dernier est 

un muscle majoritairement sinon exclusivement chez la souris composée de fibres lentes de 

type I. En effet, la composition passe de mixte pendant le développement à 100% de fibres de 

type I à maturité (Komiya et al., 2017). Ceci pose la question de l’hypothèse d’une expression 

différentielle en fonction du type de fibre ou du stade de développement pour CACNA2D4 

pouvant expliquer la contradiction entre les différentes études. Cette expression différentielle 

est observée pour certains gènes impliqués dans l’homéostasie calcique musculaire comme les 

protéines ATPase de recapture du calcium (SERCA) avec une isoforme SERCA1 dans les 

fibres rapides II et SERCA2 dans les types I. Cette répartition a des implications sur la fonction 
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musculaire, le métabolisme énergétique au repos et la thermogenèse en raison des différences 

dans les propriétés de recapture d’ions Ca2+ vers le réticulum sarcoplasmique (SR). Ils 

confèrent des différences de capacités de recapture entre les fibres musculaires humaines. 

Ainsi, les fibres de type I ont une meilleure efficacité de recapture (pCa 6.8) que les type II 

(pCa 6.6) (Lamboley et al., 2014). Une expression différentielle de CACNA2D4 pourrait avoir 

aussi des implications métaboliques. 

On peut donc souligner la nécessité d’une quantification absolue par RT qPCR de l’expression 

de CACNA2D4 sur des fibres isolées de différents types afin de de dessiner la carte complète 

de la distribution du transcrit dans le muscle squelettique. 

Un autre point intéressant dans les résultats obtenus sur cette investigation musculaire du 

transcrit CACNA2D4 est cette isoforme d’épissage jamais rapportée caractérisée par une 

rétention d’une partie de l’intron 2, l’absence des exons 1, 2 et 16. L’analyse bio-informatique 

de cette isoforme avec Promoter2.0 prédisant les sites d’initiation de la transcription des 

promoteurs PolII des vertébrés dans les séquences d'ADN montre la présence de deux régions 

promotrices et initiatrices de la transcription possibles dans l’intron 2 (les exon2 + 600 et exon2 

+ 1200). L’étude de la séquence de l’exon 16 en utilisant SpliceAid 2, une base de données de 

données des facteurs d'épissage alternatifs montre des sites de liaison des protéines Fox1/Fox2 

et HnRNP H1 en amont de l’exon16. Les facteurs d'épissage alternatif FOX1/2 jouent un rôle 

crucial dans la régulation de l'épissage alternatif (Figure 49). Ils se lient spécifiquement à 

l'élément d'ARN UGCAUG et régulent l'épissage alternatif de manière positive ou négative 

dépendante de la position du site de liaison. En se liant à l'intron en aval, ils favorisent 

l'inclusion de l'exon, tandis qu'en se liant à l'intron en amont, ils favorisent le saut de l'exon. 

Ces facteurs sont principalement exprimés dans le cerveau et le muscle squelettique, et leur 

mécanisme d'action implique des interactions spécifiques avec d'autres protéines telles que 

hnRNP H1. Ces interactions modulent l'activité d'épissage de RBFOX1/2, suggérant un rôle 

clé dans la régulation de l'épissage alternatif (Sun et al., 2012). Ainsi, ces informations 

apportent un début d’explication pour l’épissage alternatif de CACNA2D4 dans le muscle 

squelettique. Cette exclusion de l’exon 16 est aussi rapportée sur des isoformes humains dans 

le cerveau.  
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Figure 49 : L’étude de la séquence de l’exon 16 en utilisant SpliceAid 2, un outil de bioinformatique permettant 

de prédire les sites de liaisons des facteurs d'épissage alternatifs 

En résumé, l’expression de CACNA2D4 dans le muscle squelettique pourrait être en lien avec 

le type de fibre et un rôle dans la régulation de l’inhibition médiée par le pH des canaux 

calciques voltage-dépendants grâce au domaine Cache. L’augmentation de son expression par 

le stress physique renforce cette hypothèse comme une adaptation à l’acidose métabolique 

induite par le sport. Néanmoins, cette hypothèse nécessite des investigations plus approfondies 

qui pourront être faites chez le modèle murin KO CACNA2D4 comme les soumettre à un 

protocole d’entrainement intensif et étudier les phénomènes de rhabdomyolyse mais aussi les 

relâchements de calcium et les propriétés biophysiques du DHPR en conditions acides sur des 

fibres isolées de différents types. 

Etude de l’expression protéique dans le muscle  

 La mise en évidence de la protéine dans le muscle squelettique chez la souris n’a pas permis 

de la montrer de façon équivoque malgré les tentatives d’optimisation des techniques 

d’approche en western blot. Les études par western blot sur lysats totaux ou après 

fractionnement subcellulaire d’échantillons de quadriceps n’ont pas permis de mettre en 

évidence la protéine dans le muscle. Néanmoins, certaines de nos données sont encourageantes. 

Le transcrit musculaire cloné et exprimé dans des cellules HEK293T montre l’expression d’une 
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protéine stable et fonctionnelle. Les études de caractérisation de ce transcrit ont montré en effet 

sa capacité à interagir et réguler la sous-unité canalaire, Cav1.1.  

Cette impossibilité de la mettre en évidence dans le muscle mène à plusieurs interprétations.  

La première est une expression faible ou que la protéine codée par CACNA2D4 est peut-être 

absente du muscle. Bien que le quadriceps soit un tissu mixte, si l’expression basale de la 

protéine α2δ-4 est faible, la sensibilité d’un western blot peut être limitant pour la mettre en 

évidence. On peut aussi ajouter à cela le manque de spécificité de l’anticorps utilisé avec de 

nombreuses bandes non spécifiques notamment à la taille attendue de 118 kDa pour l’isoforme 

musculaire (Figure 45).  

La deuxième hypothèse, c’est la modulation de l’expression au cours du développement. 

L’étude dans le cerveau de souris, notamment l’hippocampe, des profils d’expression des 

différents isoformes des sous-unités α2δ montre que l’expression varie en fonction du temps 

ainsi l'expression de CACNA2D4 subit des changements significatifs au cours du 

développement. Pendant la période de développement, l'expression de CACNA2D4 augmente 

d'environ 20 fois dans les neurones hippocampiques entre l’état embryonnaire à 8 semaines 

postnatal, bien que les niveaux d'expression totaux restent relativement faibles (Schlick et al., 

2010).  

La dernière hypothèse concerne une expression modulée par l’exercice physique. (Vessey et 

al., 2005). Dans la littérature, on peut noter que l’expression musculaire de CACNA2D4 est 

conditionnée par la pratique d’effort physique intense avec des données transcriptomiques aussi 

bien chez l’homme que la souris montrant une augmentation de l’expression de cette sous-unité 

(Andonian et al., 2021; Murray et al., 2024). Ainsi, ce serait intéressant d’étudier l’évolution 

de l’expression du transcrit musculaire sur des souris soumises à un exercice forcé.  

Cependant, on montre dans l’œil, où le transcrit du nouvelle isoforme d’épissage CACNA2D4 

est présent, l’expression d’une protéine endogène qui répond aux caractères du transcrit 

identifié dans le muscle.   

L’étude de l’expression par la spectrométrie de masse semble être le moyen le plus adapté pour 

répondre à la question d’une protéine musculaire α2δ-4.  
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En conclusion, nos résultats semblent montrer une expression et des fonctions musculaires 

pour α2δ-4 avec des différences avec α2δ-1 en termes de régulation du canal DHPR mais tout 

en conservant sa capacité à réguler un canal fonctionnel. Certaines des particularités du 

nouveau transcrit comme l’absence de peptide signal interroge sur les mécanismes qui sous-

tendent son expression membranaire et une caractérisation approfondie sera nécessaire.  
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Projets annexes : CACN1AS et 

STAC3 dans l’homéostasie 

calcique 

Partie 1 : Caractérisation fonctionnelle 

d’un nouveau variant d’épissage sur 

CACNA1S  
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I. Contexte de l’étude  

Dans le cadre de ma thèse, j’ai eu à travailler sur des projets annexes dans le même champ 

d’investigation que mon sujet de thèse à savoir la caractérisation fonctionnelle de mutations 

sur des gènes impliqués dans l’homéostasie calcique dans le muscle squelettique.  

Le couplage excitation contraction dans le muscle squelettique est à la base de l’homéostasie 

calcique musculaire. Par ce processus, la contraction musculaire est mise en place grâce à la 

libération de calcium du réticulum vers le cytosol. Le canal DHPR joue un rôle important dans 

ce mécanisme en formant un complexe macromoléculaire avec le canal calcique 

sarcoplasmique RyR1. Chez l’homme, des mutations identifiées sur CACNA1S, la sous-unité 

canalaire de DHPR, sont associées à des pathologies autosomiques dominantes incluant 

l’hyperthermie maligne peranesthésique et la paralysie périodique hypokaliémique (Flucher, 

2020).  

J’ai participé à une étude qui décrit l'identification et les conséquences de mutations 

hétérozygotes composites, dont un nouveau variant d'épissage du gène CACNA1S, chez deux 

femmes non apparentées atteintes de myopathie congénitale.  

Les caractéristiques cliniques communes des deux patientes non apparentées atteintes de 

myopathie congénitale, causée par les mêmes variants hétérozygotes dans le gène CACNA1S, 

incluent une hypotonie précoce, un retard du développement moteur, une faiblesse musculaire 

progressive et une légère atteinte faciale. Ces symptômes sont cohérents avec les 

caractéristiques cliniques généralement associées aux myopathies liées au gène CACNA1S 

(Flucher, 2020).  

Les deux mutations identifiées, c.2970G>A et c.5104C>T, sont prédites pour générer des 

codons STOP prématurés et donc une invalidation du gène. 

La mutation c.5104C>T génère en théorie un codon STOP induisant un canal Cav1.1 

fonctionnel sans son extrémité C-terminale. Cependant, les études menées par l’équipe en 

RNASeq à partir de biopsie musculaire d’une patiente montrent que l'ARNm portant la 

mutation c.5104C>T subit en fait une dégradation par NMD (Nonsense-mediated mRNA 

decay) (données pas encore publiées). 
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La même analyse de l’ARNm montre que la mutation c.2970G>A dans l'exon 24 conduit en 

fait à l'activation d'un site donneur cryptique (GUGAGU) et à l'élimination de 87 paires de 

bases à l'extrémité 3' de l'exon. Cette mutation provoque une délétion en phase de 29 acides 

aminés dans la sous-unité Cav1.1 du récepteur dihydropyridine (DHPR), incluant l’acide 

glutamique en position E1014 qui joue un rôle essentiel dans le filtre de sélectivité du canal 

(données pas encore publiées).   

L’étude de l’expression montre que, malgré les mutations, l'expression de la sous-unité Cav1.1 

est maintenue dans les cellules musculaires de la patiente, avec probablement une 

prédominance de la forme tronquée de 29 acides aminés de la protéine (données non publiées). 

Les conséquences fonctionnelles de ces mutations incluent une altération potentielle de la 

sélectivité ionique du canal, car les résidus supprimés font partie du pore et du filtre de 

sélectivité du canal. Les études antérieures suggèrent que des mutations similaires peuvent 

modifier la perméabilité du canal à divers ions, mais les expériences d'électrophysiologie 

réalisée par l’équipe jusqu’ici n'ont pas révélé de changements significatifs dans les courants 

ioniques après une surexpression du canal mutant. 

Les mutations des résidus glutamates du filtre de sélectivité dans les canaux Cav2.1 et Cav2.2 

entraînent une diminution significative du trafic des canaux vers la membrane plasmique 

cellulaire et dans les neurites et terminaux présynaptiques des neurones hippocampiques 

(Meyer et al., 2019). 

Dans le cadre de ce projet, j’ai étudié les conséquences des mutations sur CACNA1S dont la 

perte du glutamate E1014 sur l’adressage du canal α1S (Cav1.1) à la surface. 

II. Résultats et discussion 

A. Etude de l’adressage à la surface de Cav1.1 sur des cellules musculaires 

immortalisées de la patiente    

Les myoblastes immortalisés de la patiente (dénommés cellules PAT) et des cellules contrôles, 

provenant d’un patient sans altérations sur CACNA1S, ont été mis en différenciation pendant 7 

jours. Les myotubes ont ensuite été utilisés pour isoler les protéines membranaires par 

biotinylation de surface. Différentes protéines ont été investiguées : la chaine lourde de la 
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myosine MyHC pour la qualité de la différenciation, le GAPDH comme marqueur 

cytoplasmique et Cav1.1 afin d’étudier son adressage à la surface.  

La révélation par western blot montre dans le lysat total l’expression des formes clivées et 

longues de CACNA1S avec les deux bandes observées. On note aussi l’expression de la chaine 

lourde de la myosine dans les cellules PAT de la patiente et contrôles (Figure 50A).  

Cela montre l’expression d’une protéine Cav1.1 dans les myotubes PAT malgré la mutation et 

aussi que les myotubes immortalisés du patient se différencient correctement. La quantification 

(n=3) dans le lysat total du ratio Cav1.1 (α1S) sur la myosine ne montre pas de différence 

significative avec les contrôles (Figure 50B).   

La quantification du ratio de Cav1.1 exprimée à la surface rapportée sur son expression totale 

montre une diminution significative (p= 0,0158) de 50%  de l’adressage de Cav1.1 dans les 

myotubes portant les mutations (PAT) comparées aux contrôles (Figure 50C).   

 

Figure 50 : Etude de l’impact des mutations dans CACNA1S sur l’adressage à la surface du canal. A. Western 

blot de la biotinylation de surface sur myotubes de la patiente différenciés 7 jours. Le lysat total avant élution des 

protéines biotinylées avec des billes agaroses streptavidine. La fraction biotinylée contient les protéines membranaires 
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biotinylées. La chaine lourde de la myosine sert de contrôle de différenciation et le GAPDH marqueur cytoplasmique. 

B. Histogrammes de quantifiant le niveau de différenciation par le ratio Cav1.1 total sur la MyHC.  C. Histogrammes 

quantifiant l’expression membranaire de Cav1.1 par le ratio Cav1.1 biotinylé sur Cav1.1 du lysat total. N = 3 t-test non 

apparié (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001). PAT (patient) : myotubes immortalisés de la patiente CTRL : myotubes 

contrôles issus d’un patient ne présentant pas d’altération sur CACNA1S. nb : non biotinylées servant de contrôle de 

spécificité de la biotinylation 

Ces résultats montrent une altération de l’adressage membranaire de la sous-unité α1S (Cav1.1) 

dans les myotubes immortalisés de la patiente portant les mutations c.2970G>A et c.5104C>T. 

La mutation c.5104C>T menant à une dégradation de l’ARNm par NMD, l’impact observé est 

probablement dû à la mutation c.2970G>A qui entraîne l’épissage de 29 acides aminés dans 

l’exon 24 incluant le glutamate E1014 du filtre de sélectivité.  

B. Discussion 

La clinique des patientes est conforme aux descriptions, dans la littérature, des myopathies liées 

à CACNA1S (Flucher, 2020). Les variants identifiés c.2970G>A et c.5104C>T ont été prédits 

comme menant à des stops prématurés. 

L’analyse du variant c.5104C>T, situé dans l'exon 41, a pour conséquence la dégradation de 

l'ARNm par le mécanisme NMD. Par contre le variant c.2970G>A, situé dans l'exon 24, 

entraîne l'activation d'un site donneur d'épissage cryptique et le saut de 87 paires de bases à 

l'extrémité 3' de l'exon, ce qui conduit à une délétion en phase de 29 acides aminés dans la 

sous-unité Cav1.1 du récepteur dihydropyridine, affectant potentiellement le pore du canal et 

le filtre sélectif des ions. 

L'analyse par biotinylation de surface dans le cadre de mon travail de thèse a révélé une forte 

réduction de l’expression de la sous-unité Cav1.1 mutée à la surface cellulaire, suggérant un 

impact des mutations sur l'adressage ou la stabilité de la protéine à la membrane. Ce résultat 

est cohérent avec la littérature. La mutation en alanine des quatre résidus glutamate situés entre 

les segments S4-S5 des quatre domaines (EI-II-III-IVA) sur Cav2.2 entraîne l'absence de courants 

entrants et sortants, indiquant une perte significative de la fonction du canal. De plus, 

l'expression en surface cellulaire du canal Cav2.2 muté sur ses résidus EI-II-III-IVA est 

extrêmement réduite par rapport au canal non muté, ce qui suggère que la mutation compromet 
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gravement la capacité du canal à être correctement acheminé vers la membrane plasmique 

(Meyer et al., 2019).  

Ce résultat permettrait d’expliquer pourquoi les travaux réalisés par nos collaborateurs 

indiquent que la surexpression de la forme mutée dans des fibres musculaires de souris 

n’affecte pas les mesures d’électrophysiologie effectuées à la surface de ces mêmes fibres. Par 

ailleurs, les études réalisées au sein du laboratoire montrent que le couplage excitation-

contraction est réduit, dans des myotubes en culture issus d’une biopsie du patient (données 

pas encore publiées). Un défaut d’adressage de Cav1.1 permettrait d’expliquer ce résultat.   

Ces découvertes suggèrent que les mutations dans CACNA1S contribuent à la pathogénie de 

la myopathie congénitale observée chez les patientes par des mécanismes affectant la stabilité 

et la fonction de la sous-unité Cav1.1 du récepteur dihydropyridine. 

Cette étude apporte un nouvel éclairage sur les mécanismes pathogéniques des myopathies 

congénitales liées à CACNA1S et souligne la nécessité de poursuivre les recherches pour 

comprendre pleinement les répercussions de ces mutations sur la fonction musculaire et la 

pathologie. 
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Partie 2 : Myopathie congénitale en lien 

avec des variants STAC3 chez un patient 

non-amérindien 
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I. Contexte de l’étude 

J’ai aussi, au cours de ma thèse, travaillé sur la caractérisation fonctionnelle de mutations sur 

un autre gène du complexe de relâchement du calcium, STAC3.  

STAC3 est une protéine adaptatrice qui participe à la modulation du complexe du récepteur de 

la ryanodine (RyR1). C’est un composant vital du couplage excitation-contraction, facilitant la 

signalisation entre les canaux calciques DHPR et RyR1, ce qui est crucial pour la libération de 

calcium et une contraction musculaire efficace. STAC3 détermine aussi les cinétiques lentes 

des courants calciques du DHPR et inhibe spécifiquement l'inactivation dépendante du voltage 

(VDI) des courants calciques (Tuinte et al., 2022).  

Des mutations sur ce gène sont impliquées dans des myopathies comme la myopathie des natifs 

amérindiens (NAM) avec comme conséquences l’altération du couplage ECC et une réduction 

de la libération de Ca2+ par le canal RyR1. Cette myopathie se caractérise par une faiblesse 

musculaire congénitale, une hypotonie et une susceptibilité à l'hyperthermie maligne 

peranesthésique (Grzybowski et al., 2017; Telegrafi et al., 2017). 

Le cas index de l’étude est un nourrisson de 3 mois avec un syndrome polymalformatif, des 

malaises à répétition sur reflux gastro-œsophagien, une hypotonie axiale et périphérique, un 

déficit des ceintures, cyphose, hypomimie et EMG (Electromyogramme) en faveur d’une 

pathologie musculaire primitive.  

Les études moléculaires sur un panel de 150 gènes impliqués dans les myopathies ont permis 

d’identifier deux mutations hétérozygotes composites sur STAC3 : c.88_91del p.L30fs classée 

pathogène prédite délétère avec un codon STOP prématuré et la mutation intronique 

c.334+15G>C de signification inconnue. Les études d’ARNseq montrent que le variant 

c.334+15G>C est à l'origine de différents transcrits : 

- Un premier transcrit porteur d'une rétention intronique de 13 nucléotides à l'origine 

d'un décalage de cadre de lecture aboutissant à l'apparition d'un codon STOP 

prématuré 

- Un second transcrit porteur d'une rétention intronique totale de 237 nucléotides 

codant pour une séquence comportant la présence de codons STOP. 
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La présence d'un transcrit normal en très faible quantité n’a cependant pas été exclue. Ainsi, 

l’objectif de cette étude était de connaître l’impact de ces mutations sur l’expression de la 

protéine et les relâchements de calcium via le complexe de couplage excitation – contraction 

sur des myotubes issus de myoblastes immortalisés du patient (PAT). 

II. Résultats et discussion 

A. Etude de l’impact des mutations sur l’expression de la protéine STAC3 

Afin d'évaluer la pathogénicité des variants, j’ai réalisé des études fonctionnelles sur les 

cellules musculaires issues du patient. 

J’ai étudié par western blot sur des myotubes différenciés pendant 7 jours, l’expression de la 

protéine Stac3. Les lysats des myotubes du patient (PAT) et des contrôles (issus de sujets sans 

mutation sur Stac3) sont déposés sur un gel acrylamide.  

La révélation du western blot montre une expression normale de la chaîne lourde de la myosine, 

témoin de la différenciation, aussi bien dans les cellules mutées que les contrôles. Néanmoins, 

on peut voir un niveau d’expression plus important dans les cellules PAT (Figure 51A) 

traduisant une meilleure différenciation.   

L’analyse montre une réduction importante de l’expression de Stac3 dans les cellules du patient 

comparé au cellules contrôles. Néanmoins, une expression résiduelle de la protéine persiste au 

même poids moléculaire que chez les contrôles (Figure 51A). La quantification de l’expression 

relative rapportée au niveau de différenciation (MyHC) montre une réduction significative (p 

= 0,0068) de 90% de Stac3 dans les cellules PAT sur n=4 expériences (Figure 51AB). Ces 

résultats confirment les données d’ARNseq sur les conséquences des mutations identifiées 

concernant l’expression de Stac3. 

De façon surprenante, on observe aussi une réduction de l’expression de RyR1 dans les 

myotubes mutés (Figure 51A). Cette réduction a été quantifiée à 50% de l’expression de RyR1 

(n = 3 p = 0,011 test t non apparié) dans les myotubes mutés comparés aux contrôles (Figure 

51B).   
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Figure 51 : Etude de l’impact des mutations sur l’expression de la protéine. A. Western blot sur extraits protéiques 

de myotubes du patient portant la mutation ou de cellules contrôle avec 7 jours de différentiation montrant l’expression 

de RyR1, Stac3 et de la chaîne lourde de myosine (MyHC). B. Analyse quantitative du signal protéique du western 

blot par rapport au témoin MyHC (n=4) PAT (n=4). Statistique *P<0,05, **P<0,01, par test t non apparié 

  

B. Etude de l’impact sur les relâchements de calcium  

Les mutations entraînent des altérations importantes de l’expression des gènes STAC3 et RYR1 

impliqués dans l’homéostasie calcique musculaire. J’ai donc étudié les relâchements de 

calcium sur les myotubes PAT mutés, issus du patient, comparés aux cellules contrôles 

différenciés 7 jours. Différentes conditions de stimulation ont été étudiées : une dépolarisation 

induite avec du KCl 140 mM ou avec un agoniste RyR1, le 4 Chloro -m- Cresol (4 CmC). La 

stimulation avec du KCl a été faite en présence de calcium extracellulaire et en absence de 

calcium extracellulaire, mais avec présence de cadmium et de lantane. Le cadmium et le lantane 

permettent d’inhiber l'entrée de calcium dans les cellules en bloquant les canaux calciques 

voltage-dépendants. Le lantane rentre aussi en compétition avec le calcium résiduel. Ainsi, tout 

le flux de calcium entrant est bloqué et les mesures faites dans ces conditions permettent 

d’évaluer uniquement les flux calciques intra-cellulaires. 

Elle permet aussi d’étudier la fonction de senseur du voltage de DHPR vue l’absence de CICR 

(la libération de calcium induite par le calcium entrant via le DHPR).  

Les résultats montrent :  



Projets annexes 
224 

KCl 140 mM avec calcium extracellulaire : on note une réduction de 75% du pic des 

libérations de calcium dans les myotubes PAT comparés aux contrôles (Figure 52A).  On note 

aussi une différence dans la cinétique des flux calciques : le retour à l’état basal est plus rapide 

pour les cellules du patient (Figure 52A).  

 KCl 140 mM sans calcium extracellulaire : on observe des relâchements de calcium 

extracellulaires moins importants dû à l’absence de flux entrant. (Figure 52B). On note aussi 

la baisse des libérations de calcium dans les myotubes PAT avec une baisse de 75%  des pics 

de calcium comparés aux contrôles (Figure 52B). Le défaut sur la cinétique de retour à la ligne 

de base, observé dans les myotubes mutés Stac3, est beaucoup plus marqué en absence de 

calcium extracellulaire. Le retour à la ligne de base s’effectue au bout de 40 secondes chez les 

cellules mutées et 50 secondes pour les contrôles (Figure 52B).  

 4 Chloro-m-Cresol : Le 4-CmC est utilisé pour activer directement le relâchement de 

calcium par RyR1. Il permet d’étudier le comportement du canal RyR1 en outrepassant l’action 

du DHPR.  

On note une réduction du pic de calcium libéré par RyR1 dans les myotubes du patient de 25% 

comparés aux contrôles (Figure 52C). On ne note pas de différence sur les cinétiques des flux 

de calcium dans les myotubes mutés comparés aux contrôles.  

Cette réduction, observée dans les cellules PAT, pourrait être expliquée par la baisse 

d’expression de RyR1 observée (Figure 51B).    
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Figure 52 : Etude de l’impact des mutations sur les relâchements de calcium sarcoplasmique. A. Imagerie 

calcique sur des myotubes différenciés à 7 jours stimulés par KCl 140 mM en présence de calcium extracellulaire PAT 

(n=126) et contrôle (n=76). B. Imagerie calcique sur des myotubes différenciés à 7 jours stimulés par KCl 140 mM en 

l’absence de calcium extracellulaire PAT (n=28) et témoins (n=29). C. Imagerie calcique sur des myotubes différenciés 

à 7 jours stimulés par 4 CMC 500 μM PAT (n= 93) et témoins (n= 73). Statistique *P<0,05, **P<0,01, par test t non 

apparié 

C. Discussion  

À travers son interaction avec Cav1.1, Stac3 est impliquée dans la modulation de l'ouverture 

des canaux calciques et, par conséquent, dans la régulation du flux de calcium du réticulum 

sarcoplasmique vers le cytosol. Ce flux de calcium est le signal direct qui déclenche la 

contraction musculaire.  

Les résultats observés montrent une altération générale de l’homéostasie calcique dans les 

cellules musculaires issues de biopsie du patient de cette étude qui s’explique par les altérations 

de l’expression de Stac3 et RyR1. Ces défauts sont cohérents avec la clinique du patient 

présentant des signes de myopathie primitive, dont l’hypotonie axiale et périphérique. Ainsi, 

on confirme le caractère pathogène des mutations identifiées. 
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Les défauts observés dans les relâchements de calcium sont cohérents avec la littérature sur 

STAC3. STAC3 joue un rôle crucial dans la modulation des courants calciques via le canal 

Cav1.1, qui est essentiel pour le couplage excitation-contraction dans le muscle squelettique. 

L'interaction entre STAC3 et le canal Cav1.1 est importante pour déterminer les cinétiques 

caractéristiquement lentes d'activation et d'inactivation des courants de ce canal. La mutation 

STAC3-ETL-AAA (Les résidus ETL substitués aux résidus AAA) perturbe l'interaction entre 

la région de liaison de STAC3 et le C-terminus proximal de Cav1.1 (Tuinte et al., 2022) . Cette 

perturbation entraîne une accélération significative des cinétiques d'activation et d'inactivation 

des courants Cav1.1. Plus précisément, la mutation STAC3-ETL-AAA accélère le temps 

d'activation et augmente la vitesse d'inactivation des courants, ce qui indique que l'interaction 

normale entre STAC3 et Cav1.1est essentielle pour maintenir les cinétiques lentes d'activation 

et d'inactivation. En outre, il a été démontré que STAC3 inhibe l'inactivation dépendante du 

voltage (VDI) de Cav1.1, contrairement à son effet sur d'autres isoformes de canaux calciques 

de type L, où STAC3 inhibe l'inactivation dépendante du calcium (CDI) (Tuinte et al., 2022).  

Chez les souris KO pour STAC3 on note l'absence de transitoires calciques induits par la 

dépolarisation. De plus, bien que les myotubes KO puissent répondre à l'agoniste du récepteur 

de la ryanodine, le 4-CMC, ils restent non réactifs à la dépolarisation induite par le KCl. Cela 

indique que le défaut primaire chez ces souris est la perte complète de la libération de calcium 

dépendante du voltage à partir du réticulum sarcoplasmique (SR), ce qui est essentiel pour la 

contraction musculaire (Nelson et al., 2013). Ainsi, on observe chez les myotubes du patient 

une baisse plus importante avec la dépolarisation au KCl qu’avec le 4-CmC.  

En conclusion, on rapporte ici le cas d’un patient avec une myopathie sévère périnatale, une 

faiblesse musculaire, des difficultés à déglutir et une cyphose qui sont des symptômes 

conformes à la description de la myopathie des natifs amérindiens (NAM) chez un patient non-

amérindien. Notre étude permet de montrer le caractère pathogène des mutations sur STAC3 en 

cohérence avec le phénotype. Avec cette étude, on apporte un éclairage nouveau sur les 

mécanismes de l’homéostasie calcique musculaire et sur les myopathies liées à STAC3. La 

NAM se caractérise aussi par une susceptibilité à l’hyperthermie maligne peranesthésique donc 

il serait intéressant d’étudier cette sensibilité sur les cellules du patient. 
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Chapitre 4 : Conclusion et 

perspectives  
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L’hyperthermie d’effort (HE) est une pathologie potentiellement fatale, caractérisée sur le plan 

clinique par une hyperthermie sévère, une atteinte du SNC et des lésions multiviscérales et sur 

le plan physiopathologie par un syndrome inflammatoire, une coagulopathie et une 

rhabdomyolyse sévère. Elle est déclenchée par l’effort physique intense et prolongé. La 

population à risque est composée d’adultes en bonne forme physique pratiquant une activité 

physique soutenue. Si la prise en charge est efficace grâce au refroidissement par immersion 

dans de l’eau froide, cependant, les séquelles peuvent être importants. Aujourd’hui, les causes 

sous-jacentes de l’HE sont toujours très mal comprises. L’existence d’une prédisposition 

génétique dans l’HE est évoquée depuis les années 90, avec notamment des similarités 

phénotypiques avec l’hyperthermie maligne peranesthésique. Cette similarité a orienté vers un 

défaut de l’homéostasie calcique comme cause primaire de l’HE.  

C’est pourquoi l’identification de mutations chez des patients HE sur le gène CACNA2D4, une 

sous-unité régulatrice des canaux calciques voltage-dépendants de type L, est potentiellement 

une avancée importante pour mieux comprendre la physiopathologie de la maladie. 

CACNA2D4 et les hyperthermies déclenchées  

Dans le contexte de ma thèse, j’ai étudié l’implication de ce gène candidat dans la survenue de 

l’hyperthermie d’effort. Ce travail permettrait d’améliorer les méthodes de diagnostic, de 

dépistage et de prévention de cette maladie dont l’incidence est en hausse.  

Dans un premier temps, j’ai caractérisé un modèle murin portant une des mutations identifiées 

chez les patients. Le but de cette étude était d’établir l’implication de CACNA2D4 dans l’HE, 

mais également d’étudier le lien entre l’HE et la susceptibilité à l’hyperthermie maligne 

peranesthésique (HM). Enfin, j’ai investigué le rôle du couplage excitation-contraction dans 

l’étiologie de l’HE.  

Pour répondre à ces questions, j’ai participé au développement d’un modèle murin 

hétérozygote pour la mutation p.(Ser306Arg) (p.(Ser299Arg) chez l’humain) du gène 

CACNA2D4 par CRISPR Cas9 (KI-S306R). Les souris KI-S306R ont été soumises à un 

protocole de stress physique sur tapis roulant décrit dans la littérature comme pouvant 

déclencher un état proche de l’hyperthermie d’effort chez des souris non mutées (WT). 
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L’objectif était donc de comparer la sensibilité du modèle KI-S306R dans ces conditions par 

rapport aux souris WT. L'étude a également examiné la sensibilité des souris à la chaleur et à 

l'isoflurane, un anesthésique halogéné, pour explorer le lien entre l'hyperthermie d'effort et 

l'hyperthermie maligne peranesthésique.  

J’ai pu montrer chez les souris KI-S306R un phénotype HE caractérisé par une température 

rectale supérieure à 43°C associée à une rhabdomyolyse sévère après un exercice intense, en 

écho aux symptômes cliniques chez les patients. Les résultats obtenus montrent 1) une plus 

grande sensibilité à déclencher un phénotype HE des souris KI-S306R comparées aux WT, 2) 

une température rectale en fin de course plus élevée et des taux de CPK 2 fois plus importants 

chez les KI-S306R en comparaison aux WT.  Cependant il est apparu dans les conditions que 

nous avons testées une disparité importante entre animaux mâles et femelles. Les souris mâles 

ont une plus faible tolérance à l’exercice rendant plus difficile la ségrégation des phénotypes 

entre animaux KI-S306R et WT en ce qui concerne la survenue d’une crise HE, mimée par 

l’arrêt, pendant au moins 10 secondes, de l’exercice forcé par les animaux. Cependant les CPK 

mesurés après exercice sont deux fois plus élevés chez les KI-S306R mâles comparés aux WT 

indiquant une rhabdomyolyse plus importante. Chez les femelles en revanche, la température 

rectale en fin de course des souris KI-S306R (43.49°C) est plus élevée que celle des WT 

(42.48°C) associée à des taux de CPK deux fois plus importants chez les KI.  

Ainsi, on reproduit chez les souris KI-S306R un phénotype HE plus fidèle à la clinique humaine 

comparé aux WT. Ces résultats viennent donc valider le premier modèle murin génétique de 

l’hyperthermie d’effort. 

Pour étudier un lien entre hyperthermie d’effort et hyperthermie maligne, les souris KI-S306R 

ont été soumises aux déclencheurs utilisés dans la littérature (isoflurane et exposition à la 

chaleur). Nous avons observé que : 1) l’exposition à l’isoflurane, un anesthésique halogéné 

connu pour déclencher l’HM, n’entraîne pas de hausse de la température rectale comme ce qui 

est observé dans les modèles RyR1 et CASQ1 de HM (Dainese et al., 2009; Durham et al., 2008). 

2) le test de thermo-sensibilité ne montre pas une plus grande sensibilité des KI-S306R 

comparés aux WT. Ces résultats indiquent donc que le modèle KI-S306R n’est pas un modèle 

d’hyperthermie maligne.  
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Ce travail sur le modèle de souris KI-S306R indique donc que si les mutations du gène 

CACNA2D4 peuvent être responsables de phénotype HE, elles ne sont pas responsables 

d’hyperthermie maligne peranesthésique. 

Mécanismes moléculaires associés aux mutations de CACNA2D4 

Une origine musculaire de l’HE avec une altération de l’homéostasie calcique est postulée 

depuis plusieurs décennies. Les patients avec les mutations sur CACNA2D4 présentant un 

défaut du test de contracture in vitro musculaire, nous avons étudié l’homéostasie calcique chez 

le modèle murin KI-S306R. L’objectif était de comprendre l’implication d’un défaut de 

l’homéostasie calcique dans le muscle en lien avec la mutation p.(Ser306Arg) sur la survenue 

du HE. 

Pour répondre à cette interrogation, des analyses sur le tissu musculaire, les fibres isolées et les 

cellules satellites ont été menées pour investiguer l'expression des protéines du complexe de 

relâchement du calcium (CRC), les mécanismes de relâchement de calcium et les propriétés 

électrophysiologiques du canal DHPR.  

L’exercice physique étant le déclencheur de l’HE, j’ai voulu étudié les conséquences des 

modifications du pH, constatées dans le muscle lors d’un exercice physique, sur les 

relâchements de calcium dans des myotubes KI-S306R et WT. J’ai pu montrer une altération 

de la sensibilité du couplage excitation-contraction en milieu acide ayant comme conséquence 

des libérations de calcium dans le cytosol plus accrues de 8% chez les KI-S306R comparées 

aux WT. L’étude des relâchements de calcium sur des fibres isolées, à pH physiologique, ne 

montre pas d’altérations majeures en accord avec l’absence de signes cliniques de la maladie 

sans déclenchement de la crise chez les patients par l’exercice.  

L’inhibition par les protons des canaux calciques voltage-dépendants de type L, comme le 

DHPR, est connus depuis longtemps et régule l’excitabilité cellulaire. Pour mieux comprendre 

cet effet du pH constaté sur les relâchements de calcium des myotubes KI-S306R, une étude 

collaborative avec une équipe de l’Université du Texas a été menée. L’étude des propriétés 

biophysiques du canal DHPR reconstitué dans des HEK293T a permis de montrer que la 

mutation p.(Ser306Arg) rendait le canal moins sensible à l’inhibition dépendant des protons. 
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Ainsi, cette mutation réduit l’inhibition du canal en milieu acide entrainant une activation 

anormale qui peut mener à l’augmentation des relâchements de calcium observée dans les 

myotubes KI-S306R.  

 Il est donc possible que la physiopathologie de la crise HE due à des mutations du gène 

CACNA2D4 ne repose que sur une modification des flux calciques musculaires liées aux 

variations du pH des fibres musculaires pendant un exercice, qui pourrait ensuite entraîner un 

emballement métabolique menant à la rupture de la balance de thermorégulation. Ainsi, l’HE 

serait une pathologique due à une altération de l’homéostasie calcique dans le muscle avec 

l’acidose métabolique de l’exercice physique comme déclencheur.  

J’ai aussi étudié l’impact de la mutation p.(Ser306Arg) sur CACNA2D4 sur l’expression des 

acteurs du CRC, à savoir RyR1, Stac3 et CACNA1S, connus pour être impliqués dans 

l’hyperthermie maligne. L’étude, réalisée sur des homogénats de muscle de souris KI-S306R 

et les WT compagnons de portée, ne montre pas d’altération des canaux RyR1 et CACNA1S. 

Cependant, on note une réduction de 10% de l’expression de Stac3. Ce résultat est intéressant, 

car une altération dans des proportions plus importante de l’expression de Stac3 dans la 

myopathie des natifs amérindiens est responsable de la survenue d’hyperthermie maligne.  

En résumé, la caractérisation fonctionnelle du modèle murin a permis de mettre en évidence 

un lien entre la mutation p.(Ser306Arg) de CACNA2D4 et l'hyperthermie d'effort, ainsi qu'une 

altération de l'homéostasie calcique dans le muscle squelettique, contribuant à notre 

compréhension des mécanismes physiopathologiques de cette condition. 

Dans un second temps, j’ai étudié in vitro le caractère pathogène des mutations identifiées sur 

CACNA2D4 chez les patients. Le but de ce travail était de comprendre les impacts des 

mutations au niveau protéique et sur la régulation du canal DHPR.  

Pour répondre à ces questions, des modèles d’expression hétérologues ont été utilisés avec 

surexpression des protéines mutées dans des cellules HEK293T et COS7. J’ai étudié les 

impacts des mutations sur la localisation membranaire de la protéine et ses fonctions 

régulatrices du canal DHPR.  
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J’ai pu montrer que les mutations entraînent une perte de la localisation membranaire de la 

protéine avec une rétention périnucléaire, dans le réticulum, qui est observée pour toutes les 

mutations. Ce défaut montre une altération du trafic de la protéine vers la surface. Dans la 

littérature,  l’étude de mutations sur le domaine dCache_1 en N-terminal des sous-unités α2δ-

2 et α2δ-1 a présenté le même défaut d’adressage (Tran-Van-Minh and Dolphin, 2010).  

L’analyse bio-informatique de nos mutations, très conservées sur les différents α2δ, a montré 

qu’elles étaient à proximité immédiates de ce domaine et dans le motif MIDAS. Le 

positionnement des mutations sur la structure 3D de la protéine α2δ-4 montre qu’elles 

pourraient altérer la poche formée par le domaine dCache_1 qui est un des motifs d’interaction 

des α2δ avec leurs cibles protéiques  

Cette conséquence de la mutation sur la protéine, en dehors de ses fonctions au sein du canal 

calcique, est très intéressante. Dans la littérature, la recherche sur les fonctions des α2δ en 

dehors du canal calcique est en plein émergence et peut avoir des implications pathologiques. 

Ainsi, les souris KO CACNA2D4 montrent un défaut de la localisation du canal chlore ANO1 

qui est impliqué dans la myogenèse chez la souris (Yuan et al., 2022). ANO1 est aussi impliqué 

dans l’accélération des potentiels d’action issus de la jonction neuromusculaire d’action (Dayal 

et al., 2019). Comme perspective dans le cadre de ce projet, une étude poussée de ANO1 chez 

les souris KI-S306 serait donc très intéressante pour mieux comprendre les événements 

musculaires.  

L’étude de l’impact des mutations sur les fonctions de α2δ-4, sous-unité régulatrice des canaux 

calciques voltage-dépendants a montré que : 1) α2δ-4 WT favorise l’augmentation de la densité 

de canaux Cav1.1 à la surface, mais 2) aucune des mutations n’altère ce processus et 3) 

l’interaction avec le canal Cav1.1 est maintenue même en présence des mutations. L’absence 

d’altérations drastiques du DHPR est cohérente avec le phénotype des patients HE qui ne sont 

pas myopathes.  

Cependant, l’étude des propriétés électrophysiologiques par l’équipe du Texas montre des 

défauts dans la sensibilité au voltage et au pH du canal DHPR. La mutation p.(Ser306Arg) rend 

le canal plus sensible à l’inactivation dépendant du voltage et moins sensible à l’inactivation 

protons dépendante.  
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En résumé, cette partie de la thèse a permis de montrer le caractère pathogène des mutations 

avec des altérations de la localisation membranaire et des défauts des propriétés biophysiques, 

mais tout en gardant le canal DHPR fonctionnel en accord avec le phénotype des patients HE.  

Etude de l’expression de CACNA2D4 dans le muscle squelettique 

Face aux défauts musculaires du modèle KI-S306R CACNA2D4 et la présence de test de 

contracture in vitro du muscle squelettique anormal chez les patients porteurs des mutations, la 

question de l’expression musculaire de CACNA2D4 s’est posée. 

Pour répondre à cette question, j’ai étudié le transcrit et l’expression d’une protéine α2δ-4 dans 

le muscle squelettique de souris.  

J’ai pu montrer la présence d’un transcrit CACNA2D4 présent dans le quadriceps, le soleus, 

l’EDL et le tibialis. L’étude de ce transcrit par RACE PCR a révélé une nouvelle isoforme avec 

un épissage alternatif. Ainsi, ce nouveau transcrit musculaire CACNA2D4 manque les exons 1, 

2 et 16. Cela entraine une perte du peptide signal codé par l’exon 1 et un raccourcissement du 

domaine dCache_1 en C-terminal.  

L’étude du transcrit en modèle de surexpression dans des HEK293T montre l’expression d’une 

protéine de 117 kDa et qui malgré l’absence d’un peptide signal est membranaire. Les études 

fonctionnelles montrent qu’elle interagit avec le canal Cav1.1 et favorise l’adressage à la 

surface du canal. L’étude de la sensibilité au voltage montre que ce transcrit déplace le potentiel 

d’activation vers des potentiels plus dépolarisés mais régule la sensibilité au pH autant que 

α2δ-4 FL et α2δ-1.  

Malgré les différences importantes avec la forme canonique, les fonctions régulatrices de la 

nouvelle isoforme musculaire sur le canal calcique DHPR sont conservées.  

L’étude de l’expression endogène de la protéine α2δ-4 dans le muscle squelettique a été faite 

sur des homogénats et des fractions microsomales de muscle chez la souris.  

L’étude de la protéine dans le muscle s’est heurtée au manque de spécificité de l’anticorps. On 

note de nombreuses bandes non-spécifiques rendant difficile la mise en évidence de la protéine. 

Cependant, on a mis en évidence ce transcrit dans l’œil où une forme courte de la protéine avec 
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une absence de l’exon 2 est présente. Ces résultats semblent montrer que ce nouveau transcrit 

musculaire donne lieu à une expression endogène d’une protéine α2δ-4.  

Pour pallier les difficultés techniques d’une identification par western blot, une étude par 

spectrométrie de masse est en cours.  

Conclusion 

En conclusion, ces résultats permettent d’impliquer CACNA2D4 dans la survenue de 

l’hyperthermie d’effort et constituent une avancée importante pour une meilleure 

compréhension de la maladie et jettent les bases d’un dépistage génétique chez les personnes à 

risque. Les études cellulaires montrent que l’altération de l’homéostasie calcique musculaire 

pourrait être un point de départ étiologique. Néanmoins, d’autres mécanismes pourraient entrer 

en jeu. Une atteinte centrale pourrait être investiguée étant donné l’expression neuronale de 

CACNA2D4. La sévérité de l’épisode de rhabdomyolyse observée, ouvre la porte à l’étude des 

mécanismes qui sous-tendent l’intégrité de la membrane musculaire comme l’inflammation, la 

ferroptose, le stress oxydatif ou encore les voies de l'énergie cellulaire et du métabolisme.  

Avec cette étude, on valide l’existence d’une prédisposition génétique dans l’hyperthermie 

d’effort, mais la prévalence de 10% du gène CACNA2D4 dans la cohorte indique que d’autres 

gènes pourraient être impliqués comme l’ASPH ou TRPV1 identifiés récemment. Des études 

sur de plus grosses cohortes seront aussi nécessaires pour identifier d’autres gènes dans la voie 

du calcium intracellulaire. 
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Annexe 1 : Amorces utilisées 

 

 

 

 

Amorces Utilisation

F CCTTCCTGGGAACCCGGGCTGGCCTTCTAAGAAGAAGC

R TTAGAAGGCCAGCCCTCACCACAGAAGCTGGGGTG

F TACCGAGCTCGGATCACATGGGGATGTGAAGGCAGAC

R CTGGACTAGTGGATCTCACCACAGAAGCTGGGGTG

F
TAC CGA GCT CGG ATC TGC CTT CCC CTT TGA TCA 

CCT G

R TACCGAGCTCGGATCAGAACAACCATGGAGGGTTGACC

F
ATACGACGTTCCGGACTACGCAACATCAGAGGCACAGA

GC

R TCCGGAACGTCGTATGGATAGAAGAGCCGGCTGTCCAT

F TTA AAC TAC GGG ATC GCC ACC ATG GTC TGT GGC 

R CTA GTC CCG GGA ATT TCA CCG CAG GAG TTG GGG

R
GATTACGCCAAGCTTGCAATGGCCGTCTTCCCATCCACG

GTC
5' RACE PCR 

F
GATTACGCCAAGCTTAGTCAGAGCCTGGCGTGGATGTGG

CCTT
3' RACE PCR

F GGACAGCAGTGTGGACCTCCCT

R AGAGGAACTGTGGTCTGGCCCC

F AAC ACA GCT CCA CCA CTG AG

R CTT CCC CAA CTC TGA GGC TG

F CAT GTG ACC CTG GGG AAG AC

R GTA CGC TCC AGC TGC CAT AT

F AAG GGT GTG TCG TGG GAT TC

R CAC CAA AAC GCA ACG TGG AA

F GGT GGG CAC TAG CTT CAA CT

R TCC ACA GGC ACC TCC TCT TA

GGACATTAGCGGCAGCATGA ARN guide pour souris S305R

C*G*C*GATGATGTTCACGAAGTCGTTCTCTCCCAGGGTG

TCCAATATGGTGGTAATGGTGTGCTTGGCGATAGCCATC

CTCAGCCCCTTCATGgatCCcCTAATGTCCACCAGAATTA

CGATGTCTTTGGGA*G*A*T

ssODN S305R

F GCTGAGGATGGCTATCGCCA

R CCTCTGTCCAGATGATGTCGT

off target intron Abcc9 

off target intron Slc6a1 

off target Exon Arl8b 

off target Creb5|Tril/Gm16499 

PCR CACNA2D4

Reconstruction des transcrits issus du pRACE

Transfert dans pcDNA3.1 pour l'isoforme 

muscualire

Transfert dans pcDNA3.1 pour l'isoforme 

canonique

Insertion tag HA

Transfert de CACNA2D4 dans pWPXLd

qPCR exon 1- 2
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Annexe 2 : Conditions de PCR 

Génotypage souris S306R CACNA2D4  

Amorces 

F CAG CCT CCA TGT CCA GGG GTC A 

R ACA TGG CCT CCA TCC TTG GGC T 

- Mix PCR 

Econo Taq PLUS GREEN 2X 12,5µl 

Amorces F/R 1+1 µL 

DNA 2,5µL 

Qsp H2O 20µL 

- Condition de PCR 

 Température °C Temps 

Dénaturation initiale  94 2 minutes 

Dénaturation 94 15 sec 

Hybridation 66 30 sec 

Extension 72 1 minutes 

Extension finale 72 5 minutes 

NB de cycles 25  

 

- Digestion BamHI 

Digestion de 2,5µl produit PCR  

BamHI (NEB) 1µl   

NEBuffer3.1 10X 5µl  

Qsp 50µl H2O 

37°C 1H au thermocycleur 
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Etude transcrit CACNA2D4 par PCR 

- Mix PCR 

Econo Taq PLUS GREEN 2X 12,5µl 

Amorces F/R 1+1 µL 

cDNA 100ng 

Qsp H2O 20µL 

- Condition de PCR 

 Température °C Temps 

Dénaturation initiale  94 2 minutes 

Dénaturation 94 15 sec 

Hybridation 66 30 sec 

Extension 72 1 minutes 

Extension finale 72 5 minutes 

NB de cycles 32  

 

RACE PCR 

- Master Mix 

15.5 µl PCR-Grade H2O  

25.0 µl 2X SeqAmp Buffer  

1.0 µl SeqAmp DNA Polymerase 

 

 

 

 

Component 5’- or 3’-RACE Sample UPM only
5’- or 3’-RACE-Ready cDNA 2.5 µl 2.5 µl
10X UPM 5 µl 5 µl
5’ or 3’ GSP (10 µM) 1 µl 
H2O 1 µl 5 µl
Master Mix  41.5 µl  41.5 µl 
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- Conditions de PCR 

94°C 30 sec 5 cycles 

72°C 3 min 

94°C 30 sec 5 cycles 

70°C 30 sec 

72°C 3 min 

94°C 30 sec 25 cycles 

68°C 30 sec 

72°C 3 min 

 

Clonage  

- Mix PCR 

2X Phusion Plus PCR Master Mix 10µL 

F/R Amorces                                   1+1µL 

DNA                                                10ng 

Qsp H2O                                          20µL 

- Conditions PCR 

 Température °C Temps 

Dénaturation initiale  98 30 sec 

Dénaturation 98 10 sec 

Hybridation 65 30 sec 

Extension 72 90 sec 

Extension finale 72 5 minutes 

NB de cycles 32  
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Annexe 3 : Plasmides utilisés dans les études de surexpression 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Plasmides Gene Tag Promoteur

Rat Alpha2 delta-1 HA pMT2 WT CACNA2D1 HA SV40

human Alpha2 delta-4 pcDNA3.1 WT CACNA2D4 HA CMV

human Alpha2 delta-4 pcDNA3.1 c.649G>T CACNA2D4 HA CMV

human Alpha2 delta-4 pcDNA3.1 c.748G>C CACNA2D4 HA CMV

human Alpha2 delta-4 pcDNA3.1 c.897C>G CACNA2D4 HA CMV

human Alpha2 delta-4 pcDNA3.1 delExon4 CACNA2D4 HA CMV

human Alpha2 delta-4 pcDNA3.1 delVal162 CACNA2D4 HA CMV

Mouse FL Alpha2 delta-4 pcDNA3.1 WT CACNA2D4 HA CMV

Mouse muscular Alpha2 delta-4 pcDNA3.1 WT CACNA2D4 M HA CMV

Mouse muscular Alpha2 delta-4 pcDNA3.1 c.649G>T CACNA2D4 M HA CMV

Mouse muscular Alpha2 delta-4 pcDNA3.1 c.748G>C CACNA2D4 M HA CMV

Mouse muscular Alpha2 delta-4 pcDNA3.1 c.897C>G CACNA2D4 M HA CMV

Mouse muscular Alpha2 delta-4 pcDNA3.1 delExon4 CACNA2D4 M HA CMV

Mouse muscular Alpha2 delta-4 pcDNA3.1 delVal162 CACNA2D4 M HA CMV

Human turboGFP-hCACNA1S wt in pcDNA3.1 CACNA1S turboGFP CMV

Human Hs STAC3-Myc-FLAG_pCMV6 STAC3 FLAG CMV

Mouse pMT2 Beta1a FLAG CACNB1 FLAG SV40

Mouse muscular CACNA2D4 WT_pWPXLd EF1alpha CACNA2D4 M HA EF-1α 

Mouse FL CACNA2D4 WT_pWPXLd EF1alpha CACNA2D4 HA EF-1α 
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Annexe 4 : Protocole d’isolation de cellules satellites du muscle 

squelettique chez la souris 

Isolation of mouse primary skeletal muscle cells 

• Preparation 

- PBS +2% P/S (25 ml/litter). Cool down in the fridge. 

- Digestion mix: 0,5 mg/ml collagenase + 3,5 mg/ml dispase in IMDM (1 ml/mouse).  

(Stocks: Collagenase at 1 mg/ml in IMDM. Filter and freeze. 

Dispase at 7 mg/ml in IMDM. Filter and freeze) 

- Dissection medium: IMDM w Glutamax + 2% P/S + 10% FBS (50 to 100 ml/litter). Filter. 

- Proliferation medium (can be prepared during the pre-plating): IMDM w Glutamax + 20% 

FBS + 1% P/S + 1% CEE (50 to 100 ml/litter). Filter. 

- Prepare: Binocular with light 

                   Beaker with 70% EtOH 

      Scissors 

      4 dissection forceps 

                 4 - 6 cm-dishes with about 4 ml PBS + 2% P/S 

• Dissection 

P1-P2 mouse babies (back and lower limbs). 

- Remove the head and soak blood, 

- cut above the navel and remove viscera, 

- sterilize muscles fast in EtOH 70%. 
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- In a 6 cm dish + PBS + 2% P/S, remove the skin, the tail and the fat. Renew the dish at the 

middle of the dissection. 

- In another 6 cm dish with PBS + 2% P/S, remove bones under a binocular. Renew the dish at 

the middle of the dissection. Put the first dish on ice while waiting for the second one. 

• Digestion 

Under the cell culture hood: 

- mince muscles with scissors -> transfer in a 14 ml-falcon with a cut plastic pipet. Let muscle 

pieces sediment (do not throw away the plastic pipet). 

- Remove PBS and add 0,5 ml/mouse digestion mix -> transfer 1 ml/ 1,5ml-eppendorf tube 

with the plastic pipet. 

- 15 min in thermomix at 37°C, 1200 rpm 

- Mix solutions in a 14ml-tube. Centrifuge at 600 rpm, 5 min -> transfer the supernatant in a 

14ml-tube and add the same volume of dissection medium to stop the enzymatic reaction = 

“Sup1”. Put it at 37°C. 

- Pellet digested again with the rest of digestion mix -> transfer 1 ml/ 1,5ml-eppendorf tube 

- 40 min in thermomix at 37°C, 1200 rpm. 

- Mix solutions in a 14ml-tube. Centrifugation 600 rpm, 5 min -> transfer the supernatant in a 

14ml-tube and add the same volume of dissection medium to stop the enzymatic reaction = 

“Sup2”. (Put it at 37°C if another round is needed). 

- Centrifuge again all supernatants at 600 rpm, 5 min, 

- recover supernatants in a 50 ml-tube, 

- centrifuge supernatant 1300 rpm, 5 min, 

- pellet resuspended with 2 ml dissection medium / mouse. 

• Fibroblasts’ removal (pre-plating plates) 
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- Prepare 10cm-dishes (1 / 2 mice) with 4 ml dissection medium. 

- Put 4 ml cells/dish through a 40 um-cell strainer. Wash the strainer with 2 ml dissection 

medium. Homogenize. 

Alternatively, 

- Prepare 15 cm-dishes (4 mice) with 10 ml dissection medium and put 2 ml cells/dish through 

a 40 um-cell strainer. Wash the strainer with 2 ml dissection medium. Homogenize. 

- 3-4h at 37°C 

• Preparation of matrigel plates 

- Prepare plates: 1 10 cm-diameter dish / mouse, 

- Per dish: 3 ml IMDM (w/ serum) + 2% P/S + matrigel 1:100  

Alternatively, 

- Prepare plates: 1 15 cm-diameter dish / 2 mice, 

- Per dish: 7 ml IMDM (w/ serum) + 2% P/S + matrigel 1:100 

- 1h at RT (3h at 37°C is fine also) 

(Prepare proliferation medium) 

• Cell spreading 

- Recover cell supernatant from pre-plating plates, 

- centrifuge at 1500 rpm, 10 min, 4°C. Remove supernatant. 

- Pellet resuspended with 1 ml proliferation medium / mouse, 

- remove matrigel, 

- wash PBS 1X, 

- plate cells (1 ml/ dish) and add 9 ml proliferation medium -> cell incubator 

- Change medium the next morning with proliferation medium. 
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- Freeze 3 or 4 days after plating. 
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CACNA2D4, une sous-unité régulatrice des canaux calciques voltage-dépendants, 

associée à la survenue de l’hyperthermie d’effort 

L’hyperthermie d’effort (HE) est une maladie potentiellement mortelle définie par une 

hyperthermie sévère, avec une température corporelle supérieure à 40°C, associée à un 

dysfonctionnement neurologique soudain, observée chez des individus sains exposés à 

un exercice physique intensif. L'HE partage de nombreuses similitudes cliniques et 

biologiques avec l'hyperthermie maligne peranesthésique (HM), une maladie 

pharmacogénétique déclenchée par des agents halogénés volatils principalement 

associée à des mutations du gène RYR1, et plus rarement des gènes CACNA1S et 

STAC3. Plusieurs données sont en faveur de l'existence d’une base génétique 

prédisposant à l'HE, mais à ce jour les preuves d’une cause génétique restent 

incertaines. Les mutations de RYR1 ont été associées à l'HE avec une prévalence 

beaucoup plus faible que dans l’HM, ce qui suggère l'implication d'autres gènes. Nous 

rapportons ici l'étude génétique d'une cohorte de soldats ayant présenté un épisode d'HE 

chez lesquels les mutations de RYR1 avaient été précédemment exclues. L'analyse du 

séquençage de l'exome entier a conduit à l'identification de variants du gène 

CACNA2D4 chez quatre patients non apparentés. CACNA2D4 code l'isoforme α2δ-4 

de la classe α2δ de la sous-unité régulatrice des canaux voltage-dépendants de la 

famille Cav. L'objectif de ce travail a été d'étudier l'implication de CACNA2D4 dans 

l'apparition d'une hyperthermie d’effort avec une caractérisation fonctionnelle in vitro 

et in vivo.  Nous montrons ici qu'un nouveau transcrit CACNA2D4 est exprimé dans le 

muscle squelettique de la souris. Des études in vitro démontrent que les quatre variants 

génétiques de CACNA2D4 trouvés chez les patients ayant vécu une crise d'HE 

modifient la fonctionnalité de la protéine, altérant notamment sa localisation 

membranaire. Le variant p.(Ser299Arg)  localisé dans le domaine MIDAS de α2δ-4 a 

un impact sur l'interaction directe de la protéine avec la sous-unité Cav1.1 du DHPR 

dans un système reconstitué, ainsi que sur ses propriétés de canal. Le modèle murin 

avec un knock-in pour le variant p.(Ser299Arg) (KI-S306R) est viable et fertile. 

Soumis à un protocole d'exercice intense, les animaux KI-S306R présentent une 

augmentation significative des taux sanguins de CPK, reflétant une rhabdomyolyse 

accrue, par rapport à leurs compagnons de portée sauvage (WT). De plus, les souris 

femelles KI-S306R présentent une élévation significative de la température corporelle 

centrale par rapport aux WT, reproduisant une crise de type HE. Nous avons également 

observé une altération de l'homéostasie calcique musculaire dans les myotubes de 

souris KI-S306R. Dans l'ensemble, ce travail a permis d’une part de mettre en évidence 

l’existence d’un transcrit musculaire du gène CACNA2D4, nouvellement caractérisé, 

et d’autre part de montrer l’association entre des variants du gène CACNA2D4 et la 

survenue d’une crise d’hyperthermie d’effort. 

 


