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Titre : Rôle de la phosphorylation PKA-dépendante de la Ser2030 du RyR2 lors de la réponse β-adrénergique dans le 

pacemaker cardiaque............................ ............................................................. ............................ 

Mots clés : Récepteur à la ryanodine 2, phosphorylation, canaux calciques, automatisme cardiaque 

Résumé : L’automatisme des cellules du Nœud sino-

atrial (NSA) est régulé par un système de deux 

horloges couplées : l’horloge dite membranaire qui 

dépend principalement du courant If et l’horloge dite 

calcique qui dépend principalement des libérations 

de calcium (Ca2+) du Récepteur à la ryanodine 2 

(RyR2). Lors d’une réponse β-adrénergique, 

l’augmentation des taux en AMPc régule 

directement les canaux du courant If (HCN). L’activation 

plus rapide de ces canaux conduit à l’accélération du 

rythme cardiaque lors d’un stress, dit effet 

chronotrope positif de la réponse sympathique. 

L’augmentation des taux en AMPc active également 

la protéine kinase A (PKA) qui phosphoryle les 

canaux impliqués dans l’automatisme des cellules du 

NSA dont notamment le RyR2. Ainsi, il est reconnu 

que le RyR2 est phosphorylé par la PKA lors de la 

réponse β-adrénergique mais les effets de cette 

phosphorylation restent encore mal compris. Le 

RyR2 est phosphorylé sur différentes sérines (S) 

identifiées à ce jour tels que les S2808 et S2030 qui 

sont des sites PKA-dépendants, et la S2814 qui est 

un site CaMKII-dépendant. Les sites de 

phosphorylation S2808 et S2814 ont largement été 

étudiés dans la littérature mais peu d’études portent 

sur le site S2030. Mon projet de thèse vise à 

comprendre les mécanismes de régulation du RyR2  

 

par la phosphorylation du site S2030 PKA-

dépendant lors de la réponse β-adrénergique. 

L’étude du rôle de la phosphorylation de la S2030 

sur des modèles murins génétiquement modifiés 

non phosphorylable (S2030A), mimétiquement 

phosphorylés (S2030D) et des modèles contrôles 

(WT) a démontré que la phosphorylation de S2030 

est impliquée dans le rythme cardiaque sinusal. En 

effet, le rythme cardiaque in vivo à l’état basal des 

S2030D est plus rapide que celui des WT et 

S2030A. Par ailleurs, la phosphorylation de S2030 

est également essentielle à une réponse β-

adrénergique totale. En effet, nous avons 

démontré in vivo et sur les NSA que les modèles 

S2030A présentent une réponse β-adrénergique 

moindre à l’ISO par rapport aux WT et S2030D. La 

phosphorylation de S2030 joue également un rôle 

sur l’activité du RyR2 et notamment sur sa 

probabilité d’ouverture lors de la phase 

diastolique. En effet, les cellules sinusales des 

S2030D présentent un nombre et une fréquence 

de Ca2+ sparks plus élevée que celles des WT et 

S2030A. Par ailleurs, lors d’un stress intense 

(Epinéphrine+caféine), la phosphorylation de 

S2030 favorise la survenue d’arythmies 

ventriculaires sévères tels que des tachycardies 

ventriculaires bidirectionnelles. 
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Title : Role of RyR2 Ser2030-dependent PKA phosphorylation during β-adrenergic response in the cardiac 

pacemaker............................ ............................................................. ............................ 

Keywords : Ryanodine receptor 2, phosphorylation, calcium channels,cardiac automatism 

Abstract : Sino-atrial Node (SAN) cells automatism is 

regulated by a system of two coupled clocks : the so-

called membrane clock, which depends mainly on If 

current, and the so-called calcium (Ca2+) clock, which 

depends mainly on Ca2+ release from Ryanodine 

receptor 2 (RyR2). During a β-adrenergic response, 

increased cAMP levels directly regulate HCN 

channels responsible for If current. Faster activation 

of these channels leads to acceleration of the heart 

rate during stress, and positive chronotropic effect 

of the sympathetic response. Increased cAMP levels 

also activate Protein Kinase A (PKA), which 

phosphorylates the channels contributing to SAN 

cells automatism, notably RyR2. RyR2 is known to be 

phosphorylated by PKA during the β-adrenergic 

response, but the effects of this phosphorylation 

remain poorly understood. RyR2 is phosphorylated 

at various serines (S) identified to date, such as 

S2808 and S2030, which are PKA-dependent sites, 

and S2814, which is a CaMKII-dependent site. The 

S2808 and S2814 phosphorylation sites have been 

extensively studied in the literature, but few studies 

have focused on the role of S2030. My thesis project 

aims to understand the mechanisms by which RyR2 

is regulated by phosphorylation at the S2030 PKA-

dependent site during the β-adrenergic response. 

The study of the role of S2030 phosphorylation in 

non-phosphorylatable (S2030A), mimetically 

phosphorylated (S2030D) and control (WT) 

models has demonstrated that S2030 PKA- 

dependent phosphorylation of RyR2 is a key 

component of the β-adrenergic response. 

Investigation of the role of S2030 phosphorylation 

in non-phosphorylatable (S2030A), mimetically 

phosphorylated (S2030D) and control (WT) 

models has demonstrated that S2030 

phosphorylation is involved in sinus rhythm. 

Indeed, the in vivo basal heart rate of S2030D is 

faster than WT and S2030A. Furthermore, S2030 

phosphorylation is also essential for a full β-

adrenergic response. Indeed, we have 

demonstrated in vivo and on SAN that S2030A 

models exhibit impaired β-adrenergic response to 

ISO compared to WT and S2030D. S2030 

phosphorylation also plays a role in RyR2 activity, 

and notably its opening during the diastolic phase. 

S2030D SAN cells have a higher number and 

frequency of Ca2+ sparks than WT and S2030A. 

Furthermore, under intense stress 

(epinephrine+caffeine), phosphorylation of S2030 

favors  severe ventricular arrhythmias such as 

bidirectional ventricular tachycardia. 
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Abréviations  
AC : Adénylate cyclase 

ACh : Acétylcholine 

AChT : Acétylcholine transférase 

ACTH : hormone adrénocorticotrope  

ADP : Adénosine diphosphate 

AKAP : Protéine d’ancrage à la PKA 

AMPc : Adénosine Monophosphate cyclique 

ANP : Peptides natriurétiques atriaux 

ATP : Adénosine triphosphate 

BK : Canaux potassiques sensibles au calcium de grande conductance 

BNP : Peptides natriurétiques cérébraux 

Ca2+ : Ions Calcium 

CaM : Calmoduline 

CaMKII : Calcium/Calmoduline-dépendante Kinase II 

CaV : Canaux calciques voltage-dépendants 

CEC : Couplage Excitation-Contraction 

CICR : Calcium-Induced Calcium Release ; Libération de calcium induite par le 

calcium 

CL : cycle length 

CNBD : Domaine de liaison des nucléotides cycliques 
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CNP : Peptides natriurétiques de type C 

CPVT : Catecholaminergic Polymorphic Ventricular Tachycardia ou Tachycardie 

Ventriculaire Polymorphe Catécholergique (TVPC) 

CRU : Calcium release units 

CSQ2 : Calséquestrine 2 

CT : Crista Terminalis 

CTD : Domaine C-terminal 

Cx : Connexine 

D50 : Duration at 50% ou durée médiane du transitoire 

DD : Dépolarisation diastolique 

DAD : Delay-After Depolarization (Post-dépolarisation retardée) 

DAG : Diacérylglycérol 

DKI : Double Knock-In 

EAD: Early-After Depolarization (Post-dépolarisation précoce) 

EAG: ether-a-go-go 

ECG: Electrocardiogramme 

EC50: Concentration effective à 50% de l’effet 

EPAC: Exchange Protein Activated by AMPc; Protéine d'échange directement 

activée par l'AMPc 

FC : Fréquence Cardiaque 

FKBP12.6 : FK506 Binding Proteins 12.6 kiloDalton 
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GC : Guanylate cyclase 

Gi : Protéine G inhibitrice 

GIRK : Canaux potassiques régulés par la protéine G 

GMPc : Guanosine monophosphate cyclique 

Gs : Protéine G stimulatrice 

GTP : Guanosine triphosphate 

HCN : Canaux activés par hyperpolarisation et sensibles aux nucléotides 

cycliques 

HERG : Human Ether-a-go-go channels related G protein 

IC : Insuffisance cardiaque 

ICa,L : Courant calcique de type L  

ICa,T : Courant calcique de type T 

If : Courant funny 

IK : Courant potassique 

IK : Canaux potassiques sensibles au calcium de conductance intermédiaire 

IK,r : Courant potassique d’activation rapide 

IK,s  : Courant potassique d’activation lente 

IKACh : Courant potassique activé par acétylcholine 

IKur : Courant potassique rectifiant entrant ultra-rapide 

INa : Courant sodique 

IP3 : Récepteurs Inositol Triphosphate 
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ISO : Isoprénaline 

Ist : Courant soutenue 

Ito,f : Courant transitoire rapide 

JPH2 : Junctophiline 2 

K+ : Ions potassium 

Kir : Canal potassique rectifiant  

KV : Canaux potassiques voltage-dépendants 

LCR : Local Calcium Release ; Libération locale de calcium 

LTCC : L-Type Calcium Channels ou Canaux calciques de type L 

M2 : Récepteur muscarinique de type 2 

Mg2+ : Ions magnésium 

MyBP-C : Myosine binding protein C : Protéine de liaison à la myosine 

Na+ : Ions sodium 

NaV : Canaux sodiques voltage dépendants 

NAV : Nœud auriculo-ventriculaire 

NCX : Echangeur Sodium/Calcium 

NO : monoxyde d’azote 

NPR : récepteur de peptides natriurétiques 

NSA : Nœud sino-atrial 

NTD : Domaine N-terminal 

OD : oreillette droite 
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OG : oreillette gauche 

PA : Potentiel d’Action 

PDE : Phosphodiesterases 

PKA : Protéine kinase A dépendante de l’AMPc 

PKAI : Protéine kinase de type I 

PKAII : Protéine kinase de type II 

PKI : Inhibiteur de la protéine kinase 

PIP2 : Phosphatidylinositol biphosphate 

PLB : Phospholamban 

PLC : Phospholipase C 

PMCA : Plasma membrane Ca2+ ATPase 

RCPG : récepteur aux protéines G 

RS : Réticulum Sarcoplasmique 

RyR : Récepteur à la Ryanodine 

SERCA2A : SR Ca²⁺-ATPase ou réticulum sarcoplasmique/endoplasmique Ca²⁺-

ATPase 

SK : Canaux potassiques sensible au calcium de faible conductance 

SNA : système nerveux autonome 

SNC : système nerveux central 

SNIC : système nerveux intracardiaque 

SOICR: Store Overload Induced Calcium Release 



 

12 
 

SPEG: Striated muscle preferentially expressed protein kinase 

TRP: Transient receptor potential 

TTC: T type calcium channels; canaux calciques de type T 

TTX: Tétrodotoxine 

VCI: Veine cave inférieure 

VCS: Veine cave supérieure 

WT: Wild-Type 

β-AR : récepteur β-adrénergique 
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Chapitre 1 INTRODUCTION 

I. L’activité électrique du cœur 
 

Le cœur est un muscle autonome capable de se contracter et de distribuer le sang vers les organes. La 

contraction (phase systolique) et la relaxation (phase diastolique) de ce muscle sont initiées par 

l’activité électrique générée par différents types de cardiomyocytes. L’activité électrique est initiée par 

un groupe de cardiomyocytes qui possèdent la propriété de générer automatiquement des potentiels 

d’action (PA). Ces cardiomyocytes sont les cellules cardionectrices ou sinusales. Ces cellules 

automatiques composent le nœud sino-atrial (NSA) de Keith et Flack, décrit comme le pacemaker 

primaire et située sur la paroi atriale droite du cœur, à proximité de la veine cave supérieure. 1 Les 

cellules du NSA génèrent des potentiels d’action à une fréquence régulière et modulée en permanence 

en fonction des besoins de l’organisme.  

L’activité électrique est ensuite relayée par d’autres cardiomyocytes automatiques au sein du nœud 

atrio-ventriculaire (NAV) d’Aschoff et Tawara situé dans l’oreillette droite, entre l’orifice du sinus 

coronarien et la valve tricuspide (Figure 1). En effet, ces cardiomyocytes ont également la capacité de 

se contracter automatiquement. La présence de foyers automatiques observés au sein du NAV lui 

attribue la fonction de pacemaker secondaire lors d’une absence de rythme sinusal du NSA avec 

cependant une fréquence de dépolarisation plus faible que celle du NSA. 2 Ainsi, ce sont les cellules les 

plus rapides qui imposent leur rythme, notamment les cellules du NSA en condition physiologique. De 

ce fait, les cellules du NAV prennent le relais en cas de dysfonction du NSA. 

Enfin, ce signal électrique se propage du faisceau de His vers les fibres de Purkinje présentes dans les 

parois des ventricules et conduit à une contraction synchrone et complète du myocarde (Figure 1). 3 En 

effet, les cardiomyocytes situés dans le faisceau de His et les fibres de Purkinje ont la propriété de 

conduire l’activité électrique. La contraction des ventricules se produit alors quelques fractions de 

seconde après celle des oreillettes en condition physiologique. En effet, l’activité électrique originaire 

du NSA est ralentie dûe aux propriétés de conduction du NAV. 
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Figure 1-Propagation de l’activité électrique du cœur (en jaune) ; Le nœud sino-atrial (NSA) génère une activité 
électrique qui induit la dépolarisation des oreillettes. L’activité électrique est ensuite relayée vers le nœud atrio-
ventriculaire (NAV) d’Aschoff et Tawara puis vers l’ensemble du myocarde ventriculaire par le faisceau de His puis 
les fibres de Purkinje. (Illustration issue du site web pacemaker.html 42_08HeartRhythm.jpg (nicerweb.net)) 

L’activité électrique cardiaque peut être mesurée par l’application d’électrodes à la surface de la peau 

du patient. Le signal enregistré est appelé un électrocardiogramme (ECG). Cette méthode indolore et 

rapide trouve son origine en 1887 par Augustus D Waller qui effectua le premier électrocardiogramme 

humain.4 L’ECG est obtenue sous forme de différence de potentiel selon un axe délimité par des 

électrodes de surface ou dits dérivations. Willem Einthoven décrit notamment pour la première fois, à 

l’aide d’un galvanomètre à corde, les dérivations bipolaires DI, DII et DIII formant un triangle équilatéral 

nommé le triangle d’Einthoven. Les 3 dérivations bipolaires ainsi que les 3 dérivations unipolaires aVR, 

aVL et aVF permettent d’étudier l’activité électrique cardiaque dans le plan frontal. Les 6 autres 

dérivations appelées dérivations précordiales V1, V2, V3, V4, V5, V6 permettent, elles, d’étudier 

l’activité électrique dans le plan transversal (Figure 2). 

 

 

Figure 2- Enregistrement de l'activité électrique du cœur par électrocardiogramme (ECG) chez l’humain ; 
(A)Représentation schématique de l’emplacement des électrodes frontales (rouge ; bras droit, jaune ; bras 
gauche et vert ; jambe gauche), précordiales thoraciques (V1-V6) et du triangle d’Einthoven. Les dérivations II, III 

https://bio1152.nicerweb.net/Locked/media/ch42/pacemaker.html
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et aVF explorent la surface cardiaque inférieure. Les dérivations I et aVL explorent la surface latérale du ventricule 
gauche. (B) Représentation de l’activité électrique cardiaque mesurée par ECG et les durées d’intervalles entre 
ces ondes en condition physiologique chez l’humain.  

Le tracé de l’ECG est composé des ondes P, Q, R, S et T correspondant aux différentes phases de 

contraction des oreillettes et des ventricules. La dépolarisation et contraction des oreillettes lors de la 

systole auriculaire corresponds à l’onde P (environ 80 ms chez l’humain) sur l’électrocardiogramme.5 

La conduction de l’activité électrique du NAV vers les ventricules par les faisceaux de His est 

représentée par l’intervalle P-R (environ 120 ms chez l’humain) et corresponds à la durée entre la 

dépolarisation des oreillettes et celle des ventricules6,7.  La dépolarisation des ventricules lors de la 

systole est illustrée par le complexe QRS (environ 120 ms chez l’humain) et la repolarisation par l’onde 

T (environ 160 ms chez l’humain). Ainsi, la durée du cycle de dépolarisation et repolarisation 

ventriculaire est mesurée par l’intervalle QT sur l’ECG. 8  

La conduction de l’activité électrique du NSA vers le myocarde est notamment dépendante de 

l’interaction intercellulaire au sein du NSA. 

I.1.  Structure du NSA et conduction électrique  
 

I.1.1 Structure et organisation du NSA 
 

Le NSA est un tissu cardionecteur fin et transparent situé sur la paroi postérieure de l’oreillette droite, 

adjacente à la crista terminalis entre les veines caves supérieure et inférieure.9 Le NSA est composé de 

cellules spécialisées qui se contractent et génèrent un PA spontanément. Les cellules sinusales peuvent 

différer au sein du NSA en fonction de leur localisation et de leur morphologie.10 Une fois isolées, les 

cellules sinusales ont pu être distinguées sous 4 formes (Figure 3) ; les cellules en fuseau (spindle), les 

cellules allongées (elongated), les cellules en araignée (spider-like) et les cellules en transition ou 

atriale-like.11 
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Figure 3- Photographie de cellules sinusales isolées (à gauche) illustrant les différents types de cellules 
composant le NSA ; (a)Elongated, (b)Spindle, (b) Spider-like, (c) cellules atriales. Dimension barre noir 30 µm,  
(Verheijck et al., 1998) 

Le NSA est délimitée principalement en deux zones ; le NSA centrale et le NSA périphérique. Ces cellules 

sont distribuées sur l’ensemble du NSA avec une prédominance des cellules atriales sauf dans la zone 

centrale du NSA.11 L’hétérogénéité de ce tissu a notamment mis en évidence les différentes propriétés 

électrophysiologiques des cellules du NSA en fonction de leur localisation. En effet, différentes 

morphologies de PA ont été observés en fonction de la localisation de ces cellules. 12De plus, la 

sensibilité des cellules à la nifédipine, un inhibiteur des canaux calciques de type lent (LTCC) et à la 

tétrodotoxine (TTX), un inhibiteur des canaux sodiques, varie selon la localisation des cellules du NSA. 

En effet, la nifédipine inhibe l’automaticité des cellules central du NSA mais pas périphérique, à l’inverse 

de la TTX qui ralentit la fréquence de dépolarisation des cellules périphériques du NSA uniquement.13 

Ceci suggère que les cellules situées dans la zone centrale du NSA n’expriment pas ou peu de canaux 

sodiques, contrairement aux cellules périphériques. 

La propagation de l’activité électrique du NSA est dépendante de l’expression de jonctions 

communicantes entre les cellules.14 Ces jonctions sont situées au niveau de la membrane plasmique 

des cellules et sont formées par des hémi-canaux appelés également connexons.14,15 Ces connexons 

sont formés de 6 sous-unités protéiques transmembranaires nommées connexines (Cx) dont 4 

isoformes sont exprimés dans le cœur et notamment dans le NSA ; Cx30, Cx40, Cx43 et Cx45.16,17 Ces 

jonctions assurent la propagation de l’activité électrique entre cellules et le maintien d’un rythme 

cardiaque régulier. Leur expression diffère selon leur localisation ; les Cx45 sont prédominantes dans la 

région centrale du NSA et les Cx40 et Cx43 sont prédominantes dans la région périphérique du NSA. En 

effet, les Cx45 seraient essentielles à la coordination et à la synchronisation et les Cx40 et Cx43 

contribueraient à la propagation de l’activité électrique.17 
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II.1.2 Conduction électrique du NSA vers d’autres centres rythmogènes 
 

 

 

Figure 4-Représentation schématique du déplacement du centre initiateur du pacemaker ; Déplacements du 
centre initiateur du NSA en réponses à différents stimulis. RA : oreillette droite, CT : crista terminalis, SVC : veine 
cave supérieure, IVC : veine cave inférieure, SEP : septum interatrial. (Lang et al., 2021)18 

L’initiation de cette activité électrique est régie par le centre initiateur ou « leading site » situé au 

niveau de la région centrale du NSA près de la veine cave supérieur. Cependant, ce centre initiateur 

n’est pas statique et sa position peut être différente selon les conditions physiopathologiques (Figure 

4)18. En effet, il est possible d’observer les déplacements de ce centre initiateur par cartographie 

optique en réponse à une stimulation sympathique (agoniste β-adrénergique), une stimulation 

parasympathique (agoniste muscarinique) ou lors d’une dysfonction sinusale.18 

Par ailleurs, il a été récemment observé que la stimulation sympathique de cellules sinusales isolées 

sans activité électrique spontanée apparente, dites « cellules dormantes », conduisait à la génération 

d’une activité électrique spontanée de ces cellules.19 Le même effet a été retrouvé ex vivo sur le NSA 

intact isolé de souris.20,21 Ainsi, la présence de ces cellules dites « dormantes » pourrait potentiellement 

contribuer au déplacement du centre initiateur de l’activité électrique du NSA en réponse à une 

réponse β-adrénergique. 

Afin de mieux comprendre la propagation de l’activité électrique du NSA, différents types de modèles 

d’organisation des cellules du NSA ont été suggéré ; le modèle gradient qui reprend les notions de zone 

centrale et périphérique du NSA et le modèle mosaïque (Figure 5). 
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Figure 5- Représentation schématique des modèles de propagation de la conduction électrique du NSA ; (A) 
Représentation graphique des modèles de gradient, mosaïque et de fibrose interstitielle. CPC, cellules pacemaker 
cardiaques ; AM, cellules atriales. (B) Diagramme de conduction électrique du NSA (bleu vers rouge). Cette 
conduction électrique du NSA est délimitée par des voies d’échappement (Exit pathways) et des tissus connectifs 
(gris) qui servent de barrières (lignes bleues) contre l’influence hyperpolarisante de l’oreillette droite. SVC, Veine 
cave supérieure ; RA, oreillette droite (Easterling et al., 2021)22 

Le modèle gradient suggère une transition progressive des phénotypes des cellules du centre du NSA 

vers la périphérie et suggère que celles-ci présenteraient des caractéristiques différentes notamment 

la morphologie, la densité des courants ioniques et la conductivité.10,23,24 Un modèle alternatif dit 

« mosaïque » suggère que le NSA est constitué de deux populations de cellules (sinusales et atriales) 

disposés de manière alternative (Figure 5). La prédominance d’un type cellulaire d’une région du NSA 

dicte alors les propriétés électrophysiologiques de celle-ci.25,26 Cependant, ces modèles feraient débat. 

En effet, certains auteurs auraient rejeté le modèle de mosaïque stipulant que les caractéristiques 

électrophysiologiques retrouvées sur cellules sinusales isolées des différentes régions du NSA 

correspondraient au modèle de gradient définissant un NSA central et périphérique.27 Cependant, les 

nouveaux modèles bio-informatiques soutiennent le modèle mosaïque mettant en évidence 

l’hétérogénéité et la complexité de ce tissu.26 Enfin, il a été suggéré que le NSA serait entouré de tissus 

fibreux et adipeux qui serviraient de barrière contre l’influence hyperpolarisante de l’oreillette 

droite.28,29En effet, le potentiel de repos des cardiomyocytes atriaux est plus négatif que celui des 

cellules du NSA. Ainsi, le contact les cellules atriales hyperpolarise les cellules du NSA et agissent 

comme un inhibiteur de l’automatisme du NSA. De ce fait, une accélération de la fréquence de 

dépolarisation du NSA a été observée après séparation de l’oreillette droite.30 Ainsi, ces voies 

d’échappement permettraient alors de propager le signal électrique vers les oreillettes et le NAV. La 

propagation de l’activité électrique du NSA vers le NAV est ensuite ralentie lors de sa transition entre 

les oreillettes et les ventricules et serait dû à l’expression de Cx45 à faible conductance au sein du NSA 

périphérique.29 En effet, ce ralentissement limiterait la survenue de tachycardie ventriculaire lors d’une 

réponse β-adrénergique chez l’humain.31  
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L’activité électrique est ensuite propagée du NAV vers les faisceaux de His jusqu’aux fibres de Purkinje 

(PF) situés dans la couche sous-endocardique des ventricules et permettant ainsi une contraction 

homogène des ventricules.32 Ces fibres de Purkinje sont composées de cellules dites de Purkinje de 

formes cylindriques et de petite taille (Figure 6).  Bien qu’elles puissent être automatiques, les PA de 

ces cellules sont différents des PA des cellules du NSA et NAV.33,34 Les PF assurent alors la propagation 

rapide du signal électrique vers les ventricules du fait de l’expression de Cx40 et une résistance entre 

les cellules très faible (100 Ω/cm). En cas de bloc auriculo-ventriculaire, l’automaticité est relayée aux 

PF afin de maintenir la contraction synchrone des ventricules bien que la fréquence de dépolarisation 

des PF reste plus faible que celle du NAV et du NSA.33 

 

Figure 6- Architecture des fibres de Purkinje révélée par marquage de la Cx40 par la GFP. (A) Marquage par 
immunofluorescence des fibres de Purkinje, (B) Photo d’une cellule de Purkinje et son potentiel d‘action 
automatique. HB : faisceau de His, PF : fibres de Purkinje, LVW : paroi du ventricule gauche, RVW : paroi du 
ventricule droit, LBB : branche gauche du faisceau de His, RBB : branche droite du faisceau de His, APM : muscles 
papillaires. (Miquerol et al., 2004)34 

I.2.  Propagation du potentiel d’action 
 

L’activité électrique du cœur ou potentiel d’action (PA) se propage des oreillettes (NSA et NAV) aux 

ventricules. Les cardiomyocytes atriales et ventriculaires sont des cellules dites excitables, c’est-à-dire 

qu’elles s’activent à la réception d’un signal électrique. A la suite de signal électrique, les cellules 

génèrent un PA. Un PA est décrit comme une variation de potentiel de membrane déterminée par 

l’activité des canaux ioniques voltage-dépendants présents à la surface de la cellule. L’hétérogénéité 

de ces PA est conférée par les différences d’expression des canaux ioniques qui permettent le passage 
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d’ions de part et d’autre de la membrane des cardiomyocytes. En effet, l’activité de ces canaux ioniques 

détermine la forme et la durée des PA. (Figure 7) 

 

Figure 7- Morphologie des potentiels d’action selon les régions du cœur ; Schéma d'une coupe longitudinale du 
cœur et illustration des différents types de potentiels d’actions correspondant au tracé d’électrocardiogramme 
(ECG) humain (Weisbrod et al.,2016)8 

Par exemple, dans les cellules non automatiques tels que les cardiomyocytes ventriculaires, le PA est 

décrit en 5 phases (dépolarisation, repolarisation précoce, phase de plateau, repolarisation et maintien 

du potentiel de repos) (Figure 8).  

La phase 0 correspond à la dépolarisation du PA. L’activation rapide des canaux sodiques voltage-

dépendants NaV1.5 à un seuil d’activation de -55 mV, conduit à un courant entrant d’ions sodium (Na+).3 

Cette dépolarisation membranaire induit l’inactivation rapide des canaux NaV1.5 qui marque la fin de 

la phase 0 de dépolarisation. 

La phase 1 ou phase de repolarisation précoce comporte une composante rapide et lente. La 

dépolarisation membranaire induit l’activation du courant potassique transitoire (Ito,fast) responsable 

d’un courant repolarisant rapide médié par les canaux KV4.2 et KV4.3 qui s’activent et s’inactivent 

rapidement.35 La composante lente de la repolarisation est due à l’activation des canaux KV1.4 

responsables du courant Ito, slow. Cette sortie de potassium couplée à l’inactivation des canaux sodiques 

entraine une repolarisation rapide du potentiel membranaire caractérisée par un pic visible en phase 

1. 

Lors de la phase 2, l’équilibre dynamique entre les courants dépolarisant et les courants repolarisant 

conduit à une phase de plateau. L’activation des canaux calciques voltage-dépendants de type L (ICa, L) 

« Long lasting » (CaV1.2) à un seuil d’activation de -50 mV induit un courant entrant d’ions calcium (Ca 
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2+).36  En réponse à l’ouverture de ces canaux, les récepteur à la ryanodine (RyR2) libèrent du Ca2+ à 

partir du réticulum sarcoplasmique (RS), véritable réservoir de Ca2+ de la cellule. Pendant cette même 

phase, l’activation des canaux K+ voltage-dépendants IKur, IKr et IKs (respectivement KV1.4, KV11.1 et 

KV7.1) ouverts à des voltages similaires induit un courant repolarisant. L’activation d’un courant 

dépolarisant et repolarisant conduit à cette phase de plateau.37  

La phase 3 correspond à la phase de repolarisation. Elle est induite par l’inactivation des canaux 

calciques de type L (ICa,L )et conduit à une prédominance des courants potassiques par l’activation des 

canaux  K+ voltage-dépendants responsable du courant IK1 (Kir2.1 majoritairement).35 

La concentration intracellulaire élevée en ions K+ des cardiomyocytes ventriculaires conduit à un 

courant sortant repolarisant entrainant un retour au potentiel de repos entre -80 et -90 mV (phase 4). 

Le maintien du potentiel de repos est essentiellement dû à l’activation du canal potassique Kir2.1 

responsable du courant IK1.3 Ce courant est entrant à des potentiels plus négatifs que le potentiel de 

repos (-80 mV) et sortant à des potentiels entre -80 mV et +20 mV.  

 

Figure 8-Représentation schématique d'un ECG humain associé au potentiel d'action ventriculaire ; (A) 
Représentation schématique d’un ECG normal chez l’humain ; la dépolarisation ventriculaire coïncide avec le 
complexe QRS et la repolarisation ventriculaire avec l’onde T. L’intervalle QT (350-440 ms chez l’humain) 
correspond au temps entre le début de la dépolarisation ventriculaire et la fin de la repolarisation ventriculaire. 
(B) Représentation schématique du potentiel d’action des cardiomyocytes ventriculaires et ses différentes 
phases ; Dépolarisation rapide par activation des canaux sodiques voltage-dépendants (INA) (phase 0), 
Repolarisation rapide par l’activation des canaux potassiques voltage-dépendants (Ito) (phase 1), Phase de plateau 
par activation des canaux calciques voltage-dépendants de type L (ICa, L) et canaux K+ des courants rectifiant 
entrants (IKur, IKr et IKs) (phase 2), Repolarisation par activation des canaux K+ voltage-dépendants (IK1)(phase 3) et 
retour au potentiel de repos. (Illustration de Li et al., 2016)38 
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I.3.  Couplage Excitation-Contraction (CEC) 
 

Pendant le PA, la dépolarisation de la membrane des cardiomyocytes entraîne l’ouverture de canaux 

calciques voltage dépendants de type L (LTCC) et ainsi une entrée d’ions Ca2+. L’entrée de Ca2+ qui 

s’ensuit est insuffisante pour déclencher une contraction des cardiomyocytes mais active des canaux 

de libération calcique, les récepteurs à la ryanodine type 2 (RyR2). Les RyR2 entrainent ensuite une 

sortie massive de Ca2+ du RS vers le cytosol par le phénomène de « Calcium-Induced Calcium Release 

»(CICR).39 Ce phénomène décrit l’ouverture des RyR2 par l’augmentation des concentrations 

intracellulaires en Ca2+ via les LTCC. Ainsi ce signal calcique initial est amplifié mettant à disposition 

suffisamment de Ca2+ pour induire la contraction des sarcomères après la liaison du Ca2+ sur la 

troponine C permettant ainsi l’interaction actine-myosine. 40Ce mécanisme induisant la contraction des 

sarcomères est décrit comme le couplage Excitation-Contraction (CEC)40 (Figure 9). 

 

 

Figure 9- Mécanismes du couplage excitation-contraction dans les cardiomyocytes ventriculaires. 
Enregistrement simultané d’un potentiel d’action (courbe noire), un transitoire calcique (courbe bleue) et une 
contraction cellulaire (courbe rouge) dans un cardiomyocyte ventriculaire de lapin à 37°C. NCX,Echangeur 
Sodium/Calcium ; ATP, ATPase, PLB,Phospholamban ; SR, Réticulum Sarcoplasmique (Bers,Nature review 2002)40 

La proximité entre les canaux calciques impliqués dans le CEC (LTCC et RyR2) est importante au bon 

fonctionnement de ce mécanisme. En effet, la membrane plasmique des cardiomyocytes ventriculaires 

présente des invaginations qui forment les tubules T. Ces tubules T forment avec le RS jonctionnel les 
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dyades, structure fondamentale lors du CEC. L’altération structurelle des tubules T dans un modèle 

d’insuffisance cardiaque (IC) induit notamment l’altération du CEC, démontrant ainsi le rôle 

prépondérant des LTCC dans le mécanisme de CICR des cardiomyocytes ventriculaires.41  

Cette augmentation du [Ca2+]i est transitoire. En effet, le Ca2+ est majoritairement repompé dans le RS 

par une pompe Ca2+ /ATPase localisée sur la membrane du RS (SERCA2A pour « Sarco/endoplasmic 

reticulum Ca2+ ATPase ») afin de remplir les réserves du RS. L’activité de cette pompe est régulée par 

une protéine associée, le phospholamban (PLB) qui agit comme un frein sur SERCA2A lorsque qu’il n’est 

pas phosphorylé. Ce Ca2+ est également extrudé hors de la cellule par l’échangeur Sodium/Calcium 

(NCX). La recapture par SERCA2A et l’extrusion par NCX du Ca2+ sont les deux mécanismes principaux 

permettant le retour aux concentrations calciques diastoliques. Il existe d’autres mécanismes dits 

« lents » : la pompe Ca2+ /ATPase plasmatique (PMCA) et les mitochondries qui captent le Ca2+ par 

l’uniport calcique mitochondrial (Figure 9). Ainsi, la diminution des concentrations intracellulaires de 

Ca2+ permet de rétablir l’homéostasie calcique et la relaxation des sarcomères.40 

Cette libération calcique cytosolique a été observée pour la première fois dans les années 60 sur des 

fibres musculaires de crustacée puis visualisées pour la première fois dans les années 70 dans les œufs 

de poisson après l’injection d’une photoprotéine (aequorin) spécifique émettant de la lumière lorsque 

les concentrations en Ca2+ augmentent.43 L’injection de cette même photoprotéine dans des 

cardiomyocytes de grenouille a permis d’observer une augmentation de Ca2+ transitoire lors du CEC 

dont l’amplitude s’élevait après injection d’isoprénaline (ISO), un agoniste des récepteurs β-

adrénergique.44 
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Figure 10- Image illustrant un transitoire calcique ; Coupe longitudinale (line scan) d’un cardiomyocyte 
ventriculaire isolé de souris adulte par microscopie confocale, incubée avec une sonde fluorescente calcique, 
après stimulation électrique à 1Hz. A droite de l’image se trouve le rapport de fluorescence normalisée 
permettant de caractériser les paramètres de ce transitoire (amplitude et décroissance du transitoire calcique) 

Cette augmentation transitoire de Ca2+ lors de la phase systolique est notamment appelée « transitoire 

calcique » et correspond à une libération de Ca2+ globale et synchronisée induite par la dépolarisation 

membranaire des cardiomyocytes lors d’un PA (Figure 10). Afin d’étudier notamment le CEC, le 

transitoire calcique peut être visualisé par microscopie confocale après incubation des cardiomyocytes 

isolées à une sonde fluorescente calcique (Fluo3AM ou 4AM) perméable à la membrane. La 

quantification des paramètres tels que l’amplitude et le temps de décroissance de ces transitoires nous 

communique des informations sur l’activité des canaux impliquées dans le CEC. L’amplitude du 

transitoire est mesurée par le rapport entre F la fluorescence du signal et F0 la fluorescence sur la 

période diastolique et corresponds à l’augmentation de Ca2+ globale dans la cellule via les RyR2 et les 

LTCC. La mesure du temps de décroissance du transitoire (decay time, tau, en ms) correspond au retour 

à l’homéostasie calcique via entre autres NCX et SERCA2A.   

Lors de la phase diastolique, la concentration intracellulaire de Ca2+ reste faible (de l’ordre de 100 nM) 

et les RyR2 sont majoritairement fermés. Cependant, une libération de Ca2+ spontanée via les RyR2 

pendant la phase diastolique dans des cardiomyocytes ventriculaires a été visualisée par microscopie 

confocale à l’aide de sonde fluorescente calcique et a été décrite comme des libérations rapides, brèves 

et localisées nommées « étincelles de Ca2+ » ou « Ca2+ sparks » (Figure 11).45 
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Figure 11- Images séquentielles de cardiomyocytes ventriculaires isolés et quiescents de rat couplés à une 
sonde calcique (Fluo3AM) présentant des sparks et vagues calciques après augmentation de la concentration 
en Ca2+ extracellulaire dans la solution (10 mM) ; (A) Images séquentielles obtenues toutes les 0.5 secondes. Les 
points blancs correspondent aux Ca2+ sparks à travers la cellule. Echelle 20µm. (B) Images séquentielles de la 
même cellule 4 minutes plus tard illustrant la propagation d’une vague calcique initiée après recrutement de Ca2+ 
sparks (flèche blanche). (C) Coupe transversale (line scan) d’une cellule illustrant une vague calcique à une vitesse 
de propagation de 70 µm/s (flèche blanche). Les sparks calciques sont présents en grand nombre à l’origine 
(Flèche noire) et à la fin de la vague démontrant le mécanisme d’activation des vagues calciques par recrutement 
de Ca2+ sparks. Echelle 10 µm horizontal et 200 ms vertical) (Cheng et al.,1993)45 

Les Ca2+ sparks correspondent à des libérations localisées, rapides et brèves de Ca2+ intracellulaire à 

partir d’un groupe ou cluster de RyR2 sur la membrane sarcoplasmique.46 Ces libérations locales 

peuvent survenir lors d’une activation des LTCC ou spontanément.41,45 Ils sont caractérisés par une 

amplitude variable, une durée courte (environ 25 ms) et un diamètre court (1-2 µm).46,47 Les transitoires 

calciques sont la sommation temporelle et spatiale de Ca2+ sparks. Ces Ca2+ sparks ont d’abord décrientt 

dans les cardiomyocytes ventriculaires puis dans les cellules atriales et dans le NSA. 48,49 

II. Mécanismes de l’automaticité du nœud sinusal  
 

II.1 Caractéristique du potentiel d’action sinusal 
 

Au sein du tissu nodal, les PA générés par les cellules du NSA et du NAV présentent une morphologie 

et des caractéristiques différentes des PA des cardiomyocytes ventriculaires. En effet, le PA des cellules 

sinusales sont caractérisées par une dépolarisation diastolique spontanée (DD) (phase 4 du PA sinusal) 

(Figure 12). Cette DD conduit à une dépolarisation lente et progressive du potentiel de membrane 

jusqu’à atteindre un seuil d’activation nécessaire à la génération d’un PA. Cette phase, non présente 

dans les cardiomyocytes ventriculaires, confère aux cellules du tissu nodal un caractère automatique.  

Depuis la découverte du tissu sinusal en 1907, les mécanismes autour de l’automaticité cardiaque ont 

suscité beaucoup d’interrogations. La DD du PA sinusal, nommée pré-potentiel jusqu’alors, a été 

mesuré pour la première fois en 1955 par West par la technique de microélectrodes 1,50–52. La 

caractérisation du PA sinusal et la mise en place de technique d’isolement des cellules sinusales ont 

permis la mise en évidence du courant pacemaker If comme mécanisme principal de la génération 
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automatique des PA du pacemaker cardiaque et ainsi de la DD. La DD est notamment décrite en phase 

initiale et tardive. 53 

La DD initiale est induite majoritairement par l’activation des canaux activés par l’hyperpolarisation de 

la membrane ou Hyperpolarization-activated Cyclic Nucleotide-gated channels (HCN) responsable du 

courant funny (If). D’autres canaux voltage-dépendants contribuent à cette DD tels que les canaux 

calciques voltage-dépendants de type T, TTCC (ICa, T) notamment les canaux CaV3.1 et CaV3.2, les canaux 

calciques voltage-dépendants de type L, LTCC (ICa, L) notamment les canaux CaV1.3 (Figure 12). 54,55Ces 

canaux voltage-dépendants font partie d’une horloge dite membranaire ou « voltage clock ». 

Il a été également proposé que le Ca2+ intracellulaire soit impliqué dans cette DD, notamment lors de 

la phase tardive.56,57 L’implication du Ca2+ dans la phase tardive de la DD a notamment été mis en 

évidence par l’incubation de ryanodine (inhibiteur de RyR2) sur des tissus auriculaires isolés de chats. 

En effet, la ryanodine induit une diminution de la pente de la DD. Il a notamment été démontré que 

des libérations locales et spontanées de Ca2+ via le RyR2 lors de la phase tardive de la DD activent les 

échangeurs NCX et accélèrent la DD par induction d’un courant entrant. 56,58–60Ce phénomène 

impliquant les ions Ca2+ est décrit comme une horloge calcique ou « Ca2+ clock ». Les caractéristiques 

et le rôle de ces canaux dans l’automaticité des cellules sinusales sont détaillés dans la partie suivante. 

 

Figure 12- Le potentiel de membrane des cellules sinusales et les mécanismes associés ; (Haut) Potentiel 
d'action spontanée de cellules sinusales de lapin et ses différentes phases ; Dépolarisation diastolique (DD) 
spontanée en phase 4, dépolarisation membranaire rapide (phase 0) suivie d’une repolarisation membranaire 
(phase 2 et 3). (Milieu) Représentation schématique de l’amplitude et de la durée d’activation des canaux ioniques 
impliqués dans l’horloge électrique (Membrane clock). (Bas) Représentation schématique de l’amplitude et de la 
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durée d’activation des canaux ioniques impliqués dans l’horloge calcique (Calcium clock). MDP : potentiel 
diastolique maximum ; DD : dépolarisation diastolique ; If : courant « funny » ; ICa,T : courant Ca 2+ voltage-
dépendant de type T ; ICa,L : courant Ca 2+ voltage-dépendant de type L ; IK : courant K+ voltage-dépendant ; INCX : 
courant de l'échangeur Na+ /Ca2+ ; LCR (Local Ca2+ Release) : libération locale de Ca 2+ ; SERCA : Ca 2+ ATPase du 
réticulum sarcoplasmique (Monfredi et al., 2013)61 

Cette phase de dépolarisation membranaire (phase 0) est notamment due à une entrée de Ca2+ par les 

LTCC (CaV1.2). La dépolarisation est ensuite suivie d’une repolarisation lente (phase 2 et 3) jusqu’au 

retour au potentiel diastolique maximum par l’activation des canaux K+ voltage-dépendants. En effet, 

le potentiel de membrane des cellules sinusales n’atteint pas de potentiel de membrane de repos stable 

dû à l’absence de courant IK1 contrairement aux cardiomyocytes ventriculaires.62 Après avoir atteint un 

potentiel de repolarisation maximal appelé potentiel diastolique maximal (MDP, autour de-60 mV), les 

cellules sinusales se dépolarisent spontanément et progressivement jusqu’à atteindre le seuil de 

déclenchement du PA suivant (aux alentours de -45/-35 mV).54 

La caractérisation des acteurs impliqués dans la génération d’une activité électrique spontanée des 

cellules du NSA et dans la régulation de cette automaticité a permis de mieux comprendre les 

mécanismes sous-jacents de l’automatisme du nœud sinusal que l’on connait aujourd’hui sous forme 

de deux horloges couplée ; l’horloge membranaire et l’horloge calcique. Ce couplage d’horloges régule 

l’automaticité des cellules sinusales via l’activation séquentielle des canaux ioniques voltage-

dépendants et la libération spontanée de Ca2+ via le RyR2. 61,63 

II.2 Canaux impliqués dans la dépolarisation du PA sinusal  
Dans cette partie, nous détaillerons les canaux impliqués dans la dépolarisation du PA sinusal, 

particulièrement lors de la DD mentionnée plus haut.  

II.2.1. Canaux impliqués dans l’horloge membranaire 

II.2.1.1 Canaux activés par l’hyperpolarisation de la membrane ou Hyperpolarization-activated 

Cyclic Nucleotide-gated channels (HCN) 
 

 

Figure 13- Localisation et représentation schématique des canaux HCN4 dans le NSA ; (A) Représentation 
schématique d’un cœur illustrant la localisation du NSA et l’expression des canaux HCN (prédominance des 
HCN4), (B) Représentation schématique des canaux HCN et de leurs sous-unités. SVC, Veine cave supérieur ; IVC, 
Veine cave inférieur ; RAA, Appendice de l’oreillette droite ; Ao, Aorte ; RSA, Artère subclavière droite ; LCCA, Artère 
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carotique gauche ; RCCA, Artère carotide droite right ; LSA ; Artère subclavière gauche ; LCV, Veine cérébral gauche 
; PA, Artère pulmonaire ; PV, Veine pulmonaire. (Adapté de Hennis et al., 2021)64 

Le caractère automatique du NSA est notamment conféré par l’expression du gène Hcn4 codant pour 

les canaux ioniques HCN4 responsable du courant If et de l’initiation de la DD du PA sinusal. Les canaux 

HCN4, étant spécifiques aux cellules sinusales, sont fréquemment utilisés comme marqueurs pour 

identifier les cellules sinusales.65 Les canaux HCN sont des tétramères appartenant à la superfamille de 

canaux à 6 segments transmembranaires (S1-S6) (Figure 13). Ces canaux sont responsables d’un 

courant ionique If, appelé « funny current ». Son nom « funny » réfère à la propriété de ce courant 

d’être activé par une hyperpolarisation du potentiel de membrane et non d’une dépolarisation comme 

la plupart des autres canaux ioniques. Ces canaux sont constitués de senseur de voltage (segment S4) 

et d’une séquence glycine-tyrosine-glycine (GYG) entre les segments 5 et 6 qui favorise la perméabilité 

des cations avec une forte perméabilité des ions K+ et Na+ et une faible perméabilité des ions Ca2 +.  

66,67En effet, la mesure du courant If sur des cellules sinusales de lapin et de souris a démontré une 

réduction de ce courant à des concentrations Na+ extracellulaire diminuées (de 135 mM à 50 mM) et 

une augmentation de celui-ci à des concentrations de K+ extracellulaires augmentées (de 5 à 35 

mM).53,68 

 Ces canaux sont exprimés sous 4 isoformes (HCN1, HCN2, HCN3, HCN4) sous forme d’hétéro ou 

d’homotétramères et sont tous exprimés dans le cœur, notamment les hétérotétramères HCN1-HCN4 

et HCN2-HCN4 décrits dans le NSA.69–74 Ils sont cependant exprimés dans différentes régions du NSA ; 

HCN1 et HCN2 dans les myocytes périphériques et HCN4 sur la majorité du tissu et constituant la forme 

prédominante (70-80%).72,75 L’isoforme HCN3 contribue quant à lui au potentiel de membrane 

ventriculaire chez la souris. 76 

Ces isoformes se distinguent par leurs caractéristiques notamment par leur cinétique d’activation et 

leur sensibilité aux nucléotides cycliques. 70En effet, les canaux HCN possèdent un domaine de liaison 

aux nucléotides cycliques (CNBD) dans leur région C-terminale. L’interaction directe de l’adénosine 

monophosphate cyclique (AMPc) sur ce domaine active les canaux HCN et donc le courant pacemaker 

If.77 La production d’AMPc lors d’une réponse sympathique du système nerveux autonome régule 

l’automaticité du pacemaker cardiaque. Ainsi une augmentation d’AMPc intracellulaire entraine une 

accélération de la cinétique d’activation du courant If et donc une accélération du rythme cardiaque.78 

Les canaux HCN4 sont notamment plus sensible à l’AMPc que les canaux HCN1 et HCN2.69,79,80 

Ces isoformes se distinguent également par leur contribution dans la régulation de la fréquence 

cardiaque. Des modèles murins n’exprimant pas les canaux HCN1 ont présentés des dysfonctions 

sinusales caractérisés par une bradycardie sinusale et des pauses sinusales récurrentes suggérant ainsi 

que les canaux HCN1 participent au maintien d’une fréquence cardiaque stable.81 La stimulation 
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sympathique par administration d’un agoniste β-adrénergique, l’isoprénaline, sur des modèles murins 

présentant une déficience des canaux HCN2 n’a pas démontré une réponse chronotrope différente des 

souris wild-type (WT) suggérant que la contribution des canaux HCN2 sur la réponse sympathique est 

moindre. Cependant, en condition basale, ces modèles HCN2 déficients présentent une variabilité 

importante de la fréquence cardiaque .82 Ainsi, ces résultats suggèrent que le rôle des canaux HCN1 et 

HCN2 dans la régulation de la fréquence cardiaque est moindre mais essentiel à la prévention 

d’arythmies ou de dysfonctions sinusales.83 

L’isoforme HCN4 représente la forme prédominante au sein du NSA humain, canin et rongeurs. Afin 

d’établir la contribution de ces canaux dans l’automaticité cardiaque, des modèles murins HCN4 

déficients ont été générés mais la létalité embryonnaire était trop élevée dûe à une bradycardie 

sinusale et une ablation du courant If comparés aux souris WT, démontrant ainsi le rôle essentiel des 

canaux HCN4 dans l’automatisme cardiaque.84 Pour contourner ce problème, des modèles murins 

inductibles HCN4 déficients global ou cardio-spécifique ont été générés. Les cellules isolées du NSA de 

ces modèles inductibles ont montrés un courant pacemaker If réduit, des pauses sinusales récurrentes 

mais une réponse β-adrénergique préservée. Cette étude démontre ainsi le rôle essentiel des canaux 

HCN4 dans la génération d’une fréquence cardiaque stable et suggère qu’ils ne sont pas essentiels dans 

la régulation de la fréquence cardiaque par le système nerveux autonome.85 Une étude a notamment 

suggéré que la modification des concentrations en AMPc par la régulation sympathique modulerait 

l’excitabilité des cellules du NSA via ces canaux et stabiliserait l’activité électrique au sein du NSA, 

assurant une synchronicité du rythme cardiaque sinusal.86 

II.2.1.2 Les canaux calciques voltage-dépendants  
 

Deux types de canaux calciques voltage-dépendants impliqués dans la DD sont exprimés dans le 

cœur et situés sur la membrane plasmique des cellules : les canaux de type T (TTCC) activés à des 

potentiels de membrane plus négatifs (-70 mV) que les canaux de type L (LTCC) (-50 mV) (Figure 14). 
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Figure 14-(A) Courbes courant-tension (I-V) et (B) Courbes d’inactivation des canaux calciques voltage-
dépendants TTCC (CaV3.1) et LTCC (CaV1.2 et CaV1.3), enregistrées sur cellules sinusales de souris (Mangoni et 
al.,2006)87 

II.2.1.2.1 Les canaux calciques voltage-dépendants de type T (TTCC) 

 

Les canaux calciques voltage-dépendants de type T (TTCC) pour « Transients type » sont caractérisés 

par leur ouverture et fermeture transitoire permettant une entrée brève d’ions Ca2+ à l’intérieur de la 

cellule. Leur activation à un potentiel de membrane négatif (-70 mV) génère un courant calcique 

entrant (ICa T) .42,88 Ces canaux sont constitués de 5 sous-unités α1, β, γ, α2 et δ (Figure 15). La sous-unité 

α1 forme le pore du canal et est codée par différents gènes. Les sous unités β, γ, α2-δ sont des sous-

unités auxiliaires.55 Les canaux (CaV) formés par la sous unité α1 appartiennent également à la 

superfamille de canaux à 6 segments transmembranaires (S1-S6) et sont constitués de senseur de 

voltage (segment S4) et d’une séquence glycine-tyrosine-glycine (GYG) entre les segments 5 et 6 qui 

favorise la perméabilité des cations.  
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Figure 15- Structure des canaux calciques voltage dépendants ; Ces canaux sont constitués de la sous unité α1 

composée de 4 domaines transmembranaires à 6 segments (S1-S6) qui forme le pore du canal, et de sous unités 
auxiliaires β, γ, α2 et δ. (Tevoufouet et al.,2014)89 

 Il existe 3 sous-types de TTCC : CaV3.1, CaV3.2 et CaV3.3 (respectivement codés par α1G, α1H, et α1I) .90,91 

Les sous-types CaV3.1 et CaV3.2 sont exprimés dans le cœur et les neurones tandis que CaV3.3 ne sont 

exprimés que dans les neurones.92,93 L’expression plus importante des canaux CaV3.1 dans le cœur 

adulte et notamment dans le NSA, le NAV et les fibres de Purkinje ont conduit à étudier leurs rôles dans 

l’automaticité cardiaque.42,94–97 En effet, ces canaux participeraient à la DD du PA sinusal.59,98 En effet, 

des modèles murins déficients en canaux CaV3.1 ont présentés des épisodes de bradycardie sinusale, 

une conduction atrio-ventriculaire ralentie ainsi qu’une réduction de la pente de DD du PA sinusal sur 

cellules isolées. Ces résultats démontrent alors le rôle prédominant des canaux CaV3.1 dans la 

génération du courant ICa T ainsi que leur importance dans l’automaticité du NSA.96 En effet, les modèles 

murins déficients en canaux CaV3.2 ne présentent aucune arythmie, ni altération de la DD du PA sinusal 

suggérant leur moindre contribution dans la génération du courant ICaT dans l’automatisme cardiaque.99 

Cependant, ces canaux CaV3.2 sont plus exprimés dans le cœur lors de la phase embryonnaire que les 

canaux CaV3.1 suggérant leur rôle plus important lors de la période prénatale.100 

II.2.1.2.2 Les canaux calciques voltage-dépendants de type L (LTCC) 

 

Les canaux calciques voltage-dépendants de type L (LTCC) pour « Long lasting type » s’ouvrent plus 

lentement et restent ouverts plus longtemps que les TTCC.  Leur activation à un potentiel de membrane 

négatif (-50 mV) génère un courant calcique entrant (ICa L) .42 La structure de ces canaux est similaire 
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aux TTCC décrits précédemment. Il existe 4 sous-types de LTCC : CaV1.1, CaV1.2, CaV1.3 et CaV1.4 

(respectivement codés par α1S, α1C, α1D et α1F ).92 Seuls les canaux CaV1.2 et CaV1.3 sont exprimés dans 

le cœur et notamment dans le NSA avec des fonctions différentes.93 Les canaux CaV1.3 sont impliqués 

dans la DD du PA sinusal (phase 4) tandis que les canaux CaV1.2 sont impliqués dans la dépolarisation 

membranaire du PA sinusal (phase 0).101,102 En effet, c’est en 1999 que Verheijck et ses collaborateurs 

enregistrent un courant ICa,,L sensible à la nifédipine sur des cellules sinusales de lapin.102 Ce courant, 

possédant un seuil d’activation de -60 mV, est porté par l’activation des canaux CaV1.3 qui s’activent à 

des potentiels de membrane légèrement plus négatifs que les canaux CaV1.2 (-40 mV) (Figure 14). Ainsi, 

les canaux CaV1.3 sont activés lors de la phase initiale de la DD tandis que les canaux CaV1.2 avec un 

pic d’activation à 0 mV contribuaient à la phase ascendante du PA sinusal.   

Par ailleurs, les canaux CaV1.3 participent à la DD du PA sinusal en facilitant la synchronisation de 

libération de Ca2+ sparks du SR via les RyR2 et entrainent ainsi l’activation du courant INCX qui accélère 

la dépolarisation du potentiel de membrane jusqu’au déclenchement du PA.59,98 En effet, cette 

augmentation de Ca2+ intracellulaire est notamment facilitée par la colocalisation de CaV1.3 avec les 

RyR2 dans le NSA.103,104 De plus, l’inhibition des LTCC par la nifédipine, un inhibiteur calcique 

appartenant à la famille des dihydropyridines, réduit considérablement l’activité spontanée des cellules 

sinusales isolées et du tissu NSA en inhibant ICa L sans altérations du courant ICa T.10 Une réduction 

considérable de la densité du courant ICa L a été observée sur des cellules sinusales isolées des modèles 

murins déficients en CaV1.3 mettant en évidence la contribution des canaux CaV1.3 dans la génération 

du courant ICaL du NSA.104,105 Ces modèles déficients ont également présenté une dysfonction sinusale, 

notamment une bradycardie et des arythmies in vivo.105,106 L’altération du rythme cardiaque sinusal de 

ces modèles serait dû à l’altération de la dynamique calcique des cellules sinusales résultant de 

l’asynchronisme et de la diminution des libérations locales de Ca2+ intracellulaire .104 

 Récemment, une étude sur un modèle murin pour lequel les canaux CaV1.2 ont été désensibilisés aux 

dihydropyridines (famille d’inhibiteurs de canaux calciques) a permis l’inhibition pharmacologique plus 

spécifique des canaux CaV1.3 par la nifédipine. Cette étude a été conduite afin de comprendre les 

mécanismes sous-jacents de la stimulation β-adrénergique des cellules sans activité électrique 

spontanée apparente dites « dormantes » du NSA. La génération automatique de PA de cellules 

sinusales dormantes après stimulation sympathique est complètement inhibée après inhibition par la 

nifédipine, démontrant ainsi le rôle des canaux CaV1.3 dans l’automaticité des cellules sinusales dites 

dormantes lors de la réponse β-adrénergique.107 Les canaux CaV1.3 sont également importants dans la 

conduction atrio-ventriculaire. En effet, une altération de la conduction atrio-ventriculaire et de 

l’automaticité des cellules isolées du NAV a été démontré dans des modèles murins déficient en canaux 

CaV1.3.  108–110 
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II.2.2. Canaux impliqués dans l’horloge calcique 
 

L’inhibition du RyR2 par la ryanodine a démontré un ralentissement de l’automaticité des tissus 

auriculaires isolés de chat par réduction de la pente de la phase exponentielle de la DD dite également 

phase tardive, suggérant la contribution de RyR2 dans la génération de la DD du PA sinusal.56 La théorie 

de l’horloge dite calcique décrit des libérations locales et spontanées de Ca2+ dit « Local Calcium 

Release (LCR) » par les RyR2 qui contribuent à l’automatisme cardiaque. Ces LCR activent ensuite 

l’échangeur NCX qui génère un courant entrant dépolarisant par échange de trois ions Na+ par un ion 

Ca2+. L’échangeur NCX participe ainsi à la dernière phase du DD du PA sinusal en accélérant l’atteinte 

du seuil de déclenchement du PA. 56,58,59,61Dans cette partie, nous détaillerons les canaux impliqués 

dans cette horloge dite calcique. 

II.2.2.1 Les récepteurs à la ryanodine (RyR) 
 

Les récepteurs à la ryanodine existent sous 3 isoformes ; les RyR1 exprimés dans les muscles 

squelettiques, les RyR2 exprimés majoritairement dans le cœur et les RyR3 exprimés dans les neurones 

hypothalamiques. Ces récepteurs sont constitués d’une partie cytosolique associée à des protéines 

régulatrices et une partie transmembranaire qui forme le pore central permettant la libération de Ca2+ 

du RS vers le cytosol.111 Les caractéristiques du RyR2 seront plus détaillés dans la section IV. 

Les RyR2 sont organisées en groupes ou « clusters ». La libération de Ca2+ par un cluster de RyR2 peut 

être visualisés par microscopie confocale sous la forme de Ca2+ sparks. Les Ca2+ sparks peuvent activer 

les RyR2 voisins et induire des relargages de Ca2+ propagés dans l’espace et le temps en formant des 

vagues calciques ou « Ca2+ waves » .112 Ces libérations locales de Ca2+ (LCR) ont notamment été 

observés vers la fin de la DD dans les cellules sinusales. De plus, ces LCR se produisent de façon 

périodique et rythmée indépendamment du voltage (cellules perméabilisées) ou sous potentiel 

membranaire imposé (Figure 16).113 En effet, l’application soit d’un voltage à -65 mV c’est-à-dire proche 

du potentiel de repos du PA sinusal, soit d’un voltage à -10 mV, potentiel auquel les canaux calciques 

voltage-dépendants sont inactivés, n’empêchent pas la libération rythmique et périodique des LCR.113 

Cette indépendance au voltage leur confère alors un caractère autonome indépendamment de 

l’horloge membranaire. C’est pourquoi l’implication des ions Ca2+ lors de la DD du PA sinusal est 

considérée comme une horloge à part entière. 
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Figure 16- Libération rythmique et périodique indépendamment du voltage des LCR via les RyR2 sur cellules 
sinusales isolées de lapin. Enregistrement de PA (haut), LCR et transitoire calcique (milieu) et rapport de la 
fluorescence calcique F/F0 aux voltages imposés (A) de -65 mV et (B) de -10 mV. (D’après Vinogradova et 
al.,2004)113 

De plus, un modèle murin inductible exprimant une perte de 50% d’expression de RyR2 a présenté des 

épisodes de bradycardies et d’arythmies.114 Bien que la libération de Ca2+ lors de cette DD soit 

majoritairement dûe aux RyR2, cette libération est potentialisée par l’activité des canaux CaV1.3 et 

CaV3.1. En effet, l’activation de ces canaux conduit à une entrée de Ca2+ qui contribue à l’ouverture des 

RyR2 par mécanisme de CICR.55,104 Ces études démontrent bien l’implication du RyR2 dans 

l’automatisme cardiaque et notamment au sein de l’horloge calcique qui régule l’automatisme du NSA.  

II.2.2.2 L’échangeur Na+ / Ca 2+ (NCX)  
 

 L’échangeur NCX est une protéine située dans la membrane plasmique des cellules et est constitué de 

10 segments transmembranaires et notamment d’une boucle intracellulaire entre les segments S5 et 

S6 dotée de deux sites de liaison du Ca2+ (CBD1 et CBD2).115,116 L’échangeur NCX est exprimé sous 3 

isoformes ; NCX1 exprimé dans le cœur et notamment dans le NSA, NCX2 dans le cerveau et les muscles 

lisses et NCX3 dans le cerveau et les muscles squelettiques.117  

Cette protéine permet l’échange de 3 ions Na+ par un ion Ca2+ entre le compartiment intra- et extra-

cellulaire selon deux modes de fonctionnement différents, le mode « forward » et le mode 

« reverse ».118 Lors du mode « forward », l’entrée de 3 ions Na+ dans la cellule contre la sortie d’un ion 

Ca2+ induit un courant INCX entrant, tandis que le mode « reverse » induit un courant INCX sortant par la 

sortie de 3 ions Na+ contre l’entrée d’un ion Ca2+ à l’intérieur de la cellule. Ainsi, le mode de 

fonctionnement du NCX est dépendant des concentrations intracellulaires en Ca2+ et en Na+ et du 

voltage.  
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Dès 1984, l’existence d’un courant INCX dans les cellules sinusales a été observée.119,120 En effet, la 

substitution du Na+ extracellulaire par du Lithium (Li+) a démontré une suppression du courant entrant 

INCX sur tissus auriculaires isolées de chat et de l’activité automatique des cellules sinusales de 

lapin.120,121 De même, l’incubation de tissus auriculaires de chat avec une forte dose de ryanodine 

(1µM) induit également la suppression du courant INCX entrant suggérant que le courant INCX est 

dépendant des libérations de Ca2+ du RS par le RyR2.120 En effet, lors de la DD, l’extrusion du Ca2+ libéré 

par les RyR2 induit un courant INCX entrant dépolarisant qui accélère la phase tardive de la DD jusqu’à 

atteindre le seuil de déclenchement du PA.59,120 

La contribution de NCX dans l’automaticité cardiaque a notamment été démontré sur un modèle murin 

déficient en NCX1 et présentant des épisodes d’arythmies sévères et une bradycardie.122 En effet, ces 

arythmies seraient dû à une surcharge en Ca2+ intracellulaire altérant la dynamique calcique au sein des 

cellules sinusales et conduisant à la génération de PA sinusal irréguliers et rapides sous forme de 

« burst ».123 Un modèle déficient en NCX spécifiquement dans les cellules atriales aurait également 

présenté une dysfonction du rythme cardiaque sinusal par l’absence de dépolarisation atriale in vivo et 

une altération de l’activité automatique des cellules atriales isolées.124 

L’échange d’ions lui donne également la particularité de maintenir l’homéostasie calcique au sein des 

cellules. En effet, le retour à l’homéostasie calcique est permis par l’extrusion de Ca2+ hors de la cellule 

par NCX et la recapture du Ca2+ vers le RS majoritairement dû à l’activité de SERCA2A. Ce phénomène 

de recapture est essentiel à la dynamique calcique des cellules sinusales afin de permettre une 

libération de Ca2+ adéquat via les RyR2 lors de la DD.54 

II.3 Canaux ioniques impliqués lors de la repolarisation du PA sinusal (IKr, IKs) 
 

Dans les cellules sinusales, plusieurs types de courants potassiques ont été identifiés notamment les 

courants voltage-dépendants125,126 (IKr, IKs) impliqués dans la repolarisation du PA sinusal que nous 

détaillerons dans cette partie. Les courants potassiques qui modulent l’automaticité des cellules 

sinusales sont détaillés dans la partie suivante. 

La dépolarisation du PA sinusal est suivie d’une repolarisation progressive (phase 2 et 3) jusqu’au retour 

au potentiel diastolique maximum par l’activation de canaux K+ voltage-dépendants.54 En effet, cette 

repolarisation se distingue en deux composantes, une phase rapide (courant IKr) et une phase lente 

(courant IKs). Les canaux responsables de ces courants potassiques induisent une augmentation 

progressive et tardive d’ions K+ dans le milieu extracellulaire.127 

Les canaux du courant IKr (canaux HERG pour « Human ether-a-go-go related » ou KV11.1) sont codés 

par les gènes ERG1 à 3 et sont des tétramères constitués de 6 segments transmembranaires. 128Leur 
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nom provient de leur similitude avec le gène ether-a-go-go (EAG) présent chez la drosophile drosophila 

melanogaster. 129–131Ces canaux sont activés lors de la phase rapide de la repolarisation du PA sinusal 

et possède une cinétique d’inactivation rapide.132  Les canaux du courant IKr sont activés à des potentiels 

plus négatifs (-50 mV) que les canaux du courant  IKs (-40 mV).130,131,133,134 Les canaux du courant IKs 

(canaux KvLQT1 ou KV 7.1) possèdent la même structure que les canaux HERG. Ils s’activent après les 

canaux du courant IKr et possède une cinétique d’inactivation lente voire absente lorsque le canal est 

associé à une sous-unité régulatrice MinK.134,135 

Afin de comprendre les mécanismes sous-jacents de ces courants et notamment du courant IKr dans 

l’automatisme du NSA, des cellules isolées porcines ou murines ont été incubées avec E-4031 un 

composé expérimental classée comme antiarythmique de classe III, inhibiteur des canaux potassiques 

du courant IKr et un inhibiteur sélectif des canaux du courant IKs (Chromanol 293B). Cependant, une 

différence inter-espèces a été observé sur différents modèles. En effet, l’inhibiteur sélectif du courant 

IKr n’a pas d’effet sur le courant IK chez le cochon  mais ralentit la vitesse de dépolarisation spontanée 

diastolique des cellules isolées sinusales chez le lapin, la souris et le cochon d’Inde ralentissant ainsi la 

fréquence des PA et l’automatisme des cellules.136–139 Ces résultats suggèrent alors une prédominance 

d’activité des canaux du courant IKr dans l’automatisme cardiaque à l’exception du modèle porcin qui 

présenterait une prédominance du courant IKs. Les canaux potassiques voltage-dépendants contribuent 

ainsi au potentiel diastolique minimum du PA sinusal et favorisent l’hyperpolarisation membranaire 

des cellules sinusales permettant l’activation du courant If dans l’horloge membranaire.  

Les canaux du courant Ito (« Transients outward »), codés par la famille de gènes Kv1 et Kv4, sont 

caractérisés par une activation et une inactivation rapide ainsi qu’une sensibilité à la 4-

aminopyridine.140,141 A ce jour, leur contribution dans l’automaticité du NSA et de sa conduction reste 

mal connue et peu documentés.  

Concernant le courant rectifiant entrant IK1, il participe au maintien du potentiel de repos dans les 

cardiomyocytes ventriculaires et est peu présent dans les cellules sinusales murines et humaines voire 

absent chez le cochon d’Inde, le lapin et le cochon .142–144 En effet, le potentiel de membrane des 

cellules sinusales n’atteint pas de potentiel de membrane de repos stable dû à l’absence de courant 

IK1.62 
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II.4 Canaux pouvant être impliqués dans la régulation de l’automatisme  
 

II.4.1 Autres canaux potassiques  
 

D’autres canaux potassiques ont été décrits comme potentiels régulateurs de l’activité du NSA 

notamment les courants activés par l’acétylcholine (IKACh)145–147 , les courants potassiques activés par le 

Ca2+  (IKCa)54,148,149 et les courants dépendant de l’ATP (IKATP)150,151 

Courant K+ activé par l’acétylcholine (IKACh) 

L’acétylcholine (ACh), un neurotransmetteur du système nerveux parasympathique, ralentit l’activité 

du NSA par régulation négative des taux en AMPc et par conséquence de l’activité des canaux du 

courant If. L’acétylcholine se lie aux récepteurs muscariniques M2 couplés à la protéine G (RCPG) 

inhibitrice (Gi). Cette protéine Gi est constituée de 3 sous-unités : αi, β et γ. L’activation de cette 

protéine Gi dissocie la sous-unité αi du complexe βγ. La sous unité αi inhibe l’adénylate cyclase (AC) qui 

convertit l’ATP en AMPc tandis que le complexe βγ active les canaux K+ du courant IKACh responsable 

d’une repolarisation membranaire par efflux d’ions K+. 152,153 De plus, des concentrations en 

acétylcholine de l’ordre du nanomolaire inhiberaient efficacement le courant If dans le NSA.145 En plus 

de leur rôle sur les canaux HCN via la réduction des niveaux d’AMPc, il existe des canaux potassiques 

activés par l’acétylcholine (Kir3.1 à Kir3.4 ou GIRK1 à GIRK4) responsables du courant IKACh et identifiés 

dans le NSA et le NAV. 146,147,154Par ailleurs, l’inhibition de ce courant IKACh réduit significativement les 

épisodes de dysfonction sinusale des modèles murins déficients en CaV1.3 suggérant ainsi les canaux 

IKACh comme cible thérapeutique potentielle dans le traitement du « sick-sinus syndrome ».155 

Courant K+ activés par le Ca2+ cytosolique (IKCa) 

Les canaux K+ sensibles au Ca2+ cytosolique contribuent également à l’automaticité des cellules 

sinusales. Ils sont catégorisés en 3 sous familles selon leur conductance ; de faible conductance (canaux 

SK), de conductance intermédiaire (IK) et de forte conductance (BK).156 

Les canaux SK sont exprimés dans les oreillettes et les ventricules chez l’humain et la souris, et sont 

exprimés sous 3 isoformes SK1, SK2 et SK3 codant respectivement pour les canaux KCa 2.1, KCa2.2 et 

KCa2.3.157,158 Ces canaux participent à la repolarisation du PA des cellules atriales. De plus, des modèles 

n’exprimant pas les canaux SK2 ont présenté des épisodes de fibrillation atriale in vivo et un 

prolongement de la durée du PA des cellules atriales.159,160 Ces 3 isoformes sont notamment exprimées 

dans le NSA chez la souris. 161L’inhibition des canaux SK par de l’apamine, un inhibiteur de ces canaux 

potassiques, sur des cellules sinusales isolées de souris WT a démontré une prolongation du PA sinusal 
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et un ralentissement de la fréquence de dépolarisation de ces cellules.161 L’inhibition par l’apamine 

ralentit également l’activité spontanée du NSA isolé, suggérant ainsi la contribution des canaux SK dans 

la régulation de l’activité du NSA.161 

Les canaux BK, appelés les canaux KCa1.1 codés par le gène Kcnma sont également exprimés dans le 

NSA. Ces canaux, en plus d’être sensibles au Ca2+, sont mécano-sensibles et activés par étirement de la 

paroi de l’oreillette droite et du NSA entrainant une accélération de la fréquence cardiaque.162 Une 

étude suggère que l’activation des canaux BK par le Ca2+ cytosolique serait notamment facilitée par la 

colocalisation des canaux KCa1.1 avec les canaux CaV1.3 et les RyR2. En effet, la libération locale de Ca2+ 

par ces canaux calciques active les canaux KCa1.1 et contribuent à l’hyperpolarisation membranaire 

nécessaire à l’activation du courant If. 163 En effet, l’inhibition pharmacologique des canaux BK a 

démontré une diminution de l’automaticité des cellules sinusales de rat suggérant leur rôle dans la 

génération du PA sinusal.164 Une prolongation de la DD du PA a été observée sur des cellules sinusales 

des modèles murins déficients en KCa1.1. 162 

Courant K+ sensible à la concentration en ATP (IKATP) 

Le courant IKATP est un courant potassique sortant qui est activé lorsque la concentration intracellulaire 

d’ATP diminue. 165 Ces canaux appartiennent à la famille des canaux potassiques rectifiant (Kir) et sont 

des octamères formés de 4 sous-unités qui forment le pore du canal (notamment les canaux Kir6.1 et 

Kir6.2) et de 4 sous unités régulatrices (notamment SUR1, SUR2A, SUR2B).166,167 

Le courant IKATP a notamment été identifié dans les cellules sinusales de lapin et de souris.150,151,168 Afin 

d’étudier le rôle de ces canaux dans le NSA, des agents pharmacologiques sont utilisés afin d’activer 

(Pinacidil) ou inhiber (Glibenclamide) ces canaux.169,170 L’activation de ces canaux par le Pinacidil 

conduit à un ralentissement significatif de la fréquence de dépolarisation des cellules sinusales et une 

hyperpolarisation membranaire lors du retour au potentiel diastolique maximum tandis que l’inhibition 

par le Glibenclamide restaure le rythme physiologique de ces cellules. 150 Une étude sur l’effet de 

l’hypoxie dans le NSA dans un modèle murin déficient en canaux Kir6.2 du courant IKATP a démontré que 

l’activation de ces canaux lors de l’hypoxie contribuerait à la régulation de l’automaticité du NSA. 171De 

plus, un modèle murin déficient en Kir6.1 a présenté des épisodes de bradycardie sinusale et de pauses 

sinusales in vivo ainsi qu’un ralentissement de la fréquence de dépolarisation et d’une prolongation du 

PA des cellules sinusales isolées. Ces résultats suggèrent alors le rôle du courant IKATP dans 

l’automatisme des cellules du NSA. 151Cependant, leur contribution dans sa régulation reste très peu 

documentée dans la littérature. 
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II.4.2 Les canaux sodiques voltage-dépendants  
 

Les canaux sodiques voltage-dépendants ont été notamment suggérés comme potentiels régulateurs 

de l’activité du NSA notamment les canaux du courant INa et les canaux du courant sodique soutenue 

Ist. 

Canaux sodiques responsables du courant INa 

Ces canaux sodiques voltage-dépendants s’activent à -70 mV et appartiennent également à la 

superfamille des canaux à 6 segments transmembranaires. Ils sont constitués d’une sous-unité α qui 

forme le pore du canal et de sous-unités β auxiliaires.172,173 Chez les mammifères, il existe 9 isoformes 

de ces canaux (NaV1.1, NaV1.2, NaV1.3, NaV1.4, NaV1.5, NaV1.6, NaV1.7, NaV1.8 et NaV1.9).174,175 Ces 

isoformes sont distinguées en deux catégories selon leur sensibilité à la TTX, un inhibiteur des canaux 

sodiques ; les isoformes sensibles à la TTX (NaV1.1, NaV1.2, NaV1.3, NaV1.4, NaV1.6 et NaV1.7) inhibées 

par des concentrations de TTX de l’ordre du nanomolaire et les isoformes résistants à la TTX (NaV1.5, 

NaV1.8 et NaV1.9) inhibées par des concentrations de l’ordre du micromolaire. 176,177 Ces isoformes sont 

pour la majorité exprimés dans le système nerveux à l’exception des canaux NaV1.4 qui sont exprimés 

dans le muscle squelettique et NaV1.5 et Nav1.1 qui sont exprimés dans le muscle cardiaque.177,178  

Les canaux NaV1.1 et NaV1.5 sont notamment exprimés dans le tissu sinusal. En effet, des mutations 

sur les canaux NaV1.5 ont été identifiées chez des patients atteints de dysfonction sinusale ou « sick-

sinus syndrome », maladie caractérisée par des épisodes de bradycardie sinusale, de bloc sinusal ou 

d’une incompétence chronotrope c’est-à-dire d’une incapacité du NSA à accélérer son automaticité 

pendant une activité physique.179,180 L’inhibition des canaux NaV1.1 induit une diminution de la 

conduction du NSA avec des épisodes de dysfonction sinusale dans un modèle de rongeur, similaire au 

« sick-sinus syndrome » chez l’humain. Cependant, l’expression de ces canaux diffèrent au sein du NSA, 

notamment avec l’expression des canaux NaV1.1 sur l’ensemble du NSA contrairement aux canaux 

NaV1.5 uniquement en périphérie  .10,176–178,181 Ainsi, il a été suggéré que ces canaux joueraient un rôle 

potentiel dans la conduction électrique. 

Canaux sodiques responsables du courant Ist 

Un autre type de courant sodique entrant soutenue ou « sustained » Ist a été observé dans des cellules 

sinusales de lapin, de cochon d’Inde, de souris et de rat. 62,142,144,182Ce courant s’active à -70 mV et est 

dit « soutenu » car ces canaux possèdent une cinétique d’inactivation très lente.182 Ce courant Ist 

permettant l’influx d’ions Na+ et résistant à la TTX est significativement réduit en présence 

d’antagoniste des canaux calciques et dans des modèles déficients en CaV1.3 suggérant sa potentielle 

contribution dans l’automaticité du NSA. En effet, ce courant serait activé lors de la DD du PA sinusal à 
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des potentiels plus négatifs que les LTCC. 183,184Cependant, les mécanismes sous-jacents de ce courant 

restent encore incertains et nécessitent une recherche plus approfondie.  

II.4.3 Les canaux mécano-sensibles au sein du NSA  
 

La fréquence de battement du NSA est également dépendante du degré d’étirement de ce tissu .185–187 

En effet, l’étude plus approfondie de ces mécanismes sous-jacents suggère l’implication de différents 

canaux mécano-sensibles, notamment les canaux TRP (« Transients Receptor Potential ») exprimés 

dans le NSA que nous décrirons succinctement dans cette partie. 

Les canaux TRP sont des canaux cationiques non sélectifs activés par le Ca2+ et sont impliqués dans 

l’homéostasie calcique. 188 Ces canaux sont également constitués de six domaines transmembranaires 

dont les segments transmembranaires S5 et S6 forment un pore perméable aux cations. Plusieurs types 

de canaux TRP ont été identifiés dans le NSA et notamment les canaux TRPC (« Canonical ») et TRPM 

(« Melastatin »). 189 

Les canaux TRPC subdivisés en 7 isoformes (TRPC1-7) sont activés, soit par déplétion des réservoirs de 

Ca2+ intracellulaire par la voie « Store Operated Ca2+  entry » (SOCE) pour les isoformes TRPC1,4 et 5, 

soit en réponse à une voie de transduction impliquant la phospholipase C (PLC) et la production de 

diacylglycérol (DAG) à la suite d’une stimulation de divers récepteurs (muscariniques, etc.) pour les 

isoformes TRPC3, 6 et 7.189 L’isoforme TRPC2 n’est pas exprimée chez l’humain mais chez la souris. 190 

En effet, l’ouverture des canaux TRP est dépendante de seconds messagers intracellulaires et de 

l’activation d’une enzyme : la PLC. La liaison d’un agoniste sur un récepteur aux protéines G (RCPG) 

active, via les protéines G, la PLC. Cette enzyme hydrolyse un phospholipide membranaire, le 

phosphatidyl-inositol diphosphate (PIP2) et produit du DAG et de l’inositol triphosphate (IP3). Le DAG 

active une protéine kinase C (PKC) qui module l’activité des TRPC, et l’IP3 se fixe sur les récepteurs IP3 

et conduit à la libération du Ca2+ du réticulum endoplasmique et à l’activation de la voie SOCE.191,192 

Dans le NSA, tous les isoformes des canaux TRPC ont été identifiés sauf l’isoforme TRPC5. 193L’étude de 

ces isoformes dans l’activité du NSA est peu documentée dans la littérature. Seul les canaux TRPC3 ont 

fait l’objet d’une étude démontrant qu’une déficience en TRPC3 réduit la survenue d’arythmies atriales 

induits par stimulation sur cœur perfusé isolé. 194  

Les canaux TRPM activés par la voie PLC/DAG existent également sous plusieurs isoformes dont TRPM4 

et TRPM7 qui ont été identifiés dans le NSA et suggérés comme médiateurs de l’automaticité du 

NSA.195–197 L’inhibition pharmacologique spécifique de TRPM4 (9-phenantrol) réduit l’automaticité des 

cellules atriales de modèles de rongeurs .198 Un modèle murin déficient en canaux TRPM7 a présenté 

des dysfonctions sinusales, un ralentissement de la pente de la DD ainsi qu’une réduction de 
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l’expression des canaux HCN4, suggérant que ces canaux réguleraient l’automaticité du NSA par 

régulation de l’expression des canaux HCN4.En effet, ces canaux sont perméables aux ions monovalents 

et divalents, notamment les ions Ca2+, les ions Na+ et K+. 199 

Tableau 1- Tableau récapitulatif des mécanismes de l’automaticité du NSA et des canaux pouvant réguler 
cette automaticité  
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II.5 Horloge couplée 
 

 

Figure 17- Représentation schématique du concept d'horloge couplée dans les cellules du NSA ; L’horloge 
membranaire est représentée par la zone périphérique bleu et l’horloge calcique par la zone centrale grise. Les 
acteurs communs de ces deux horloges sont représentés en rouge. (Lakatta et al., 2010)63 

Ce schéma (Figure 17) illustre la diversité des acteurs impliqués dans l’automatisme cardiaque et la 

régulation de l’automatisme du NSA par l’action simultanée de ces deux horloges ; membranaire et 

calcique. Ce concept d’horloges couplées résulte d’une modélisation numérique de l’activité 

pacemaker qui soutient que ces horloges sont interdépendantes. 63,200Ce couplage d’horloge suggère 

alors l’activation séquentielle des canaux ioniques lors de la DD et la libération spontanée de Ca2+ via le 

RyR2. De plus, l’inhibition de la protéine Kinase A et de la Calmoduline/Ca2+ dépendante Kinase II (PKA 

et CAMKII respectivement) a notamment démontré une altération de l’automatisme du NSA suggérant 

le rôle indirect de la phosphorylation des canaux impliqués dans la DD du PA sinusal.201,202 En effet, ces 

deux kinases phosphorylent à la fois les canaux impliqués dans l’horloge membranaire (LTCC, TTCC) et 

ceux impliqués dans l’horloge calcique (RyR2 et SERCA2A via phospholamban). L’activité des kinases 

(PKA et CaMKII) est notamment dépendante du Ca2+ intracellulaire. En effet, l’activation de la CAMKII 

est possible par le complexe Ca2+-calmoduline et l’activation de la PKA par des adénylates cyclases (AC) 

Ca2+ dépendantes (AC1 et AC8).203,204 L’activité de ces kinases est notamment régulée par les 

phosphodiesterases (PDE) qui dégradent l’AMPc et les protéines phosphatases qui déphosphorylent les 

canaux impliqués dans ces deux horloges.205,206  
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Ces horloges sont également régulées par le système nerveux autonome, notamment par le système 

sympathique et parasympathique, régulant de cette façon le rythme cardiaque.  

III. Régulation du rythme cardiaque 
 

III.1 Régulation par le système nerveux autonome 
 

La régulation du rythme cardiaque est majoritairement régie par le système nerveux autonome, 

notamment par la voie ortho-sympathique (ou tonus sympathique) responsable de l’accélération du 

rythme cardiaque et par la voie parasympathique (tonus vagal) responsable du ralentissement du 

rythme cardiaque.207 Cette régulation implique une relation étroite entre le système nerveux central et 

les ganglions intracardiaques qui forment le système nerveux intracardiaque (SNIC) ou « little 

brain ».208 Le SNIC est constitué de neurones efférents sympathiques et parasympathiques formant le 

plexus ganglionnaire qui se trouve principalement dans la région supraventriculaire . 209Ainsi, 

l’interaction entre le SNC et SNIC régule le système de conduction cardiaque notamment via 

l’innervation du NSA et du NAV. En effet, les neurones intracardiaques innervant le NSA expriment des 

enzymes tels que l’ACh transférase, la tyrosine hydroxylase et l’oxyde nitrique synthase responsable 

respectivement de la synthèse de l’ACh, de catécholamines et de l’oxyde nitrique. Les neurones 

exprimant ces enzymes sont nommés respectivement les neurones cholinergiques, adrénergiques et 

nitrergiques.210,211 Le NSA est principalement innervé par les neurones adrénergiques (tonus 

sympathique) et cholinergiques (tonus vagal). 212 Récemment, l’étude approfondie de la 

cytoarchitecture du NSA par microscopie confocale 3D a permis une meilleure caractérisation du plexus 

neuronal de ce tissu en démontrant notamment l’hétérogénéité du NSA et la présence d’une nouvelle 

population de cellules gliales périphériques qui interagirait avec les cellules sinusales du NSA (Figure 

18). Ces résultats suggèrent alors que la complexité de structure et l’innervation du NSA s’apparenterait 

à celle du cerveau humain.213 
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Figure 18- Reconstruction 3D d’un tissu sinusal immunomarqué ; Le tissu sinusal est situé entre la veine cave 
supérieure (SVC), la veine cave inférieur (IVC), le septum (SPT) et l’oreillette droite (RA) bordé par la crista 
terminalis (CT). La nouvelle population de cellules est marquée au S100B+ (cyan)/GFAP− (vert) au sein du réseau 
de cellules sinusales marquées au HCN4+ (rouge). La ligne en pointillés délimite la CT. (Bychkhov et al., 2022) 

Cependant, la distribution des neurones sympathiques et cholinergiques du NSA diffère selon les 

espèces et explique les différences de fréquence cardiaque entre celles-ci. Chez les mammifères, la 

fréquence cardiaque (FC) en battements par minute (bpm) est inversement proportionnelle à la taille. 

Les souris ont une prédominance du tonus sympathique (FC normal autour de 500-600 bpm) contre 

une prédominance parasympathique pour les humains (FC entre 60-100 bpm).9,54,214 En effet, la 

fréquence de battement du NSA isolé de souris est plus lente que la FC in vivo. Cette prédominance par 

ratio entre le tonus sympathique et parasympathique peut être cependant modulée selon l’adaptation 

cardiovasculaire de l’individu. En effet, les athlètes de haut niveau présentent une augmentation de 

leur tonus parasympathique et ainsi une bradycardie au repos potentiellement liée à une diminution 

de l’expression des canaux HCN4.215,216 

III.1.1 Régulation par le système sympathique 
 

Réponse combat ou fuite (ou Fight or flight) 
 

La régulation du rythme cardiaque est un phénomène physiologique essentiel à la survie et notamment 

face à un stress ou à un danger. Décrit pour la première fois par Walter Cannon, la réponse « combat 

ou fuite » (« Fight or flight response ») est dûe à l’activation du système sympathique par la libération 

de catécholamines (noradrénaline et adrénaline). Cette réponse qui pousse l’individu à soit combattre 

soit fuir le danger est initiée par l’activation des amygdales dans le cerveau, centre de traitement de la 
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peur, qui stimulent l’hypothalamus et la sécrétion de l’hormone adrénocorticotrope (ACTH) dans le 

sang. C’est au niveau des glandes surrénales que cette hormone stimule à son tour la sécrétion 

d’adrénaline, initiant ainsi la réponse adaptative au stress. 217Cette réponse conduit à des modifications 

des fonctions physiologiques tels que la dilatation des pupilles, la tension des muscles et notamment 

l’accélération de la FC (effet chronotrope positif).  En plus de cette réponse chronotrope positive, cette 

réponse sympathique ou adrénergique conduit à une augmentation de la force de contraction 

myocardique (inotrope positif), de l’excitabilité des cardiomyocytes (bathmotrope positif) et de la 

vitesse de conduction de l’activité électrique cardiaque (dromotrope positif). 

 

Figure 19- Représentation schématique de la régulation sympathique et parasympathique au sein des cellules 
sinusales. L'activation des récepteurs β-adrénergiques par les catécholamines active la voie AMPc-PKA (voie 
sympathique en pointillés rouge) ; activation des canaux HCN4 du courant If et phosphorylation PKA dépendante 
des acteurs de l’horloge membranaire (LTCC CaV1.2 et CaV1.3) et l’horloge calcique (RyR2, PLB). L’activation des 
récepteurs muscariniques par l’acétylcholine diminue les taux d’AMPc et active le courant IKACh repolarisant (voie 
parasympathique en pointillés verts).  (Schéma issue de la thèse de J.Louradour,2022,  « Rôle des canaux calciques 
de type L Cav 1.3 dans le contrôle de la fréquence cardiaque par les catécholamines » et adapté de Mangoni et 
Nargeot,2008) 

La réponse adrénergique ou β-adrénergique est la conséquence de l’activation des récepteurs β-

adrénergiques (β-AR) par les catécholamines. (Figure 19). Il existe plusieurs types de β-AR exprimés 

dans le cœur (β1-AR, β2-AR et β3-AR).218–220 L’absence de réponse chronotrope et inotrope positive 

induite par une stimulation sympathique dans un modèle murin déficient en β1-AR suggère alors la 

prédominance de cet isoforme dans la réponse sympathique.221 Les β1-AR sont constitués de 7 

domaines transmembranaires couplés à une protéine G stimulatrice (Gs) composée de 3 sous-unités 

(αs, β et γ). La fixation de catécholamines sur ces récepteurs active la protéine stimulatrice Gs et 

l’échange de guanosine diphosphate (GDP) en guanosine triphosphate (GTP), dissociant la sous-unité 
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αs du complexe qui active l’adénylate cyclase (AC). L’AC transforme alors l’ATP en AMPc, messager 

secondaire de la réponse β-adrénergique et effecteur de la réponse chronotrope positive via 

l’activation direct des canaux HCN4 sur leur site de liaison CNBD.77,222,223 En effet, de faibles doses 

d’isoprénaline induisent un décalage de la courbe d’activation de ces canaux vers des potentiels plus 

positifs et une accélération de la cinétique d’activation du courant If, responsable d’une élévation de la 

fréquence de dépolarisation spontanée des cellules sinusales et donc d’une accélération du rythme 

cardiaque  

 L’augmentation des taux d’AMPc intracellulaire lors de la stimulation β-adrénergique est dûe à l’activité 

des AC. Chez les mammifères, les AC existent sous 9 isoformes et sont notamment exprimés dans le 

cœur. Les isoformes AC5 et AC6 sont prédominants dans les ventricules et activés par stimulation β-

adrénergique tandis que les isoformes AC1 et AC8 sont exprimés dans le NSA et dépendants des 

concentrations en Ca 2+. 203,224–226Une dysfonction sinusale et une réduction de la FC intrinsèque ont été 

observées sur un modèle murin déficient en AC1 mais aucune altération du rythme cardiaque n’a été 

identifiée sur un modèle déficient en AC8 démontrant la contribution de l’AC1 dans l’automatisme 

cardiaque. Cependant, une surexpression en AC8 induit une altération du rythme cardiaque en 

condition basale.227 Lors de cette réponse β-adrénergique, les canaux de l’horloge membranaire 

(CaV1.2 et CaV1.3) et de l’horloge calcique (RyR2, PLB) sont sujet à une phosphorylation. Cette 

phosphorylation est détaillée dans la partie V. Cette phosphorylation est régulée par des phosphatases 

et les taux en AMPc qui module l’activité des canaux HCN4 sont régulés par les phosphodiestérases 

(PDE). 

Déphosphorylation et régulation par les phosphodiestérases (PDE) et les phosphatases 
  

La dégradation des nucléotides cycliques notamment l’AMPc est possible grâce à l’action de 

phosphodiestérases (PDE). La structure de ces enzymes est constituée d’un domaine régulateur et d’un 

domaine catalytique permettant l’hydrolyse de la liaison phosphodiester formant l’AMPc.228,229 Les PDE 

existent sous plusieurs isoformes toutes exprimées dans le cœur et sont subdivisés en 11 familles (PDE1 

à PDE11) selon leurs propriétés physico-chimiques et leur affinité pour les nucléotides cycliques.230 

Parmi ces isoformes, seulement 5 ont été reportés dans le NSA (PDE1à PDE5). 

 L’inhibition sélective des PDE3 et PDE4 par de la cilostamide et du rolipram respectivement, a 

démontré une élévation de l’activité automatique des cellules sinusales de lapin avec notamment une 

augmentation de l’amplitude du courant ICa,L de 60%.205 L’activité des PDE3 sur l’automatisme est 

notamment majoritaire dans le NSA car l’inhibition sélective de PDE3 par la milrinone accélère l’activité 

automatique des cellules de 47%.231 De plus, l’inhibition simultanée des PDE3 et PDE4 induit une 

augmentation de l’activité du NSA associée à une élévation importante de l’activité des RyR2 et des 
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canaux LTCC.205,232 De plus, la PDE4 régule les niveaux d’AMPc en condition basal et β-adrénergique et 

participe à la réponse inotrope positive cardiaque.233 En effet, l’inhibition des PDE4 induit une 

augmentation des transitoires calciques lors d’une stimulation β-adrénergique et une élévation des 

taux de phosphorylation des protéines clés du CEC notamment RyR2 et CaV1.2.234 Une déficience en 

PDE4D dans des modèles génétiquement modifiés augmente la probabilité d’ouverture des RyR2 

favorisant ainsi la libération accrue de Ca2+ lors de la réponse β-adrénergique et la survenue 

d’arythmies.235 L’inhibition des PDE1 par la nimodipine, un antagoniste calcique, a démontré une 

réduction de 40% de l’hydrolyse de l’AMPc suggérant également le rôle important des PDE1.236 

 Les phosphatases jouent également un rôle dans la régulation de cette réponse sympathique. En effet, 

ce sont des enzymes constituées de sous-unités catalytiques et régulatrices et sont capables de 

déphosphoryler les résidus sérines/thréonines des protéines impliquées dans la réponse β-

adrénergique. Ils existent sous plusieurs isoformes, notamment les PP1, les PP2A et les PP2B 

(calcineurine) et sont toutes exprimées dans le cœur.237 L’inhibition de l’activité des PP2A induit une 

augmentation de l’activité des canaux LTCC en condition basale et adrénergique suggérant le rôle 

important des PP2A dans la régulation du courant ICa, L.238 La déphosphorylation du RyR2 est régulée 

par les PP1 et PP2A.239,240 La régulation de la recapture de Ca2+ vers le RS par SERCA2A est possible via 

la déphosphorylation des résidus sérine 16 (PKA) et thréonine 17 (CAMKII) du phospholamban.241 

Différences de la réponse sympathique liées au sexe 
 

Les femmes ont moins de risque de développer des maladies cardiovasculaires que les hommes.242,243 

Cette différence a alors incité les chercheurs à mieux comprendre les différences physiologiques entre 

mâles et femelles et ainsi étudier les mécanismes sous-jacents. Cette cardioprotection a notamment 

été démontré sur des modèles expérimentaux et a mis en évidence que la réponse β-adrénergique 

pouvait différer selon le sexe. En effet, les modèles femelles présentent une réponse β-adrénergique 

moindre que les mâles, associé à une susceptibilité moindre de développer des arythmies.244 Les taux 

en AMPc chez les femelles sont moins importants que les mâles et cette différence pouvait être liée en 

partie à l’expression plus importante des PDE chez les femelles. Cette étude suggère alors qu’une 

activité plus importante des PDE serait responsable de la différence de réponse β-adrénergique.245 De 

plus, des rats femelles ayant subi une ovariectomie ont montré des taux en PKA plus important que les 

rats femelles contrôles suggérant que les œstrogènes modulent la production de l’AMPc.246,247 Les taux 

en AMPc chez les femelles sont notamment hétérogènes au sein du tissu cardiaque et dépendrait des 

régions cardiaques.248 Les taux élevés d’AMPc chez les mâles seraient dûe à un taux important de 

testostérone qui inhibe l’activité des PDE.249 Cependant, l’implication des hormones sexuelles sur les 

différences mâles-femelles dans la fonction cardiaque est encore peu documentée. Néanmoins, une 
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différence liée au sexe a été observée sur la dynamique calcique des cardiomyocytes ventriculaires. En 

effet, l’amplitude des transitoires calciques des femelles est plus petite que celles des mâles induisant 

une contraction des sarcomères moindre mais sans altération du courant ICa, L
250

. Les cardiomyocytes de 

souris femelles présentent une organisation différente des clusters de RyR2 sans altération de 

l’organisation des tubules T. Ces clusters seraient moins nombreux mais plus larges que ceux des mâles 

et expliqueraient une fréquence de Ca2+ sparks plus importante chez les femelles. 251Ces études 

suggèrent alors que le rythme cardiaque pourrait différer selon le sexe mais les différences males-

femelles dans le NSA sont encore très peu documentées. 

III.1.2 Régulation par le système parasympathique 
 

La régulation du rythme cardiaque implique également un système parasympathique qui permet de 

maintenir une FC physiologique dit sinusal (70-80 bpm chez l’humain) et contrebalancer les effets des 

catécholamines. Cette régulation fait suite à l’activation des récepteurs muscariniques par fixation de 

l’acétylcholine (Figure 19). En effet, l’acétylcholine, agoniste cholinergique, induit un effet chronotrope 

négatif in vivo et ainsi un ralentissement de l’activité automatique des cellules isolées du NSA.145,252 

 Les récepteurs muscariniques existent sous 5 formes mais seul le récepteur muscarinique de type 2 

(M2) est exprimé dans les cellules sinusales. Les récepteurs M2 sont constitués de 7 domaines 

transmembranaires et sont couplés à une protéine G inhibitrice Gi qui, une fois activée, inhibe l’AC 

induisant une diminution des taux en AMPc intracellulaire.253 Cette libération d’acétylcholine active 

alors les canaux du courant IKACh responsable d’une repolarisation membranaire. Des concentrations 

d’acétylcholine de l’ordre du nanomolaire peuvent inhiber le courant If.252,254,255  La diminution des taux 

d’AMPc par inhibition de l’AC potentialise l’inhibition du courant If et réduit les voies de phosphorylation 

des protéines impliquées dans l’automatisme cardiaque et ainsi la dynamique calcique. En effet, une 

concentration d’acétylcholine de l’ordre du micromolaire induit une réduction du courant ICa,L 

démontrant que le courant ICa,L serait régulé par les taux en AMPc.256 De plus, l’acétylcholine conduit à 

une diminution de l’amplitude et de la fréquence des LCR ainsi qu’une diminution de la recapture du 

Ca2+ par SERCA2A mettant en évidence la régulation parasympathique des RyR2 et de SERCA2A dans 

l’automatisme cardiaque.257 

III.2 Régulation par le système hormonal 
 

Le rythme cardiaque est majoritairement régulé par le système nerveux autonome. Cependant, 

d’autres acteurs tels que les hormones ou les peptides natriurétiques peuvent influencer ce rythme en 

conditions physiopathologiques.  
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Les peptides natriurétiques participent notamment à l’automatisme. En effet, il existe 3 types de 

peptides chez l’humain ; les peptides natriurétiques atriaux (ANP), natriurétiques cérébraux (BNP) et 

les type C (CNP). Ces peptides se fixent à leurs récepteurs respectifs NPR-A, NPR-B et NPR-C et sont 

tous exprimés dans le NSA. Les récepteurs NPR-A et NPR-B sont associés à une guanylate cyclase (GC) 

qui entraine l’échange de GTP en GMPc et active la cascade de ce nucléotide cyclique. Le récepteur 

NPR-C n’est pas lié au GC et son activation induit l’inhibition de l’AC et une diminution des taux en 

AMPc.258 En mesurant les effets des BNP et CNP sur le NSA de souris, l’administration de ces peptides 

augmente la FC in vivo et l’activité automatique des cellules sinusales isolées. Cette accélération de 

l’activité cardiaque est due notamment à une augmentation du courant ICa,L et du courant If. 259Un 

modèle murin déficient en NPR-B hétérozygote a également présenté une bradycardie sinusale et des 

pauses sinusales in vivo ainsi qu’une réduction de l’activité du NSA in vitro démontrant le rôle 

prédominant des NPR-B dans la fonction du NSA.260 De plus, l’expression de ces peptides est augmentée 

dans l’insuffisance cardiaque. Ainsi, ces peptides sont des marqueurs très utilisés dans le diagnostic de 

l’insuffisance cardiaque.261 Cependant, le rôle des peptides natriurétiques sur la fonction pacemaker 

dans l’insuffisance cardiaque n’est pas connu à ce jour. 

L’hormone thyroïdienne T3 exerce également une influence sur l’activité automatique du NSA. En effet, 

cette hormone induit une augmentation de la densité du courant If dans les cellules sinusales isolées 

de lapin et expliquerait ainsi l’augmentation de la FC chez les patients atteints d’une hyperthyroïdie.262  

En étudiant les différences mâles-femelles sur la fonction cardiaque, les rats femelles ayant subi une 

ovariectomie ont montré des taux en PKA plus important que les rats femelles contrôles suggérant que 

les œstrogènes modulent l’expression de l’AMPc.246,247 En effet, chez la femme enceinte, l’augmentation 

des sécrétions d’hormones sexuelles telles que les œstrogènes et la progestérone induit une 

augmentation de la FC.263 Cette augmentation de la FC est en partie due à l’augmentation du courant 

ICa,L observé chez des souris gestantes avec notamment une augmentation de l’expression des canaux 

CaV1.3 et des  RyR2 uniquement.264 

En résumé, depuis la découverte du courant pacemaker dans les années 70 par Di Francesco, de 

nombreuses études ont mis en évidence la contribution de nombreux canaux ioniques dans 

l’automatisme cardiaque et notamment la complexité de leurs interactions. Cependant, leur 

contribution lors de la réponse β-adrénergique soulève encore de nombreuses questions. Il est 

notamment établi que le RyR2 est phosphorylé lors de cette réponse mais les effets de cette 

phosphorylation ainsi que le rôle des sites de phosphorylation impliqués restent encore mal compris.   

  



 

58 
 

IV. Récepteur à la ryanodine (RyR2) 
 

IV.1 Fonction du RyR  
 

D’abord très étudié sur les muscles squelettiques avant son étude dans le muscle cardiaque, les RyR, 

permettant la libération de Ca2+ du RS vers le cytosol, doivent leur nom à un alcaloïde végétal, la 

ryanodine, qui se lie spécifiquement à ces récepteurs. La ryanodine, initialement isolée à partir de la 

plante Ryania speciosa, est couramment utilisée afin d’identifier et d’étudier les RyR en raison de sa 

capacité à moduler leur activité de façon dose-dépendante. A des faibles concentrations 

(nanomolaire), la ryanodine se lie aux RyR et stabilise le canal dans un état partiellement ouvert dit 

état de sous-conductance, tandis qu’à des concentrations plus élevées (micromolaire), la ryanodine 

inhibe les RyR et les maintient dans un état fermé.265–267 Cette modulation dose-dépendante de la 

ryanodine sur les RyR suggère alors la présence d’un site de haute affinité et un site de basse affinité 

de la ryanodine sur le RyR.268 L’utilisation de ryanodine tritiée par technique de « Radioactive binding 

assay » comme outil pour mesurer l’activité du RyR en présence de Ca2+ a permis de déterminer que le 

site de haute affinité (KD 1-10 nM) de la ryanodine corresponds à l’état ouvert du canal et que le site 

de faible affinité (KD 1-10 µM) correspond à l’état fermé.269 La technique d’enregistrement monocanal 

par incorporation des canaux sur bicouche lipidique (Single channels recordings) a permis de 

démontrer que ces sites de liaison sont uniquement accessibles par sa face cytosolique et lorsque le 

canal est ouvert.270 

D’autres outils pharmacologiques tels que la tétracaïne et les calcines ont permis de mieux caractériser 

la fonction de ce canal. La tétracaïne, un anesthésique local, inhibe l‘activité du RyR en diminuant sa 

probabilité d’ouverture et en prolongeant l’état fermé du canal.271,272 En effet, l’inhibition du RyR2 par 

la tétracaïne sur des cardiomyocytes ventriculaires inhibe la contraction des cellules et diminue 

significativement la libération de Ca2+ diastolique via le RyR2 (Ca2+ sparks et Ca2+ waves).273,274 Les 

propriétés inhibitrices de la tétracaïne ont notamment permis de développer des protocoles 

permettant de mesurer la fuite diastolique de Ca2+ via le RyR afin d’évaluer la charge calcique du RS en 

condition physiopathologique.275,276 

Les calcines, toxines extraites de venins de scorpion, sont des peptides modulateurs des RyR. Parmi ces 

calcines, les deux plus étudiés jusqu’à présent sont l’imperacalcine et la maurocalcine.277,278 Les calcines 

modulent le RyR de manière réversible avec une très grande affinité (valeur de Kd entre 0,3 nM et 376 

nM) et spécificité. Elles augmentent la probabilité d’ouverture du RyR et induisent un état de sous-

conductance du canal.278,279 Du fait de leur nature peptidique et de leur propriétés sur le RyR, les 
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calcines ont notamment été suggérés comme des outils potentiels permettant de cibler 

l’acheminement de drogues jusqu’au RyR dans le traitement des pathologies liées aux RyR1 et RyR2.280 

La modulation du RyR par la caféine peut également être utilisée comme un indicateur indirect de son 

activité. En effet, la caféine augmente la sensibilité du canal au Ca2+ en augmentant la probabilité 

d’ouverture du RyR et maintient de façon réversible le canal dans un état ouvert à des concentrations 

diastoliques de Ca2+. De ce fait, la caféine est utilisée comme un outil afin de vider le RS de son Ca2+ 

pour en estimer le contenu dans les cardiomyocytes.281,282 En effet, la libération de Ca2+ lors d’un 

transitoire calcique dépend notamment de la charge calcique du RS. Les libérations fractionnées de 

Ca2+ par le RyR (ou Fractional Ca2+  Release) peuvent être quantifiées par le rapport entre l’amplitude 

des transitoires calciques du RyR sur l’amplitude de la charge calcique du RS.283,284 

IV.2 Isoformes du RyR  
 

Les RyR sont des canaux homotétramériques dont chaque tétramère est constitué approximativement 

de 5000 acides aminés (poids moléculaire de 560 kiloDalton) ce qui fait de ces récepteurs les plus gros 

canaux ioniques identifiés de nos jours (Total, approx. 2.2 MegaDalton).285–287 Chez les mammifères, les 

trois isoformes du RyR identifiés (RyR1, RyR2, RyR3) sont exprimés différemment selon les tissues. Les 

gènes codant pour ces isoformes sont respectivement situés sur les chromosomes 19q13.2 (104 exons), 

1q43 (102 exons) et 15q13.3-14 (103 exons) chez l’humain et les chromosomes 7A3, 13A2 et 2E4 chez 

la souris.288  

L’isoforme RyR1, première isoforme à avoir été clonée, est majoritairement exprimée dans le muscle 

squelettique mais également dans le muscle cardiaque, les muscles lisses et les neurones de Purkinje 

entre autres.289,290 L’isoforme RyR2 est la forme prédominante dans le muscle cardiaque mais il est 

également exprimé dans les neurones de Purkinje et le cortex cérébral (cerebellum) entre autres.291,292 

L’isoforme RyR3 est notamment exprimé à de faibles taux dans le cerveau, les neurones de Purkinje et 

les muscles lisses.290,292 Ces isoformes partagent 65% de séquences identiques et sont constitués de 

trois domaines divergents ; D1 entre les résidus 4254-4631 pour le RyR1 et les résidus 4210-4562 pour 

le RyR2, D2 entre les résidus 1342-1403 pour le RyR1 et les résidus 1353-1397 pour RyR2, et D3 entre 

les résidus 1872-1923 pour le RyR1 et les résidus 1852-1890 pour le RyR2.293 Le domaine D1 constitue 

la région la plus large et la plus variable et le domaine D2 est absent de l’isoforme RyR3. De plus, ces 

domaines contribuent à l’interaction entre le RyR, le Ca2+ cytosolique et les protéines régulatrices de 

RyR. En effet, le domaine D2 de l’isoforme RyR1 participe à l’interaction entre le RyR et les canaux 

CaV1.1 notamment lors du CEC et des mutations de ce domaine altèrent la sensibilité du RyR1 au Ca2+ 
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et à la caféine. 294,295Le domaine D3 de ce récepteur contient notamment des sites d’inactivation du 

RyR Ca2+ -dépendants.296  

L’expression du RyR ne se limite pas qu’aux mammifères puisqu’il a été également identifié chez les 

oiseaux, les amphibiens et les reptiles. Ces vertébrés expriment 3 isoformes de RyR (RyRα, RyRβ et une 

forme cardiaque) qui s’apparenterait respectivement à RyR1, RyR3 et RyR2 chez les mammifères.297,298  

IV.3 Structure, perméabilité aux ions et organisation du RyR2 
 

Grâce à la cryomicroscopie électronique (cryo-EM), une meilleure visualisation et compréhension de 

la structure du RyR a pu être établi. Le RyR est décrit alors comme une structure en forme de 

champignon avec une large proéminence localisée dans la partie cytosolique et le « pied » dans la 

membrane du RS (partie luminale).299 Les trois isoformes du RyR présentent la même structure 

générale.300 Chaque tétramère est donc constitué d’une partie cytosolique (270x270x100 Angstrom 

(Å)) et d’une partie transmembranaire (120x120x60 Å) (Figure 20). Afin de faciliter sa description, les 

termes de « pinces » (clamp), de « poignées » (handle) et de pore central (central rim) sont utilisés. Les 

pinces sont reliées aux poignées qui entourent le pore central. 287 

 

Figure 20-Structure du récepteur à la ryanodine (RyR) ; (A) Reconstruction par cryo-EM du RyR, vue cytosolique, 
(B) vue de profil (Van Petegem,2012), (C) Structure générale du RYR avec sa partie N-terminal (NTD A et B) en 
bleu foncé, les domaine SPRY1 SPRY2 et SPRY3 en bleu clair ,les pinces (R1, R2,R3,R4) en rose foncé, la castalbine 



 

61 
 

(Cs2) ou FKBP12.6 en jaune, le core solénoïde C-sol en rouge relié à la partie cytosolique par le pont solénoïde B-
sol en vert, et à la partie transmembranaire par le domaine C-terminal (CTD) en orange. Domaines de liaison au 
Ca2+ en violet (EF). (Zalk et al.,2015) 

Ce récepteur est constitué d’un domaine N-terminal (NTD) distinct en 3 domaines ; A (résidus 10-223), 

B (résidus 224-408) et C (résidus 409-544). Ce domaine N-terminal interagit avec le domaine central du 

RyR par mécanisme de « zipping ». Cette interaction stabilise l’état inactif (fermé) du RyR. En effet, 

l’altération de cette interaction conduit à des fuites de Ca2+ du RyR délétères dans l’insuffisance 

cardiaque qui serait notamment facilitée par la dissociation de FKBP12.6, une protéine stabilisatrice du 

RyR2.301 Ce modèle hypothétique a notamment été proposé comme mécanisme sous-jacent potentiel 

de la tachycardie ventriculaire polymorphe catécholergique (CPVT), maladie génétique associée 

majoritairement à des mutations du RyR2 et caractérisée par des épisodes d’arythmies ventriculaires 

sévères pouvant causer une mort subite lors d’un stress émotionnel ou après un effort physique.302,303 

En effet, des mutations localisées dans le domaine N-terminal du RyR sont responsables de maladies 

génétiques potentiellement mortelles tels la CPVT (RyR2) et l’hyperthermie maligne associée à une 

mutation du RyR1 dans le muscle squelettique caractérisée par une réaction sévère à certains 

anesthésiques .290,304–306 

 Ce récepteur est également composé de domaines SPRY qui lient la FKBP12.6, du pont solénoïde (B-

sol) qui contient les sites de phosphorylation PKA et CAMKII dépendants, du domaine central solénoïde 

(C-sol) avec des domaines de liaison au Ca2+ (EF), d’un domaine transmembranaire qui forme le pore 

du RyR et facilite la diffusion des ions Ca2+ et d’un domaine C-terminal (CTD) (Figure 20). Chacune de 

ces sous-unités est composée de 6 segments transmembranaires (S1-S6) dont les segments S5 et S6 

forment le pore du canal. La région JM1 lié au segment S1 permet le maintien du récepteur dans une 

configuration plane à la surface cytosolique de la membrane sarcoplasmique. Ces RyR interagissent 

notamment via les domaines SPRY1 et sont organisés en groupe ou clusters.307 La proximité des RyR 

participent à leur organisation en unités de libération calcique ou Ca2+ Release Units (CRU).308 Ces 

clusters peuvent être visualisés par microscopie électronique à haute résolution et sont organisés selon 

plusieurs schémas ; côte-à-côte (side by side), échiquier (checkboard) et isolés (Figure 21).309,310  
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Figure 21-Arrangements des clusters de RyR2 en microscopie électronique haute résolution sur cardiomyocyte 
ventriculaire humain. (A) Vue orthogonale d’une dyade, (i)XY, (ii) YZ, (iii)XZ, épaisseur 1nm. Les doubles flèches 
indiquent les tubules T et les simples flèches le réticulum sarcoplasmique. Echelle 60 nm. (B) Position et 
orientation des tétramères du RyR2 (carré rouge), (C)(i) Visualisation des tétramères de RyR2 (carré rouge) et la 
distance entre deux RyR2 (ligne verte) exprimées en nm. (ii) Histogramme exprimant le nombre de tétramères 
identifiés et leurs arrangements N=5 patients, n=84 tétramères (organisés selon plusieurs schémas ; côte-à-côte 
(side by side), échiquier (checkboard) et isolés (isolated). (Adapté de Ashgari et al., 2014 et Ashgari et al.,2024) 

L’organisation et l’agencement de ces CRU est modulé selon l’état de la phosphorylation PKA et CaMKII-

dépendante.310–312 En effet, une dispersion de ces clusters a été observé lors d’une réponse β-

adrénergique prolongée.313 Cette dispersion serait d’autant plus importante dans des modèles 

pathologiques tels que l’insuffisance cardiaque et la fibrillation atriale par la fragmentation des clusters 

de RyR2 en plus petits groupes sans changement de leur nombre.314,315 L’altération de l’arrangement et 

l’organisation des clusters du RyR2 sont liées à une libération asynchrone de Ca2+ sparks pouvant 

favoriser la survenue d’arythmies.314,316 Ces libérations de Ca2+ sont possibles via le changement 
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conformationnel du domaine transmembranaire du RyR lors de l’ouverture et la fermeture du canal 

(Figure 22). Le segment S6 détermine l’état d’ouverture du canal par sa position.317 Les segments S2 et 

S3 à proximité des sites de liaisons du Ca2+ (EF) sont impliqués dans ces changements conformationnels. 

111 

 

Figure 22-Structure du RyR2 en état ouvert et fermé ; (A) Modélisation 2D par cryo-EM de l’état fermé et ouvert 
du RyR d’un pont de vue cytosolique et luminale. (B) Superposition des structures du RyR2 en position ouvert 
(bleu) et fermé (jaune). La flèche bleue indique le déplacement de la partie cytosolique de son état fermé à son 
état ouvert.SR, réticulum sarcoplasmique (Peng et al.,2016) 

 Il a notamment été démontré que les changements conformationnels du RyR ne pouvaient se limiter 

à sa simple ouverture et fermeture mais que ce canal pouvait également s’ouvrir de manière partielle 

par l’existence d’un état conformationnel intermédiaire (« primed ») en présence de Ca2+. Cet état 

intermédiaire évolue vers un état actif ou ouvert en présence d’ATP ou de caféine et vers un état fermé 

ou inactif en présence d’une forte concentration en ryanodine.318 En effet, la seule présence de Ca2+ 

induit un état de sous-conductance du canal tandis que l’ajout d’ATP et de caféine augmente la 

probabilité d’ouverture du canal ainsi que sa durée moyenne d’ouverture (Figure 23). 
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Figure 23- Figure illustrant les différents états de conductance de RyR1 par enregistrement monocanal par 
bicouche lipidique ; (A) Représentation des tracés d’enregistrement des RyR1 purifiés dans divers conditions 
cytosoliques (chambre cis) : sans Ca2+, avec 30 µM de Ca2+, avec 10 µM de ryanodine, avec 2mM ATP et 5 mM de 
caféine sans Ca2+ et avec 30 µM Ca2+, 2mM ATP et 5 mM caféine. L’état fermé du canal est identifié ici par la lettre 
C (closed). (B) Probabilité d’ouverture (Po) du canal en fonction des conditions cytosoliques. (C) Moyenne de la 
durée d’ouverture du canal (ms) en fonction des conditions cytosoliques. (Adapté de Des Georges et al.,2016) 

La modélisation par cryo-EM de la structure du RyR n’a pas montré de différences majeures 

structurelles entre les isoformes RyR1 et RyR2 mais a cependant permis de mieux comprendre les 

mécanismes de diffusion et de perméabilité des ions à travers ce canal.317 En effet, la séquence primaire 

codant pour le pore du canal est très similaire entre les isoformes du RyR (90% de similitudes).319 La 

boucle P entre les segments S5-S6 de la partie transmembranaire du canal est constitué d’une 

séquence d’acides aminés chargés négativement (GGGIGD) et impliqués dans la sélectivité et la 

perméabilité du canal aux cations monovalents et divalents. 111 

La sélectivité et la perméabilité des RyR aux ions a été définie par la technique d’enregistrement 

monocanal par incorporation des canaux sur bicouche lipidique et est similaire entre les 

isoformes.320,321 Ces récepteurs, une fois ouverts, sont notamment perméables à divers cations 

monovalents (K+, Na+, etc.) et divalents (Ca2+, Mg2+, etc.).320,321  Cependant, les RyR ne libèrent que les 
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ions Ca2+ du SR vers le cytosol du fait de leur gradient de concentration élevée entre les compartiments 

cytosoliques ([Ca2+] i : 100 nM) et luminales ([Ca2+] i : 1 mM). 322En effet, les concentrations des ions K+ 

(150 mM) et des ions Mg2+ (1 mM) entre les compartiments cytosoliques et luminales par exemple sont 

similaires et ainsi ne permettent pas la libération de ces ions via les RyR par gradient électrochimique.323 

IV.4 Pathologie associée aux mutations du RyR2, la CPVT  
 

La CPVT est une maladie génétique héréditaire responsable de mort subite fréquemment identifiée 

chez les patients jeunes lors d’un stress physique ou émotionnel intense.324 Les patients atteints de 

cette maladie ne présentent pas d’anomalies morphologiques cardiaques ou de signes avant-coureurs. 

Les épisodes de syncopes font suite à des tachycardies ventriculaires pouvant évoluer vers des 

fibrillations ventriculaires causant la mort subite.324 C’est en 1960 que le cardiologue norvégien Knut 

Berg publie un article sur 3 sœurs victimes de syncopes pendant un exercice physique ou un stress 

émotionnel reconnu comme la manifestation de symptômes que l’on peut attribuer de nos jours à la 

CPVT. Il faudra attendre 1995 pour que les tachycardies ventriculaires bidirectionnelles ne soient 

associées à cette maladie aboutissant au terme médical actuel de « Catecholaminergic Polymorphic 

Ventricular Tachycardia (CPVT) » en anglais et « Tachycardie ventriculaire polymorphe catécholergique 

(TVPC) » en français (Figure 24).325–327 

Les patients atteints de CPVT doivent respecter une hygiène de vie limitant les risques de développer 

des arythmies létales et se soumettre aux recommandations générales admises par la société 

européenne de cardiologie. Ces recommandations requièrent que les patients atteints de CPVT évitent 

toute compétition sportive, exercice physique extrême ou quelconque exposition à un environnement 

stressant pouvant conduire à une réponse ß-adrénergique intense. En plus de cette hygiène de vie, des 

traitements sont prescrits à ces patients afin de limiter l’apparition des arythmies, notamment des β-

bloquants en première intention, de la flécaïnide en deuxième intention voire un défibrillateur 

implantable.328 Ces traitements n’étant pas efficaces pour tous les patients, l’étude et la caractérisation 

de ces mutations a permis de mieux comprendre les mécanismes pathologiques de la CPVT afin 

d’adopter une meilleure démarche thérapeutique dans le futur.  
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Figure 24- Exemple de tracé ECG d'un patient atteint de CPVT (RyR2 R420Q) ; Des arythmies tels que des 
contractions prématurées, des tachycardies bidirectionnelles polymorphes, des bigéminés et ectopies atriales 
sont présents chez ce patient (Domingo et al., 2015)329 

La première mutation associée à la CPVT a été identifiée sur le chromosome 1q42-q43 et caractérisée 

comme un variant du RyR2. 330,331Ainsi, le diagnostic de cette mutation repose sur l’historique 

d’antécédents familiaux, un électrocardiogramme après effort physique et un test génétique.332 En 

effet, 60% des cas identifiés de CPVT sont liés à une mutation du RyR2 mais d’autres gènes ont été 

identifiés notamment la calsequestrine 2 et la CaM entre autres responsable respectivement des 

formes CPVT2 et CPVT4 (Figure 25).333,334 Ces protéines sont détaillées dans la section suivante. 

 

Figure 25-Recensement des différentes mutations liées à la CPVT ; (Landstrom, et al.,2017)335 

La CPVT compte désormais plus de 200 mutations associées au RyR2, responsable d’une forme 

autosomique dominante de la CPVT (CPVT1), dont une grande partie se trouve sur le domaine N-

terminal.336 En effet, ces mutations sont localisées sur les 3 domaines du RyR2 ; N-terminal (résidus 77-

466), le domaine central (résidus 2246-2534) et C-terminal (résidus 3778-4959) (Figure 26).  
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Figure 26- Régions des mutations du RyR2 catégorisées en 3 domaines (I : N-terminal, II : central et III : C-
terminal), AA : nombre d'acides aminés estimés pour chaque région (D’après Medeiros-Domingo et al.,2009)337 

Les mutations du RyR2 dans la CPVT1 peuvent induire un gain ou une perte de fonction du canal.  

L’étude et la caractérisation de ces mutations sont possibles à l’aide de modèles in vitro (cellules HEK) 

et de modèles murins génétiquement modifiés portant la mutation précédemment identifiée chez des 

patients atteints de CPVT. Certaines de ces mutations entrainent, entre autres, une modification de 

l’état d’ouverture du canal favorisant des libérations spontanées diastoliques de Ca2+ et la survenue 

d’arythmies lors d’une réponse sympathique.338 

 Par exemple, la mutation RyR2 R4496C, une mutation gain de fonction située sur le domaine C-terminal, 

conduit à des vagues calciques via l’ouverture spontanée du RyR2 lors de la diastole dans les 

cardiomyocytes ventriculaires isolés et induit des tachycardies ventriculaires bidirectionnelles après 

stress pharmacologique (Epinéphrine et caféine) chez la souris exprimant cette mutation.339,340 Ces 

libérations de Ca2+ diastolique sont notamment dû à une augmentation de la sensibilité du RyR2 au 

Ca2+  cytosolique. 339 Ces vagues calciques lors de la phase diastolique sont extrudés hors de la cellule 

par NCX qui induit un courant dépolarisant et peut conduire à des post-dépolarisations membranaires 

retardées (DAD) qui favorisent la survenue d’arythmies ventriculaires. 340 

Une autre mutation également située sur le domaine C-terminal (RyR2A4860G) conduit à une perte de 

fonction du canal. Cette mutation conduit à une diminution de l’amplitude des transitoires calciques 

dans des cardiomyocytes murins isolés, augmentant graduellement la concentration en Ca2+ du RS. 

Cette surcharge du RS en Ca2+ cause des libérations prolongées, brutales et aléatoires de Ca2+ via le 

RyR2 qui activent l’échangeur NCX et déclenchent des post-dépolarisations précoces (EAD).341 Il a 

notamment été proposé que la libération de Ca2+ induite par surcharge calcique du RS (ou Store-

overload-induced Ca2+ release, SOICR) comme un des mécanismes sous-jacents potentiels de la 

CPVT.342,343 

Par ailleurs, le domaine central du RyR2 interagit avec le domaine N-terminal par mécanisme de 

« zipping ». Cette interaction stabilise l’état inactif (fermé) du RyR2. L’étude d’une mutation du RyR2 
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identifiée sur le domaine central (RyR2R2474S) a notamment démontré une altération de cette 

interaction favorisant l’ouverture spontanée du canal.303 En effet, les cardiomyocytes ventriculaires 

isolés d’un modèle murin exprimant cette mutation présentent une augmentation de la libération de 

Ca2+ sparks via le RyR2 avant et après stimulation β-adrénergique.344 

Le domaine N-terminal du RyR2 est constitué de trois domaines (A, B, et C) qui interagissent entre 

eux.305 Cette interaction serait possible par la présence d’ions chlorure. Cependant, ce domaine 

anionique a été observé chez la souris mais pas chez l’humain.345 Ces ions chlorure chargées 

négativement interagissent avec des acides aminés des domaines B et C chargées positivement et 

notamment, des arginines (R) R420, R298 et R276 (Figure 27).345 

 

Figure 27- Modélisation 3D du domaine N-terminal du RyR2 ; (A) Vue de dessus du RyR2 et modélisation du 
domaine N-terminal composé des domaines A (bleu), B (vert) et C (rouge) interagissant par des ions chlorure 
(rose). (Xiao et al.,2015) (B) Modélisation 3D du domaine N-terminal du RyR2 illustrant l’interaction des acides 
aminées avec les ions chlorure et la liaison hydrogène entre l’arginine 420 et la tyrosine 125 (lignes pointillés 
noires) (Kimlicka et al.,2013) 

L’arginine (R) 420 serait notamment essentiel à l’interaction entre ces trois domaines. En effet, deux 

mutations ont été reportées sur cet acide aminé, R420W (substitution d’une arginine par un 

tryptophane) et R420Q (substitution d’une arginine par une glutamine). L’étude de la mutation R420W 

a notamment démontré des changements conformationnels du pore du canal ainsi qu’une élévation 

de la libération de Ca2+ fractionnée par RyR2.305,346 D’autres études suggèrent alors que la mutation 

R420W augmente la probabilité d’ouverture du RyR2, favorise la survenue d’arythmies in vivo dans un 

modèle murin et serait potentiellement responsable de CPVT.347,348 Cependant, aucune preuve 

substantielle n’a démontré un lien évident entre cette mutation et la CPVT puisque le patient 

présentant cette mutation a été diagnostiqué post-mortem à la suite d’une mort subite et sans 

antécédents familiaux. 349 

Une autre mutation, R420Q, a été identifiée chez une famille atteinte de CPVT avec antécédents de 

mort subite.329 En effet, la mutation R420Q, entraine une modification de l’état d’ouverture du canal 

favorisant des libérations spontanées diastoliques de Ca2+ dans les cardiomyocytes ventriculaires et la 
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génération de post-dépolarisations retardées responsables d’arythmies.338 En effet, une augmentation 

des libérations spontanées diastoliques de Ca2+ a été observée sur des cellules HEK (cellules 

embryonnaires hépatiques humaines) et sur des cardiomyocytes ventriculaires de souris portant la 

mutation R420Q.329,350 Ces libérations diastoliques favorisent la survenue d’évènements pro-

arythmiques et sont notamment liées à une altération de l’interaction entre une protéine associée au 

RS jonctionnel, la junctophilin2 et des RyR2. Ainsi, cette altération entraine des remaniements 

structurels des dyades et de la distribution des RyR2 sur le RS jonctionnel.350 En effet, chaque sous-

unité du RyR2 est associée à des protéines régulatrices qui jouent un rôle déterminant sur l’activité du 

récepteur. Ces protéines, en plus d’autres effecteurs (Ca2+, ATP, etc.), régulent l’activité du récepteur. 

IV.5 Régulation du RyR2 
 

L’activité du RyR2 est notamment régulée par des effecteurs endogènes (Ca2+, Mg2+, ATP), par des 

protéines cytosoliques (FKBP12.6, CaM, sorcine, Junctophilin2) et luminales (Calséquestrine, Junctin et 

Triadine) associées au RyR2 et par des modifications post-traductionnelles (phosphorylation, oxydation 

et nitrosylation). Concernant les modifications post-traductionnelles, seule la phosphorylation sera 

détaillée dans cette thèse. 

 

Figure 28-Représentation schématique simplifié des effecteurs et protéines régulatrices du RyR2 ; Créée avec 
Biorender.com et adapté de Bers, 2004 et Steinberg et al.,2023. 
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Chacune des sous-unités du RyR2 est associée à des protéines qui interagissent directement ou 

indirectement avec la partie cytosolique. La diversité et la nature de ces protéines démontrent la 

complexité des interactions protéines-protéines impliquées dans la régulation du RyR2. Parmi eux, on 

note des protéines cytosoliques favorisant la stabilisation du RyR2 dans un état fermé (FKBP12.6, CaM, 

Sorcine), dans l’organisation des RyR2 sur le RS jonctionnel (Junctophilin2), dans la 

phosphorylation/déphosphorylation du récepteur (PKA, CaMKII, SPEG et PP2A) mais également des 

protéines luminales formant un complexe macromoléculaire impliqué dans la régulation de l’activité 

du RyR2 (Figure 28). 

Une altération de l’interaction entre ces protéines et le RyR2 peut conduire à des libérations de Ca2+ 

importantes. L’interaction de la FKBP12.6 avec le RyR2 stabilise l’état fermé du canal et sa dissociation 

augmente la probabilité d’ouverture du RyR2.351,352 La FKBP12.6 est une protéine qui se fixe sur chaque 

monomère du RyR2 avec une forte affinité. En effet, une altération de l’affinité de la FKBP12.6 pour le 

RyR2 conduit à un changement conformationnel du RyR2 et favorise les fuites calciques. Ces libérations 

de Ca2+ conduisent à une dysfonction diastolique et systolique pouvant être à l’origine des mécanismes 

pathologiques de l’insuffisance cardiaque.353 La CaM, une protéine ubiquitaire à haute affinité pour le 

Ca2+  qui exerce une action inhibitrice sur le RyR2 . 354,355Dans un modèle CPVT murin, la perte d’affinité 

de la CaM pour le RyR2 favorise les fuites calciques diastoliques du RyR2 et ainsi favorise la survenue 

d’arythmies létales.356 La sorcine est également une protéine cytosolique liée au RyR2 et à haute affinité 

pour le Ca2+.357,358 Elle exerce également une action inhibitrice sur le RyR2 mais cet effet est réduit lors 

de la phosphorylation de la sorcine par la PKA . 359 

Lors de la réponse β-adrénergique, le RyR2 est phosphorylé par des kinases, la PKA et la CAMKII sur 

des sites de sérines (S2808, S2030 et S2814).360 La déphosphorylation du RyR2 se fait par des 

phosphatases de type 1 et 2 (PP1 et PP2A) qui sont maintenues à proximité du RyR2 via des protéines 

d’ancrages respectivement la spinophiline et la PR130 et des phosphodiesterases.240,361 La Triadine 1 et 

la junctine sont des protéines transmembranaires formant un complexe avec le RyR2 et la 

calséquestrine.362–364 Le complexe macromoléculaire triadine-junctine-calséquéstrine a été caractérisé 

comme modulateur de l’activité du RyR2 régulant la concentration calcique du compartiment luminal. 

365Dans cette partie, nous détaillerons les protéines et les effecteurs impliqués dans cette régulation. 
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IV.5.1 Régulation par des effecteurs endogènes (Ions Ca2+, Mg2+ et ATP) 
 

Le Ca2+ cytosolique et luminale 

Les trois isoformes des RyR sont activés par le Ca2+ et leur cinétique d’activation est dépendante des 

concentrations cytosolique en ions Ca2+. En effet, les RyR sont activés à des faibles concentrations 

calciques cytosoliques (1-10 µM) mais inhibés à des concentrations plus élevées (1-10 

mM).366,367Cependant, une concentration jusqu’à 10 mM est nécessaire pour partiellement inhiber les 

isoformes RyR2 et 3 contrairement à l’isoforme RyR1 qui est complétement inhibé à une concentration 

de 1 mM. 368,369 L’étude des cinétiques rapides d’activation et d’inactivation des RyR2 a permis de mieux 

caractériser ce récepteur et de suggérer notamment qu’il serait composé de 4 sites de liaison aux ions 

Ca2+ dont 3 cytosoliques et un luminal (Figure 29).370–372 

 

Figure 29-Modèle hypothétique des sites de régulation du RyR2 par les ions Ca2+ /Mg2+ ; Les 3 sites de régulation 
cytosolique (A, I1 et I2) et le site de régulation luminale (L-site) sont représentés à gauche et les concentrations 
en ions Ca2+ /Mg2+ d’affinité du récepteur à droite. La concentration d’ions Mg2+ d’affinité pour le site I2 n’est pas 
connue (?). Les flèches noires illustrent les sites de fixation des ions Ca2+ au RyR2 (Laver et al.,2009) 

Le modèle proposé (Figure 29) serait constitué du site d’activation A de forte affinité (1 µM) pour les 

ions Ca2+, du site d’activation I1 de faible affinité (10 mM) et d’un site d’inactivation I2 de forte affinité 

(1 µM).373 Il a été suggéré que les sites A et I1 seraient majoritairement responsable du changement 

conformationnel du RyR2 lors de son ouverture mais la localisation précise de ces sites reste encore 

inconnue.372 Cependant, la modélisation 3D du RyR a permis une meilleure compréhension des 

interactions fonctionnelles et structurelles du récepteur aux ions Ca2+ et a mis en évidence des sites de 

liaison aux Ca2+  (EF) localisés sur le domaine central (Figure 20). Ainsi, il a été finalement suggéré que 
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le récepteur RyR n’est en fait composé que deux sites de liaison au Ca2+ ; un de faible affinité (site L, 

40µM) et un de forte affinité (site A, 1 µM).374 Ces sites de liaison seraient adjacents aux segments S2 

et S3 et participeraient aux changements conformationnels du RyR, notamment lors du mécanisme de 

CICR.111,375 Lors de conditions pathologiques, les changements de concentrations en Ca2+ cytosolique 

peuvent néanmoins modifier l’activité du RyR. En effet, la caractérisation d’une mutation du RyR2 (RyR2 

R4496C) associée à la CPVT a permis de mettre en évidence qu’une libération accrue de Ca2+ diastolique 

dans ce modèle est notamment dû à une augmentation de la sensibilité du RyR2 au Ca2+ cytosolique, 

démontrant ainsi la régulation du RyR2 par le Ca2+ cytosolique. 339 

De plus, une étude portant sur le rôle des domaines EF sur le RyR2 a démontré que la délétion de ces 

sites n’altére pas l’activation du récepteur par le Ca2+ cytosolique mais luminale.376 En effet, le Ca2+  

luminal régule l’activité du RyR2 via des sites luminaux de régulation. 377,378 Dans un modèle de CPVT1, 

il a été suggéré que la libération importante de Ca2+ du RS dans ce modèle serait lié à une augmentation 

de la sensibilité du RyR2 au Ca2+ luminal dû à une pression exercée par la charge en Ca2+ du RS (SOICR). 

Cette mutation réduirait ainsi le seuil de libération de Ca2+ par surcharge du RS et favoriserait le 

développement d’arythmies. 343,379Cependant, cette hypothèse ne fait pas l’unanimité mais suggérerait 

que la modulation de l’activité du RyR2 par le Ca2+ luminal met en jeu des protéines régulatrices 

associées tels que la calséquestrine, la triadine, etc.  

Les ions magnésium (Mg2+) 

La concentration des ions Mg2+ dans les compartiments cytosoliques et luminales est de 1mM. Les ions 

Mg2+ régule l’activité du RyR2 en favorisant son état fermé. 380,381En effet, la liaison réversible et 

compétitive des ions Mg2+ sur les sites d’affinité (site A et L) (Figure 29) du Ca2+ sur le RyR2 inhibe 

l’ouverture de celui-ci.382 En effet, lors de la phase diastolique, l’occupation des sites d’activations 

cytosoliques (site A, affinité de 60 µM au Mg2+) du RyR2 par les ions Mg2+ empêche la fixation des ions 

Ca2+ cytosoliques et prévient l’ouverture du RyR2 par mécanisme de CICR lorsque les concentrations en 

Ca2+ sont élevées.383 Les ions Mg2+ se fixent également sur des sites luminales du RyR2 (site L, affinité 

de 40 µM au Mg2+) de forte affinité au Ca2+ (40 µM) par compétition au vu de leur affinité similaire et 

favorise l’état fermé du canal.383,384 Ainsi, la régulation du RyR2 par les ions Mg2+ se relève nécessaire à 

la fonction physiologique du RyR2 dans la fonction cardiaque. 

L’Adénosine triphosphate (ATP) 

L’adénosine triphosphate (ATP) est un nucléotide dont l’hydrolyse sous forme d’adénosine diphosphate 

(ADP) et de phosphate est nécessaire à la production d’énergie essentiel aux fonctions cellulaires entre 

autres. L’ATP est également un substrat de l’adénylate cyclase qui produit à son tour de l’AMPc, 

messager secondaire essentiel aux fonctions cellulaires et notamment lors de la réponse β-
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adrénergique. 385L’ATP régule notamment l’activité du RyR2 mais uniquement en présence de Ca2+.380 

En effet, la seule présence de Ca2+  induit un état de sous-conductance du canal tandis que l’ajout d’ATP 

et de caféine augmentent la probabilité d’ouverture du canal ainsi que sa durée moyenne d’ouverture 

(Figure 23).318 

IV.5.2 Régulation du RyR2 par les protéines cytosoliques associées 
 

IV.5.2.1 Les protéines FKBP « FK506 Binding Proteins » 

 

Les FKBP sont des protéines appartenant à la famille des immunophilines qui se lient à des 

immunosuppresseurs tels que le Tacrolimus (FK506) ou le Sirolimus (rapamycine), traitements utilisés 

dans le traitement post-opérationnel des transplantations d’organes ou des patients atteints de 

maladies auto-immunes.386,387 Deux de ces protéines sont notamment distinguées par leur poids 

moléculaire (FKBP12 et FKBP12.6) et leurs séquences partagent 85% d’homologie entre elles.352 La 

FKBP12.6, également appelée castalbine 2, est la forme avec la plus haute affinité pour le RyR2 bien 

que l’expression de FKBP12 soit plus importante.352,388,389 L’interaction de ces protéines avec le RyR2 

stabilise l’état fermé de celui-ci.390 En effet, la dissociation des FKBP12.6 du RyR2 par incubation de 

FK506 ou rapamycine ou l’ablation génétique de FKBP12.6 dans un modèle murin augmente la 

probabilité et la durée d’ouverture du récepteur.351,352,391 Un modèle murin exprimant une déficience 

en FKBP12.6 a notamment développé des épisodes de fibrillation atriale.392 De plus, la surexpression 

de FKBP12.6 dans un modèle de souris prévient le développement de tachycardie ventriculaire in vivo 

par réduction de fuite de Ca2+ diastolique du RS. 393 La surexpression de FKBP12.6 dans un modèle de 

rat diminue la libération spontanée de Ca2+ sparks et induit une augmentation de l’amplitude des 

transitoires calciques, démontrant ainsi une charge en Ca2+  du RS plus importante et une amélioration 

du CEC. 394 La modélisation 3D du RyR2 a permis de mieux localiser les sites de liaison des FKBP situés 

sur les domaines SPRY1.395 En effet, des mutations du domaine N-terminal (RyR2G230C) et du domaine 

central (RyR2R2474S et RyR2P2328S) du RyR2 associées à la CPVT ont démontré une réduction de l’affinité 

de la FKBP12.6 pour le RyR2.396–398 Par ailleurs, l’inhibition de FKBP12.6 sur des cardiomyocytes 

augmente la sensibilité des RyR2 au Ca2+ entrant par les LTCC lors du CEC, démontrant une fois de plus 

le rôle stabilisateur des FKBP12.6 du RyR2. 399 L’étude des effets inhibiteurs du dantrolène sur le RyR2 

a démontré que cet effet inhibiteur dépendait de FKBP12.6. Le dantrolène est un inhibiteur du RyR et 

est utilisé comme myorelaxant dans le traitement de la spasticité musculaire. En effet, l’incubation de 

dantrolène en association avec de la rapamycine, un dissociateur de la FKBP12.6, diminue l’inhibition 

du dantrolène, démontrant ainsi que l’inhibition du RyR2 par le dantrolène nécessite la présence de 

FKBP12.6. De plus, l’effet inhibiteur du dantrolène serait également dépendant de la CaM.400,401 
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IV.5.2.2 La calmoduline (CaM) 

 

La CaM est une protéine ubiquitaire qui se lie au Ca2+ formant le complexe Ca2+/CaM qui régule, entre 

autres, le RyR en se fixant sur des domaines de liaison « CaM Binding Domains » (CaMBD).402 Ces 

domaines de liaison sur le RyR2 sont au nombre de 4 (CaMBD1a, -1b, -2, -3). Cette protéine se lie aux 

trois isoformes du RyR selon une conformation à de faibles concentrations en Ca2+ (Apo-CaM) et lié au 

Ca2+ (Ca/CaM). Cependant, l’effet de ces formes de CaM est différent selon l’isoforme du RyR. La forme 

Ca/CaM inhibe tous les isoformes du RyR tandis que la forme ApoCaM n’a pas d’effet sur RyR2.354,403,404  

La forme Ca/CaM se lie au RyR2 sur le domaine de liaison CaMBD2 et stabilise l’état fermé du récepteur 

en augmentant les concentrations en Ca2+ cytosolique. 354 En effet, cette liaison sature le RyR2 en Ca2+ 

et modifie sa sensibilité au Ca2+ cytosolique.405,406 

Par ailleurs, il a été démontré que le mécanisme pathologique d’une mutation du RyR2 (RyR2 R2474S) 

associée à la CPVT est lié à la réduction de l’affinité du RyR2 pour la CaM entrainant des libérations 

spontanées de Ca2+ et favorisant l’apparition d’arythmies sévères.356,407 Des mutations sur la CaM sont 

également responsable de CPVT (CPVT4).408 En effet, les mutations N53I ou N97S sur la CaM sont 

responsables d’une augmentation des libérations de Ca2+ du RyR2, conséquence d’une augmentation 

de la sensibilité du RyR2 au Ca2+ luminale par SOICR.343,409 Par ailleurs, la CaM régule indirectement 

l’activité du RyR2. En effet, le complexe Ca2+/CaM active la CaMKII qui phosphoryle le RyR2 lors d’une 

réponse β-adrénergique.410 

IV.5.2.3 La sorcine 

 

La sorcine est une protéine ubiquitaire qui se lie au Ca2+ et stabilise l’état fermé du RyR2 en diminuant 

sa probabilité d’ouverture.357,358 Cette protéine soluble n’interagit avec le RyR2 que lorsque les 

concentrations cytosoliques en Ca2+ sont élevées (Concentration d’efficacité médiane Ec50 de 200 µM 

de Ca2+) suggérant le rôle stabilisateur du RyR2. En effet, la sorcine réduit la fréquence de Ca2+ sparks 

dans des cardiomyocytes quiescents perméabilisés et réduit l’amplitude des transitoires calciques lors 

du CEC, suggérant que la sorcine inhibe à la fois les libérations spontanées et induites lors du CICR des 

RyR2.359,411 

Cependant, cette diminution de l’activité du RyR2 n’induit pas une surcharge en Ca2+ du RS. La 

surexpression de sorcine par transfection d’adénovirus dans un modèle de lapin induit une réduction 

de l’amplitude des transitoires calciques et de la charge calcique du RS. 412L’explication la plus plausible 

serait que la sorcine interagisse étroitement avec NCX et SERCA2A et que cette interaction entrainerait 

une accélération de l’extrusion et de la recapture du Ca2+.413,414 Cependant, la surexpression de sorcine 

in vivo de modèles murins conduirait à des conclusions contradictoires. En effet, Meyers et al., aurait 
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observé des résultats cohérents avec le modèle in vitro  tandis que Frank et al., aurait démontré une 

augmentation de l’amplitude des transitoires calciques, de la charge calcique du RS et de la contractilité 

des cardiomyocytes.357,415,416   

Par ailleurs, l’altération de l’expression de la sorcine pourrait être lié à des altérations de la fonction 

cardiaque. L’étude d’une mutation de la sorcine (F112L) exprimée dans un modèle murin a démontré 

une réduction de taille des cardiomyocytes isolés, une fréquence de Ca2+ sparks plus importante et une 

augmentation de l’activité de NCX, suggérant le rôle régulateur de la sorcine dans le CEC.417 En effet, 

cette mutation a été décelée chez des patients présentant une hypertrophie cardiaque et une 

hypertension artérielle. Cependant, les modèles murins ne présentent aucune anomalie de la fonction 

cardiaque et artérielle, suggérant que d’autres facteurs en plus de la sorcine sont impliqués dans cette 

régulation.417 L’ablation de la sorcine sur des modèles murins induit des arythmies ventriculaires in vivo 

sévères allant jusqu’à la mort subite. Ces arythmies seraient la conséquence de l’élévation de 

libérations spontanées diastoliques de Ca2+, suggérant le rôle essentiel de la sorcine dans le maintien 

de l’homéostasie calcique. 418 

IV.5.2.4 La Junctophiline 2 (JPH2) 

 

La Junctophiline est une protéine du RS et existe sous trois isoformes majoritaire ; JPH1, JPH2 et JPH3 

respectivement identifiée dans le muscle squelettique, le muscle cardiaque, le cerveau.419 Cette 

protéine est impliquée dans l’organisation des dyades et le maintien d’une distance physiologique entre 

la membrane du RS et la membrane plasmique. En effet, une réduction de l’expression de JPH2 à l’aide 

d’un modèle murin a démontré un remodelage de l’organisation des tubules T dans des modèles 

d’insuffisance cardiaque et une altération de la dynamique calcique, suggérant le rôle potentiel de la 

JPH2 dans le processus du CEC. 420–423En effet, la JPH2 est colocalisée avec le RyR2 et interagit avec 

celui-ci via son domaine C-terminal. 424 La surexpression de JPH2 dans un modèle murin conduit à une 

augmentation de la taille des clusters de RyR2 mais à une diminution de la fréquence de Ca2+ sparks, 

suggérant le rôle inhibiteur de la JPH2 sur RyR2.425 Par ailleurs, l’étude d’une mutation du RyR2 associée 

à la CPVT (RyR2 R420Q) a démontré une réduction de l’interaction entre la JPH2 et le RyR2 et un 

remodelage des dyades. Cette altération structurelle a pour conséquence une augmentation des 

libérations de Ca2+ diastolique sous forme de Ca2+ sparks et waves, favorisant la survenue d’arythmies 

dans ce modèle.350 Etant donné le rôle de cette protéine dans le CEC, des chercheurs se sont également 

intéressés à son implication dans l’activité automatique du NSA. Un modèle inductible murin déficient 

en JPH2 a développé des tachycardies sinusales en condition basale et une réponse β-adrénergique 

altérée in vivo. Les cellules sinusales isolées de ces modèles présentent une altération de la dynamique 

calcique via une augmentation de l’amplitude des transitoires calciques et de la fréquence des Ca2+ 
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sparks. 426 Cependant, l’étude de la JPH2 dans le NSA est très peu documentée à ce jour. Ces résultats 

démontrent ainsi le rôle majeur de la JPH2 dans la régulation du RyR2 et dans le maintien d’une 

fonction cardiaque physiologique. 

IV.5.3 Régulation du RyR2 par les protéines luminales associées 

 

Le complexe triadine-junctine-calséquéstrine 

 

La calséquestrine (CSQ) est une protéine du RS qui se lie au Ca2+ avec une grande capacité. En effet, la 

CSQ est un chélateur de Ca2+ majeur dans la lumière du RS. Cette liaison au Ca2+ induit un changement 

conformationnel et une polymérisation de la CSQ lorsque les concentrations en Ca2+ sont élevées 

(1mM).427 Cette protéine existe sous deux isoformes (CSQ1 et CSQ2) exprimées majoritairement dans 

le muscle squelettique et le muscle cardiaque respectivement et qui partagent plus de 85% 

d’homologie entre elles.428 Des différences ont été observées entre ces isoformes, notamment sur leur 

capacité de liaison au Ca2+ et leur interaction avec le RyR2. En effet, la capacité de liaison au Ca2+ de la 

CSQ1 est nettement supérieure à celle de la CSQ2 mais conduit à une réduction de l’activité du RyR1 

contrairement à la CSQ2 qui augmente la probabilité d’ouverture du RyR2, en fonctionnant comme un 

senseur de Ca2+.428 Par ailleurs, des mutations de la CSQ2 ont été identifiés chez des patients atteints 

d’une forme autosomique récessive de CPVT, appelée CPVT2.429 Les mutations sur le gène codant pour 

la CSQ et associées à la CPVT sont des mutations entrainant une diminution significative voire une perte 

d’expression de la CSQ.334,430 En effet, l’absence d’expression de la CSQ2 dans un modèle murin induit 

une forme sévère d’arythmies ventriculaires polymorphes in vivo après effort lié à des fuites importante 

de Ca2+ du RS sur cardiomyocytes isolés. 431 Des dysfonctions sinusales ont été également décelés chez 

les patients atteint de CPVT2 et les modèles murins n’exprimant pas la CSQ2.432,433 En effet, les modèles 

murins présentent une altération de la réponse β-adrénergique et de la conduction de l’activité 

électrique du NSA.433 Cependant, une surexpression de CSQ2 n’est pas protectrice mais induit une 

élévation de l’amplitude des transitoires calciques et des Ca2+ sparks dans des cardiomyocytes 

ventriculaires de souris.434 De plus, les modèles murins surexprimant la CSQ2 ont notamment présenté 

une fonction cardiaque diminuée et une hypertrophie cardiaque.435–437 Par ailleurs, la probabilité 

d’ouverture du RyR2 est inhibée par la CSQ2 à des concentrations faibles en Ca2+ luminale mais cette 

inhibition est levée lorsque les concentrations en Ca2+ luminale augmentent.365 Ces études démontrent 

ainsi le rôle essentiel de la CSQ2 dans la fonction et le rythme cardiaque et sur la régulation de l’activité 

du RyR2 par le Ca2+ luminal.   

Bien que la CSQ2 interagisse directement avec le RyR2, cette régulation peut dépendre également de 

l’interaction entre la CSQ2 et deux protéines luminales, la triadine et la junctine, situées sur le RS 
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jonctionnel et exprimées dans le muscle squelettique et le muscle cardiaque.362,438,439 Ces protéines 

forment un complexe macromoléculaire avec la CSQ2 via leur domaine C-terminal et interagissent de 

manière Ca2+ dépendante avec le RyR2.440 L’ablation de la triadine dans un modèle murin conduit 

notamment à une altération de l’organisation et de la structure des CRU, une réduction d’expression 

des protéines du CEC (RyR2, CSQ2, JPH2) sans modification de l’expression des LTCC et de SERCA2A 

favorisant la survenue d’arythmies ventriculaires via la surcharge en Ca2+ du RS.441 En effet, une forme 

autosomique récessive de CPVT (CPVT5) a été identifiée chez des familles de patients exprimant des 

mutations sur la triadine et présentant des épisodes de syncopes ou de mort subite après stress sans 

mutations du RyR2 et de la CSQ2. 442 Par ailleurs, un nouveau syndrome lié à des mutations de la 

triadine (TKOS pour Triadine Knock Out Syndrome) a été diagnostiqué chez des patients atteints de 

syncope et d’arrêt cardiaque débutant à un très jeune âge (≤ 3ans).443 L’étude de ce syndrome sur des 

cellules humaines pluripotentes induites provenant de patients a démontré une réduction significative 

de l’expression de la CSQ2, une prolongation de la durée du PA et des épisodes de post-dépolarisations 

retardées (DAD) pouvant favoriser la survenue d’arythmies.444 La contribution de la junctine est 

cependant très peu documentée. 

 

V. La phosphorylation lors de la réponse β-adrénergique et 

régulation du RyR2 
 

V.1 Différentes voies de phosphorylation lors de la réponse β-adrénergique 
 

 La réponse β-adrénergique est induite par fixation de catécholamines sur les β-AR lors d’un stress 

émotionnel ou un effort physique entrainant, entre autres, l’accélération du rythme cardiaque (effet 

chronotrope positif) et l’augmentation de la force de contraction du cœur (effet inotrope positif). Cette 

réponse physiologique est induite par l’activation des récepteurs β-adrénergiques qui accélère in fine 

le courant If au niveau du NSA via l’activation des canaux HCN4 par l’AMPc responsable de l’effet 

chronotrope positif et accélère le CEC dans les ventricules, responsable de l’effet inotrope positif. 

Cette réponse induit l’augmentation de la concentration en Ca2+ intracellulaire des cardiomyocytes. En 

effet, l’épinéphrine induit une augmentation du courant calcique et de l’amplitude des transitoires 

calciques dans des cardiomyocytes ventriculaires de rat, suggérant que cette stimulation β-

adrénergique induit une augmentation de Ca2+ intracellulaire provenant entre autres du RS via le 

RyR2.445 De plus, la stimulation β-adrénergique des cellules sinusales induit une augmentation de 

l’amplitude et de la fréquence de LCR via le RyR2, et par conséquent, augmente le courant INCX qui 
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contribue à la DD du PA sinusal.446 De plus, l’inhibition du RyR2 par la ryanodine réduit la fréquence de 

génération des PA sinusaux en modifiant les caractéristiques de ces PA et la réponse chronotrope 

positive après incubation avec de l’isoprénaline, un agoniste β-adrénergique.447 Ainsi, ces résultats 

démontrent le rôle essentiel des libérations de Ca2+ du RyR2 lors de la réponse au stress. 

Lors de cette réponse β-adrénergique, l’AMPc active directement une kinase, la PKA et indirectement 

une autre kinase, la CaMKII (Figure 30). Ces kinases ont été identifiées comme modulatrices de l’activité 

du RyR2. 448 C’est en 1989 que Takasago et al., démontrent que la phosphorylation AMPc-dépendante 

du RyR2 par des kinases conduit à une augmentation de l’activité du RyR2 à la suite de l’augmentation 

de la fixation de ryanodine tritiée utilisée en technique de Radiobinding assay.449 En effet, la ryanodine 

se fixe sur le RyR2 lorsque celui-ci est ouvert. La kinase CaM-dépendante (CaMKII) augmente 

notamment l’activité du RyR2 via la phosphorylation du site sérine (S) présent sur le RyR2, S2809.450 Ce 

site est également phosphorylé par la PKA et cette phosphorylation PKA dépendante augmente la 

probabilité d’ouverture du RyR2.451 De plus, l’altération de la libération de LCR et de l’automaticité des 

cellules isolées de lapin en présence d’un inhibiteur de la PKA (PKI) démontrent que l’activité 

automatique des cellules sinusales est bien dépendante de la phosphorylation de PKA.202 La 

phosphorylation du RyR2 par la PKA et par la CaMKII sont détaillées dans la section suivante. 

 

Figure 30-Cascade de phosphorylation dans les cardiomyocytes ventriculaires lors de la réponse β-
adrénergique. β-AR, récepteur β-adrénergique; LTCC, canaux calciques de type L; Gsα, sous-unité α de la protéine 
Gs ; AC, adenylate cyclase; cAMP, adenosine monophosphate cyclique; PKA, protéine kinase A; Epac, Protéine 
d’échange activée par l’AMPc ; SR,réticulum sarcoplasmique ; PLN, phospholamban; SERCA, Ca2+-ATPase du 
réticulum sarcoplasmique; RyR, récepteur à la ryanodine ; CaMKII, Kinase Ca2+ et calmoduline-dependante II; 
cMyBP-C, protéine de liaison à la myosine ; Rap2B, protéine RAS-related GTP-binding protein; PLCε, 
phospholipase Cε; PKCε, protéine kinase Cε. (Grimm et al., 2010)452 
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Voie de phosphorylation PKA-dépendante 
Cette augmentation de Ca2+ intracellulaire lors de la réponse β-adrénergique est également 

dépendante de la phosphorylation PKA dépendante des canaux calciques voltage-dépendants qui 

induit une augmentation du courant ICa,L. 453 En effet, l’inhibition de la voie AMPc-PKA via un antagoniste 

spécifique compétitif Rp-AMPc sur des cellules sinusales de lapin démontre notamment une réduction 

significative du courant ICaL. 454 La phosphorylation des canaux LTCC par la PKA a lieu sur les sous unités 

α1 (Serine1928) et β2 (Sérines478 et 479) des LTCC et est ensuite régulé par déphosphorylation rapide 

par des phosphatases PP1 et PP2A.455,456 De plus, la protéine G (Rad) inhibe les canaux LTCC et la 

phosphorylation PKA dépendante de cette protéine lève cette inhibition.457,458 

L’augmentation de l’amplitude des transitoires calciques et des LCR lors de la réponse β-adrénergique 

est notamment dûe à la phosphorylation par la PKA et la CaMKII du phospholamban (PLB), inhibiteur 

de l’activité de la pompe SERCA2A.  La phosphorylation de PKA sur des résidus sérine 16 et de CaMKII 

sur des résidus thréonine 17 du PLB augmente l’activité de la SERCA2A et accélère la recapture du Ca2+ 

vers le RS permettant ainsi le remplissage des réserves en Ca2+.202,459 Il a été proposé que le NCX soit 

également sujet à une phosphorylation par la PKA et la CaMKII compte tenu des sites de 

phosphorylation présent dans sa structure.460 Cependant, les effets de la phosphorylation de NCX dans 

la réponse β-adrénergique sont controversés.461 

Voie de phosphorylation CaMKII-dépendante 
 

En plus de la contribution de la voie de phosphorylation PKA-dépendante, la stimulation β-

adrénergique nécessite également l’activation de la voie de phosphorylation CaMKII-dépendante 

(Figure 30).452 En effet, un rythme cardiaque plus lent après stimulation β-adrénergique a été observé 

sur un modèle murin dont la CaMKII a été inhibée par expression transgénique d’un peptide inhibiteur 

(AC3-I). L’inhibition de CaMKII réduit l’effet β-adrénergique de l’ISO en altérant la dynamique calcique 

notamment la charge calcique du RS et la fréquence de Ca2+ sparks, nécessaire à l’accélération de la DD 

lors de cette réponse.462 L’activation Ca2+ dépendante de la CAMKII est également indirectement dûe à 

une protéine appelée Epac (Exchange Protein directly Activated by cAMP). Epac est un facteur 

d’échange des petites protéines G de la famille Ras, Rap1 et Rap2. En effet, l’activation d’Epac par 

l’AMPc induit l’activation des protéines kinases C et la libération de Ca2+ par les récepteurs IP3 qui 

activent indirectement la CaMKII.463 

La CaMKII régule également les protéines impliquées dans l’horloge membranaire (canaux calciques, 

sodiques et potassiques voltage-dépendants) et l’horloge calcique (RyR2, SERCA2A). L’inhibition 

pharmacologique de la CaMKII (KN-93 et autocamtide 2) diminue l’amplitude du courant ICaL , la 
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fréquence et l’amplitude des PA des cellules sinusales.201 La CaMKII phosphoryle les LTCC sur les sous-

unités α1 et β.464,465 Les canaux Kv4.3 du courant Ito sont également modulés par CaMKII via la 

phosphorylation d’une sérine 550 induisant un ralentissement de l’inactivation de ces canaux et une 

modification de leur expression dans des cardiomyocytes ventriculaires. 466–468La phosphorylation par 

CaMKII des canaux Na+ augmente l’amplitude du courant INa induisant une augmentation d’ions Na+ 

intracellulaire et une prolongation du PA dans les cardiomyocytes ventriculaires.469 

V.2 La phosphorylation du RyR2 
 

Le RyR2 contient plusieurs sites de sérines (S) et thréonines (T) bien conservés entre les espèces qui 

sont phosphorylés lors d’une réponse β-adrénergique par la PKA et la CaMKII. 360,410 Le site S2808 chez 

l’humain (S2809 chez le lapin) a été identifié comme PKA et CaMKII dépendant, le site S2814 chez 

l’humain (S2815 chez le lapin) comme CAMKII-dépendant uniquement et le site S2030 chez l’humain 

(2031 chez le lapin) comme PKA-dépendant.360,450,470–473 Afin de comprendre le rôle de la 

phosphorylation du RyR2 dans la fonction cardiaque et notamment lors de la réponse β-adrénergique, 

à l’aide de modèles murins génétiquement modifiés, des modifications de ces sites par substitution de 

la sérine (S) par une alanine (A) ont été induites afin d’empêcher la phosphorylation du site. Afin de 

mieux comparer les rôles de ces sites lorsqu’ils sont phosphorylés, des modèles génétiquement 

modifiés ont été induits par substitution de la sérine (S) par un acide aspartique (D) afin de mimer 

constitutivement la phosphorylation du site. 

V.2.1Phosphorylation du RyR2 par la PKA 
 

La PKA est une kinase de structure hétérotétramérique composée de deux sous-unités régulatrices (R) 

et deux sous-unités catalytiques (C) et est ancrée à la membrane plasmique par une protéine d’ancrage 

(AKAP) (Figure 31). Les sous-unités R possèdent deux sites de liaison à l’AMPc, qui une fois liés, entraine 

un changement de conformation et libère les sous-unités C qui phosphoryle les protéines cibles sur des 

résidus sérine/thréonine.474 Les sous-unités R existent sous les isoformes RIα, RIIα, RIβ et RIIβ dont les 

isoformes α sont majoritairement exprimés dans le cœur et les sous-unités C existent sous les 

isoformes Cα, Cβ et Cγ. Ainsi, deux types de PKA sont prédominants dans le cœur ; la PKA de type I 

(RIαCα) qui représente la moitié de l’activité totale de la PKA et qui possède une affinité plus importante 

que la PKA de type II (RIIαCα).475,476 La déphosphorylation du RyR2 est régulée par les PP1 et PP2A.239,240 
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Figure 31- Représentation schématique de la protéine kinase A sous sa forme active et inactive ; La PKA est 
composée de deux sous-unités régulatrices (R) et deux sous-unités catalytiques (C) et est ancrée sur la membrane 
plasmique par une protéine d’ancrage (AKAP). Les sous-unités R possèdent deux sites de liaison à l’AMPc, qui une 
fois liés, entraine un changement de conformation et libère les sous-unités C qui phosphoryle les protéines cibles 
sur des résidus sérine/thréonine (Illustration de Sadeghian et al., 2022)477 

Un site de phosphorylation PKA-dépendant sur le RyR2 sur une sérine 2808 a été identifié. Cependant, 

l’effet de cette phosphorylation sur le RyR2 est sujet à controverse.  

Dans les années 2000, Marks et al. ont attesté que la phosphorylation du site S2808 induit une 

augmentation de l’activité du RyR2 et notamment de sa probabilité d’ouverture par dissociation de 

FKBP12.6, protéine stabilisatrice du RyR2 qui induit ainsi une fuite importante de Ca2+ du RS.478 De plus, 

ils soutiennent l’hypothèse que la phosphorylation de S2808 est notamment plus importante dans un 

modèle d’insuffisance cardiaque suggérant que l’hyperphosphorylation de S2808 est responsable de 

l’altération de la contractilité des cardiomyocytes dans l’IC et que la phosphorylation de S2808 est 

critique dans la fonction cardiaque. 478,479 En effet, ils ont observé que les souris S2808A présentent 

moins de fuite de Ca2+ après stimulation β-adrénergique dû à l’interaction maintenue entre la FKBP12.6 

et le RyR2 et que ces modèles S2808A démontrent également une fonction cardiaque préservée après 

induction d’un infarctus du myocarde par ligation de l’artère coronaire descendante gauche.479–481 Ils 

en viennent même à suggérer que la prévention de l’hyperphosphorylation de S2808 constituerait une 

approche thérapeutique majeur dans l’IC. Cependant, le rôle de la phosphorylation sur S2808 dans la 

fonction cardiaque et notamment dans la réponse β-adrénergique ne font pas l’unanimité. En effet, il 

est reconnu que la phosphorylation AMPc dépendante lors de la réponse β-adrénergique augmente 

l’activité du RyR2 et notamment la libération de Ca2+ sparks via RyR2.202,449,451 Cette libération de Ca2+ 

est notamment possible via l’augmentation de la charge calcique du RS à la suite de la recapture du 

Ca2+ par SERCA2A. Cette recapture est induite après désinhibition de SERCA2A par phosphorylation de 

PLB sur un résidu sérine 16 (PKA) et thréonine 17 (CaMKII). Dans un modèle murin n’exprimant pas le 
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PLB ou exprimant des mutations sur les sites de phosphorylation S16 et T17, la fréquence et les 

caractéristiques des Ca2+ sparks restent inchangées malgré la phosphorylation de S2808, démontrant 

ainsi que la phosphorylation du RyR2 sur S2808 ne peut expliquer à elle-seule l’augmentation de 

l’activité du RyR2.482 De plus, à l’état basal, le site S2808 est phosphorylé à hauteur de 75% de sa 

capacité de phosphorylation maximale contrairement au site CaMKII dépendant S2814 qui est moins 

phosphorylé, mettant en doute l’hyperphosphorylation potentielle de S2808 dans l’IC.483 En effet, des 

études sur des modèles murins S2808A ont démontrés une fonction cardiaque et une réponse β-

adrénergique préservée comparé aux WT démontrant que la phosphorylation du site S2808 n’est pas 

impliquée dans la réponse β-adrénergique et notamment dans les dysfonctions cardiaques, et ce quel 

que soit le fond génétique du modèle.484–488 En effet, un modèle murin S2808A a été générés par le 

groupe de Marks et al. et un autre modèle S2808A a été généré par le groupe de Valdivia et al. Par 

ailleurs, plusieurs autres groupes de recherche utilisant le modèle murin du groupe de Valdivia et al. 

réfutent l’hypothèse selon laquelle la phosphorylation de S2808 modifierait l’activité du RyR2 par 

dissociation de FKBP12.6 mais admettent une réduction de l’expression de FKBP12.6 dans l’insuffisance 

cardiaque indépendamment des niveaux de phosphorylation du RyR2.489–493 En effet, la modélisation 

structurelle de RyR2 par cristallographie ne démontre pas d’interaction significative entre le FKBP12.6 

et le site de phosphorylation S2808 suggérant alors la contribution mineure de ce site dans la 

dissociation de FKPB12.6. 494 

 Un autre site PKA-dépendant a été identifié (S2030).495 Contrairement au site S2808, le site S2030 est 

peu phosphorylé à l’état basal mais très sensible à une stimulation β-adrénergique proportionnelle au 

temps d’incubation et à la concentration de la PKA uniquement.495 De plus, cette phosphorylation est 

significativement inhibée par la PKI, un inhibiteur spécifique de la PKA.472 Des souris S2030A (non 

phosphorylable sur le site S2030) ont été développées afin de comprendre l’implication de ce site dans 

la fonction cardiaque et notamment dans la réponse β-adrénergique. L’étude de la dynamique calcique 

sur les cardiomyocytes issues de ces modèles a démontré une diminution du CEC et une réduction de 

libérations diastoliques spontanées (Ca2+ sparks et Ca2+ waves) après ISO par rapport aux WT 

démontrant ainsi l’importance de la phosphorylation de S2030 dans la réponse β-adrénergique. 473 Par 

ailleurs, les cardiomyocytes ventriculaires issus des modèles S2030A ne présentent pas d’élargissement 

des dyades après ISO contrairement aux modèles S2808A, S2814A et WT, suggérant un lien potentiel 

direct entre la phosphorylation du RyR2 sur S2030 et la microarchitecture des cardiomyocytes lors de 

la réponse β-adrénergique.312 Le rôle de la phosphorylation de S2030 dans la dysfonction cardiaque 

n’est pas documenté à l’exception d’une potentielle hyperphosphorylation de S2030 dans un modèle 

de cardiomyopathie . 496 
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V.2.2Phosphorylation du RyR2 par la CaMKII 
 

La CaMKII est une kinase dépendante du complexe Ca2+ /Calmoduline (Ca2+/CaM) qui phosphoryle les 

protéines sur des résidus sérine/thréonine. Cette kinase est une enzyme décamétrique (douze unités). 

Chaque monomère comporte un domaine catalytique (N-terminal), un domaine associatif (C-terminal) 

et un domaine autorégulateur Ca2+/CaM Ca2+ dépendant.497,498 Dans sa forme inactive ou auto-inhibée, 

les domaines catalytiques sont inhibés par le domaine autorégulateur. L’activation de la CaMKII par la 

fixation du complexe Ca2+/CaM sur le domaine autorégulateur induit un changement conformationnel 

de l’enzyme afin d’activer les domaines catalytiques (Figure 32). Cette kinase sous sa forme CaMKII δ 

est notamment capable de s’autophosphoryler sur une thréonine (T286) permettant un maintien de 

son activité après dissociation du complexe Ca2+/CaM.499,500 Cette autophosphorylation permet 

également d’accroitre la stabilité de la CaM au complexe et ainsi de maintenir une activité de la CaMKII 

dans des conditions faibles en Ca2+.501 L’inactivation de la CaMKII est induite par déphosphorylation par 

les PP1 et PP2A. 502 La CaMKII existe sous plusieurs isoformes (α, β, γ, δ) et leur expression diffère selon 

leur localisation. Les formes α et β sont prédominantes dans les neurones et les formes γ et δ dans le 

cœur avec une expression plus importante de δ (2.5 fois supérieur à γ). 503,504 

 

 

Figure 32- Représentation schématique de la structure de la CAMKII (Chao et al.,2011) 

La CaMKII phosphoryle également le RyR2 notamment sur les sérines S2808 et S2814.494 La 

phosphorylation de ce récepteur induit l’ouverture prolongée du RyR2 et conduit ainsi à des fuites 

importantes de Ca2+ du RS.505,506 L’inhibition pharmacologique de la CaMKII réduit significativement 

l’activité du RyR2 en réduisant la fréquence de Ca2+ sparks dans des cardiomyocytes ventriculaires. 

505,507Ainsi, la génération d’un modèle murin ne pouvant être phosphorylé sur le site S2814 (S2814A) a 

permis l’étude de l’implication de la CaMKII dans l’activité automatique du NSA et de la réponse β-

adrénergique. Cependant, l’ablation de cette phosphorylation n’altère pas la réponse β-adrénergique 

in vivo ainsi que l’activité automatique des cellules sinusales.508   
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Contrairement au site S2808, le site S2814 contribue notablement au mécanisme pathologique de 

l’IC.509  Le rôle prépondérant de la CaMKII dans l’IC a notamment été mis en évidence à l’aide de 

modèles de lapin déficients en CaMKII et de modèles murins S2814A soumis à une constriction 

transverse aortique (TAC).  En effet, la phosphorylation de S2814 augmente la probabilité d’ouverture 

du RyR2 conduisant à une augmentation des libérations de Ca2+ diastoliques du RyR2 et ainsi à une 

réduction de la charge Ca2+ du RS.510 En effet, ces modèles S2814A ne démontrent pas d’altération de 

la charge Ca2+ du RS et sont donc protégés des conséquences liées à une IC.511,512 Cette augmentation 

de l’activité du RyR2 par phosphorylation CaMKII-dépendante est notamment dû à une réduction de 

l’affinité de la CaM pour le RyR2 et conduit à un changement conformationnel du canal favorisant les 

libérations diastoliques de Ca2+. 513 La phosphorylation de S2814 contribue ainsi à l’apparition 

d’épisodes d’arythmies ventriculaires. En effet, des modèles murins S2814D ont démontré des 

tachycardies ventriculaires soutenues voire des épisodes de mort subite à la suite d’une stimulation β-

adrénergique (Epinéphrine/caféine) ou électrique. 512 Par ailleurs, un élargissement des dyades et une 

réorganisation des clusters de RyR2 sur des cardiomyocytes ventriculaires isolés de modèles S2814D 

suggère un lien direct entre la phosphorylation du RyR2 et sa microarchitecture.312 

V.2.3 Autres sites de phosphorylation du RyR2 et concept de « phosphorylation hotspot » 

Malgré les avancées scientifiques concernant la phosphorylation du RyR2, l’implication des différents 

sites de phosphorylation dans la fonction cardiaque et notamment dans la réponse β-adrénergique 

n’est cependant pas clairement élucidé. L’existence d’autres sites de phosphorylation non identifiés à 

ce jour est à prendre en considération afin de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents de la 

phosphorylation du RyR2 et de son activité. En effet, un nouveau site de phosphorylation sur le RyR2 

récemment identifié (S2367) est notamment impliquée dans la fibrillation atriale et est phosphorylé 

par une kinase retrouvée dans les muscles striées (SPEG) pour « striated muscle preferentially 

expressed protein kinase ».514 Cependant, la phosphorylation du RyR2 sur ce site diminue son activité, 

contrairement aux autres sites cités auparavant. De plus, les patients atteints de fibrillation atriale 

présentent une réduction des taux de phosphorylation sur S2367 et les modèles murins S2367A 

démontrent une susceptibilité accrue à développer des fibrillations atriales.514 Il existerait également 

un autre site de phosphorylation (S2811), entre les sites S2808 et S2814, phosphorylé par la PKA et la 

CaMKII mais les mécanismes sous-jacents de ce site restent peu documentés. 494,515 

Par ailleurs, la modification des taux de phosphorylation des sites voisins dans des modèles murins 

phosphomutés pourrait mettre en évidence la notion selon laquelle ces sites pourraient interagir entre 

eux sous la forme d’un « hotspot » de phosphorylation et seraient interdépendants (Figure 33).516,517 

En effet, l’ablation de la phosphorylation de S2808 dans un modèle murin (S2808A) conduit à 



 

85 
 

l’augmentation significative des taux de phosphorylation de S2030 et S2815 après stimulation β-

adrénergique de manière Ca2+-dépendante.484 De même, l’ablation de la phosphorylation de S2030 

dans un modèle murin (S2030A) induit l’augmentation significative des taux de phosphorylation de 

S2808 et S2814 à l’état basal uniquement.473 

 

Figure 33- Modèle hypothétique de phosphorylation du RyR2 ; Ce modèle décrit la position et les potentielles 
interactions entre les sites de phosphorylation identifiés à ce jour. Les sites S2808 et S2814 seraient localisés sur 
la partie proéminente du RyR2 au sein du « hotspot » et seraient sujet à divers kinases. La phosphorylation de ce 
hotspot mettrait en évidence un effet à l’unisson de ces sites sur l’activité du RyR2 et notamment sur son domaine 
centrale formant le pore du canal. Ce modèle prendrait également en compte l’existence d’autres sites de 
phosphorylation, notamment le site S2030 et d’autres sites non identifiés à ce jour. L’interaction entre les kinases 
et les sites de phosphorylation sont identifiés par des flèches noires selon les modèles utilisés ; in vivo (flèche 
pleine) et in vitro (flèche en pointillés). (Camors, Valdivia, 2014) 

La co-dépendance de ces sites de phosphorylation peut être notamment étudié à l’aide de modèles 

génétiquement modifiés sur plusieurs sites de phosphorylation. En effet, dans une étude très récente, 

un modèle murin ne pouvant être phosphorylable à la fois sur le site S2808 par la PKA et sur le site 

S2814 par la CaMKII (Double Knock In S2808A/S2814A, DKI) a été généré afin de comprendre le rôle 

des sites S2808 et S2814 sur la réponse β-adrénergique et notamment l’interdépendance de ces sites 

avec le site S2030. 518En effet, ce modèle permet également d’étudier la contribution de la 

phosphorylation du site S2030 dans la réponse β-adrénergique. Ce modèle DKI ne présente pas 

d’anomalies morphologiques ou structurelles cardiaques. Cependant, les souris DKI sont plus 

susceptibles de développer des arythmies ventriculaires que les WT lors d’une réponse β-

adrénergique. En effet, les cardiomyocytes ventriculaires isolés des souris DKI présentent une 

augmentation de libérations spontanées de Ca2+ du RyR2 sous forme de Ca2+ sparks et waves en 

condition basale et β-adrénergique.518 Par ailleurs, ce modèle DKI présente une FC basale plus élevée 
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que celle des WT, de même en condition β-adrénergique. Ainsi, ces résultats démontrent une 

interdépendance entre ces sites étant donné que la non-phosphorylation de ces deux sites entraîne 

des conséquences sur l’activité du RyR2 et induit potentiellement des phénomènes de compensation 

via la phosphorylation de S2030 ou d’autres sites potentiels non identifiés à ce jour. En effet, la réponse 

β-adrénergique intact de ce mutant suggère que la phosphorylation sur S2030 est suffisante à une 

réponse β-adrénergique physiologique. 

Cependant, les études sur la phosphorylation du RyR2 concernent majoritairement des modèles de 

cardiomyocytes ventriculaires issues de modèles murins. En effet, peu d’études ont étudié les effets de 

ces sites sur le NSA. Il a été démontré que les sites S2808 et S2814 ne sont pas impliqués dans la 

réponse β-adrénergique du NSA. En effet, les modèles murins S2808A et S2814A présentent une 

fréquence cardiaque in vivo et une fréquence de battement du NSA similaire aux WT après réponse β-

adrénergique suggérant l’implication d’autres sites de phosphorylation.508 
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OBJECTIFS DE LA THESE 
 

L’automatisme des cellules du NSA est régulée par un système de deux horloges couplées : l’horloge 

dite membranaire qui dépend principalement du courant If et l’horloge dite calcique qui dépend 

principalement des libérations de Ca2+ du RyR2. Lors d’une réponse β-adrénergique, l’augmentation 

des taux en AMPc régule directement les canaux HCN du courant If. L’activation plus rapide de ces 

canaux conduit à l’accélération du rythme cardiaque lors d’un stress, dit effet chronotrope positif de la 

réponse sympathique. L’augmentation des taux en AMPc active également la PKA qui phosphoryle les 

canaux impliqués dans l’automatisme des cellules du NSA dont notamment le RyR2. Ainsi, il est reconnu 

que le RyR2 est phosphorylé par la PKA lors de la réponse β-adrénergique mais les effets de cette 

phosphorylation restent encore mal compris. Le RyR2 est phosphorylé sur différentes sérines (S) 

identifiées à ce jour tels que les S2808 et S2030 qui sont des sites PKA-dépendants, et la S2814 qui est 

un site CaMKII-dépendant. Les sites de phosphorylation S2808 et S2814 ont largement été étudiés dans 

la littérature et notamment dans les dysfonctions cardiaques mais peu d’études portent sur le site 

S2030. Mon projet de thèse vise à comprendre les mécanismes de régulation du RyR2 par la 

phosphorylation sur le site S2030 PKA-dépendant lors de la réponse β-adrénergique.  

Mon premier objectif est d’étudier l’effet de la phosphorylation de S2030 lors de la réponse β-

adrénergique dans le pacemaker cardiaque et notamment sur le rythme cardiaque dit sinusal. Dans le 

cadre d’une collaboration financée par la National Institute of Health (NIH) avec l’équipe du Dr. Hector 

Valdivia à l’université du Wisconsin aux Etats-Unis, j’utilise des modèles murins génétiquement 

modifiés dont le site S2030 n’est pas phosphorylable par la PKA (S2030A) ou mimétiquement 

phosphorylé (S2030D) et les modèles contrôles (WT). 

Mon deuxième objectif est d’étudier l’effet de la phosphorylation de S2030 dans un modèle 

arythmique. Dans le cadre d’une collaboration avec l’équipe du Dr. Ernst Niggli et Dr. Marcel Egger à 

l’université de Berne en Suisse, nous nous sommes intéressés à l’effet de la phosphorylation du RyR2 

sur S2030 dans un modèle murin exprimant une mutation responsable de CPVT (RyR2 R420Q). Le modèle 

utilisé (Souris RyR2 R420Q/S2030A) est issu du croisement des souris S2030A avec les souris CPVT RyR2 R420Q 

et ce modèle est comparé avec les souris CPVT RyR2 R420Q. En effet, les cardiomyocytes ventriculaires 

isolés de souris S2030A présentent moins de libérations diastoliques spontanées sous forme de Ca2+ 

sparks et Ca2+ waves que les souris WT lors d’une réponse β-adrénergique. 473Ces résultats suggèrent 

ainsi que la phosphorylation de S2030 module la réponse β-adrénergique et que sa réduction pourrait 

potentiellement réduire les libérations diastoliques spontanées de Ca2+ et protéger les modèles CPVT 

de la survenue d’arythmies ventriculaires lors d’un stress.  
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Chapitre 2 MATERIELS ET METHODES 
 

I. Conception des modèles génétiquement modifiés  
 

Afin de comprendre le rôle de la phosphorylation du RyR2 sur S2030 dans la fonction cardiaque et 

notamment lors de la réponse β-adrénergique, nous avons utilisé des modèles murins génétiquement 

modifiés générés par l’université du Wisconsin dans le cadre d’une collaboration franco-américaine 

financée par la National Institute of Health (NIH). Afin de déterminer l’implication du site Sérine 2030, 

deux lignées de modèles murins ont été générées par recombinaison homologue soit par substitution 

de la sérine (S) par une alanine (A) afin d’empêcher la phosphorylation du site, soit par substitution de 

la sérine (S) par un acide aspartique (D) afin de mimer constitutivement sa phosphorylation. La 

recombinaison homologue est une technique de biotechnologie permettant d’introduire des 

modifications précises dans le génome d’un organisme. Cela consiste premièrement à la conception 

d’un vecteur de recombinaison conçu pour contenir la séquence génétique d’intérêt et des marqueurs 

de sélection qui reconnaitront les cellules à intégrer. Ce vecteur est ensuite introduit dans les cellules 

embryonnaires de l’animal par électroporation ou micro-injection. Ces cellules sont ensuite cultivées 

et sélectionnées selon l’expression de la modification génétique souhaitée. Les cellules embryonnaires 

sélectionnées sont enfin injectées dans des embryons en développement (blastocytes) qui seront 

implantés dans des femelles porteuses.  

Afin de générer ces lignées, une séquence génétique contenant le gène RYR2 est dérivée d’une lignée 

de souris Sv129/Sv et modifiée afin de substituer la sérine (S) par une alanine (A) ou un acide aspartique 

(D) afin de générer les lignées S2030A et S2030D respectivement. La séquence génétique modifiée et 

le marqueur de sélection résistant à la néomycine, un antibiotique de la famille des aminosides 

(cassette NEO) est ensuite incorporé dans un plasmide par recombinaison homologue. Le plasmide est 

ensuite introduit par électroporation dans des cellules embryonnaires murines. Les cellules sont 

cultivées puis sélectionnées par incubation avec de la néomycine afin de sélectionner les cellules 

résistantes à la néomycine. Les cellules exprimant la mutation d’intérêt préalablement identifiés par 

Southern Blot sont ensuite injectées dans des blastocytes de souris C57BL/6 qui sont implantés dans 

des femelles porteuses. Les souris hétérozygotes, issue du croisement des chimères avec des souris 

C57BL/6, sont ensuite croisées avec des souris 129Sv WT afin de maintenir les lignées. 

Dans ce projet, les animaux homozygotes S2030A et S2030D mâles et femelles âgées de 3-6 mois sont 

utilisés et comparés avec les souris WT issues des mêmes lignées. Ce projet a été approuvé par le 

comité d’éthique local (Apafis #44242). Toutes les expériences sont réalisées conformément à la 
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directive européenne 2010/63 relative à la protection des animaux utilisés à des fins scientifiques et à 

sa transposition dans le droit français (décret 2013-118 et cinq arrêtés datés du 1er février 2013). Les 

autorisations nécessaires sont délivrées par le ministère de la Recherche et de l’Enseignement 

Supérieur après avis du comité d’éthique local (CEEA n°26). Les souris sont hébergées au sein de la 

plateforme « Animalerie et exploration fonctionnelle » (AnimEx) de l’IPSIT (Faculté de pharmacie, 

Orsay), plateforme agréée par le ministère de l’Agriculture (Numéro agrément N° B91-471-109). Les 

souris sont hébergées en cycle non inversé jour/nuit de 12h, respectivement de 7h à 19h et de 19h à 

7h et ont un accès ad libitum à la nourriture et de l’eau. 

II. Génotypage des lignées S2030A et S2030D 
Afin d’identifier les génotypes de ces modèles, nous utilisons les surplus de tissus après identification 

des souris par poinçonnage d’oreilles. Les 3 principes de cette technique (extraction d’ADN, 

amplification de l’ADN réaction de polymérisation en chaine et électrophorèse) sont détaillés ci-

dessous. 

Afin d’extraire l’ADN, les tissues sont incubées séparément dans 300 µL d’une solution d’hydroxyde de 

soude (NaOH) à une concentration de 50 mM à 95°C pendant 1h. Afin de stopper la réaction chimique, 

25 µL de trisaminométhane chlorhydrate (TrisHCl) à une concentration de 1 M au pH ajusté à 8 sont 

ajoutés. Les échantillons sont ensuite centrifugés à 13 200 rpm à 4°C pendant 5 minutes et l’ADN extrait 

réside dans le surnageant.  

 Les doubles brins d’ADN sont composés de paires de bases Adénine-Thymine (A-T) et Guanine-

Cytosine (G-C) stabilisés entre eux par des liaisons hydrogènes. Afin d’amplifier l’ADN, nous utilisons 

une technique de réaction de polymérisation en chaine (PCR). Cette technique permet d’obtenir un 

très grand nombre de copies d’une séquence d’ADN choisie et est composée de 3 grandes étapes : 

dénaturation, hybridation et élongation de l’ADN. 

Lors de la dénaturation, les liaisons hydrogènes sont rompues et les brins d’ADN se séparent à une 

température élevée (80-95°C). Ainsi, cette séparation des doubles brins d’ADN en simples brins permet, 

à une température plus basse (50-65°C), la fixation des amorces aux fragments d’ADN, étape dite 

d’hybridation. Ces amorces sont composées d’une séquence d’acides nucléiques spécifiques à la 

séquence d’ADN d’intérêt. Afin de synthétiser une nouvelle séquence d’ADN, l’ADN polymérase 

contenue dans le mélange de réactifs se fixe aux amorces et assemble les nucléotides complémentaires 

à une température d’élongation de 72°C. Ainsi, il faut plus de 20 cycles afin d’obtenir une amplification 

importante de la séquence d’ADN cible. 
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Dans cette réaction, chaque échantillon d’ADN (1 µL pour chaque échantillon) est incubé dans un 

mélange réactionnel contenant un tampon de PCR Dream Taq Green Buffer, Thermo Scientific 

contenant l’ADN polymérase (Taq Polymérase) et les bases nucléiques libres (dNTP), les amorces 

spécifiques (Tableau 4) et de l’eau ultrapure. Le tampon de PCR est composé de chlorure de magnésium 

à une concentration de 20 mM afin d’optimiser l’activité de l’ADN polymérase en stabilisant le complexe 

catalytique de cette enzyme. Ce tampon inclut également un réactif de densité permettant le 

chargement direct de produits PCR sur un gel et de deux colorants de suivi afin de suivre la progression 

de l’électrophorèse (un colorant bleu qui migre avec des fragments d’ADN de 10 paires de base (bp) 

dans du gel agarose de 1% et un colorant jaune qui migre plus rapidement que les fragments d’ADN de 

10 bp dans du gel agarose de 1%).  

 Les volumes des mélanges réactionnels des lignées S2030A et S2030D diffèrent et sont détaillés ci-

dessous (Tableau 2 et 3) : 

Tableau 2-Composition du mélange réactionnel de PCR des lignées S2030A (Volume final 20 µL) 

Solutions Volumes 

(µL) 

Dream Taq Green Buffer 10 

Eau Ultrapure 8.6 

Amorce Forward (2030-for-2) 0.2 

Amorce Reverse (2030-rev-2) 0.2 

 

Tableau 3-Composition du mélange réactionnel de PCR des lignées S2030D (Volume final 20µL) 

Solutions Volumes 

(µL) 

Dream Taq Green Buffer 10 

Eau Ultrapure 8.8 

Amorce Forward 

(ex40.F.1.6N.ILTS) 

0.1 

Amorce Reverse (ex40.R.1.ILTS) 0.1 

 

 



 

91 
 

Tableau 4-Séquence des amorces pour le génotypage des lignées WT, S2030A et S2030D 

 

 

 

 

 

 

 

Afin d’éviter l’amplification de séquences non spécifiques, nous avons optimisés les conditions 

d’amplification des lignées S2030A et S2030D détaillés ci-dessous (Tableau 5 et 6) : 

Tableau 5-Programme PCR pour la lignée S2030A 

Température Temps Cycles 

95°C 5 min 1 

95°C 30s 34 

55°C 45s 34 

72°C 45s 34 

72°C 7min 1 

 

Afin d’identifier les génotypes de la lignée S2030A, un programme de PCR classique est utilisé (Tableau 

5). Ce programme est constitué de 5 étapes (initiation, dénaturation, hybridation, élongation, 

élongation finale) répétés pendant 34 cycles. Détaillés ci-dessous : 

1) Initiation. Cette étape est nécessaire à l’activation de l’ADN polymérase et la température et durée 

de cette étape est dépendante de l’enzyme utilisée. Ici, nos échantillons sont chauffés à 95°C pendant 

5 minutes. 

2) Dénaturation. Elle intervient à chaque début de cycle. En soumettant les échantillons à une 

température élevée (80-95°C), la rupture des liaisons hydrogènes permet la séparation des doubles 

brins d’ADN en simples brins. Ici, les échantillons sont chauffés à 95°C pendant 30 secondes. 

3) Hybridation. La fixation des amorces sur les séquences d’ADN d’intérêt lors de cette étape dépend 

de la température et est compris entre 50-65°C. En effet, la température d’hybridation doit être assez 

S2030A Amorce Forward (2030-for-2) 5’GTT CCC AGC TAT GTA CTG 3’ 

Amorce Reverse (2030-rev-2) 5’ GCA TTG ACT TAA GAA GCT 

TAT CC 3’ 

S2030D Amorce Forward 

(ex40.F.1.6N.ILTS) 

5’ AGG TGC TTG AGG CTT CTC 

TGG 3’ 

Amorce Reverse (ex40.R.1.ILTS) 5’ CCT CCA CAG CAC AGC TAC 

CTC TC 3’ 
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basse pour permettre la fixation des amorces mais assez élevée pour former des séquences répliquées 

assez stable. Ici, les échantillons sont soumis à une température de 55°C pendant 45 secondes. 

4) Elongation. Cette étape permet à l’ADN polymérase de synthétiser la séquence d’ADN cible selon une 

température comprise entre 72-80°C dépendante de l’enzyme utilisée. Dans notre cas, nous utilisons 

la Taq polymérase active à une température de 72°C pendant 45 secondes. 

5) Elongation finale. Cette étape permet de s’assurer que les brins d’ADN sont conformément répliqués 

et sous forme de doubles hélices. Les échantillons sont soumis à une température de 72°C pendant 7 

minutes. 

Après avoir testé le même protocole pour la lignée S2030D, l’apparition de bandes non spécifiques 

nous a conduits à optimiser le programme d’amplification d’ADN de la lignée S2030D. Afin d’identifier 

les génotypes de la lignée S2030D, un programme de PCR par essai dit « Touchdown » est utilisé. 

La PCR par essais est un protocole qui vise à augmenter la spécificité des amorces pour les séquences 

d’ADN cible lors de la phase d’hybridation précédemment décrite. Les grandes étapes restent les 

mêmes mais la particularité de ce programme réside dans la phase d’hybridation. Une fois que la 

séquence d'intérêt devient majoritaire vis-à-vis de ses compétiteurs, la température d’hybridation est 

progressivement abaissée afin d’assurer une meilleure efficacité de PCR. Dans notre cas, la température 

d’hybridation initiale est de 70°C et est réduite d’un degré Celsius à chaque cycle (17 cycles). A la suite 

de l’élongation, un programme de PCR classique est induit afin de permettre l’amplification des 

séquences d’ADN cible en quantité suffisante. Les détails de ce programme sont décrits ci-dessous 

(Tableau 6) : 

Tableau 6-Programme PCR pour la lignée S2030D 

Température Temps Cycles 

95°C 5 min 1 

95°C 30s 17 

70°C (-1°C à chaque 

cycle) 

30s 17 

72°C 45s 17 

95°C 30s 34 

52°C 45s 34 

72°C 45s 34 

72°C 7 min 1 
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A la suite de la PCR, les échantillons sont chargés sur un gel d’agarose (Euromedex) à 1% dans du 

tampon de migration TAE 1X afin de vérifier uniquement l’amplification des séquences d’ADN. En effet, 

les échantillons seront ensuite soumis à une digestion enzymatique spécifique afin de distinguer les 

souris Wild-type, les hétérozygotes et homozygotes de ces mêmes lignées. Afin de visualiser les 

fragments d’ADN, un colorant fluorescent, GelRed (0.02%) est ajouté dans le mélange préalablement 

chauffé aux micro-ondes jusqu’à obtenir un mélange homogène et transparent. Le tampon de 

migration TAE permet une meilleure migration de l’ADN du fait de sa composition en Tris-acetate 

(maintien d’un pH constant), d’acide acétique et d’EDTA (chélateurs de cations divalents ; précipitation 

de l’ADN). Une fois le gel constitué et solidifié à température ambiante, il est placé dans un système de 

bain d’électrophorèse immergé dans du TAE 1X. Un marqueur de taille de 100 bp (ThermoScientific) 

est déposé dans le premier puit.  

Seulement 9 uL d’échantillons sont chargés dans le gel afin d’obtenir une quantité restante suffisante à 

la digestion enzymatique des échantillons. L’électrophorèse est réalisée à 150V pendant 1h30. Les 

bandes sont ensuite visualisées par transmission UV. Une fois la confirmation de la bonne amplification 

de notre échantillon par la présence d’une seule bande, le volume restant est incubé avec une enzyme 

de restriction issue de E.Coli (BsmAI 5000 u/mL, R0529S, NEB manufacturer) afin de d’identifier les 

souris non-mutés (WT) des souris mutés (hétérozygotes et homozygotes). Cette enzyme de restriction 

est associée à un tampon rCutSmart 10X. Les échantillons sont ensuite incubés à 55°C pendant 12h afin 

d’optimiser l’activité enzymatique puis 85°C pendant 20 minutes afin de stopper la réaction 

enzymatique. La composition du mélange enzymatique pour les lignées S2030A et S2030D (volume 

final de 30 µL) est décrit ci-dessous (Tableau 7) :  

Tableau 7-Composition du mélange enzymatique des lignées S2030A et S2030D (Volume final 30µL) 

Solutions Volumes 

(µL) 

Eau ultrapure 15 

Enzyme de restriction (BsmAI) 1 

Tampon de restriction (rCutSmart) 

10x 

3 

ADN amplifié 11 

 

A la suite de la digestion enzymatique, les échantillons sont chargés sur un gel d’agarose (Euromedex®) 

à 1% dans du tampon de migration TAE 1X afin cette fois d’identifier les génotypes des lignées. Le 

procédé de migration et de révélation des bandes est décrit précédemment. Pour la lignée S2030A, les 
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souris WT sont identifiées par deux bandes de 186 bp et 140 bp, les hétérozygotes par trois bandes de 

326 bp, 140 bp et 186 bp et les homozygotes par une bande de 326 bp. Pour la lignée S2030D, les souris 

WT sont identifiées par deux bandes de 256 bp et 201 bp, les hétérozygotes par trois bandes de 457 

bp, 256 bp et 201 bp et les homozygotes par une bande de 457 bp. 

III. Exploration fonctionnelle in vivo par télémétrie des modèles 

WT, S2030A et S2030D 
 

L’électrocardiogramme (ECG) est enregistré par technique de télémétrie sur souris conscientes afin 

d’étudier le rôle de la phosphorylation sur S2030 du RyR2 sur le rythme cardiaque dit sinusal, sur la 

réponse ß-adrénergique ainsi que la susceptibilité de ces modèles à présenter des arythmies. 

III.1. Implantation des capteurs de télémétrie et protocoles d’enregistrement 
 

Afin d’enregistrer l’ECG sur souris libres de mouvement et conscientes, les animaux sont implantés d’un 

capteur sous-cutané (ETA F-10, Data Science International). Ces capteurs reçoivent et transmettent les 

informations par fréquence radio à une plateforme réceptrice située sous la cage qui, à son tour, 

transmet le signal à un logiciel (Ponemah®, Data Science International). Cette matrice convertit le signal 

analogue en signal digital. Ce système permet l’enregistrement des ECG en continu. 

Avant l’implantation des capteurs de télémétrie, ceux-ci sont stérilisés en amont. Les appareils sont 

immergés pour un temps minimum de 4h dans une solution détergente enzymatique (Tergazyme®, 

Sigma Aldrich) à température ambiante afin d’éliminer tous résidus de tissus issus de souris 

précédemment implantés. Puis les appareils sont rincés à l’eau ultrapure et immergés dans une 

solution stérilisante à froid (Actril®) pour temps minimum de 6h à température ambiante. Une fois les 

capteurs rincés dans une solution saline trois fois, les résidus d’Actril® sont détectés à l’aide de 

bandelettes utilisées pour la détection semi quantitative de l’acide péracétique contenue dans l’Actril®. 

Les capteurs sont ensuite séchés à l’air libre dans un environnement stérile. 

24h avant l’implantation des capteurs, une solution d’antalgique dans l’eau de boisson (Ibuprofène, 0.5 

ml pour 100 ml d’eau, 5 mg/kg) est administrée à des souris mâles et femelles âgées de 4 à 6 mois afin 

de limiter la douleur causée par la chirurgie. L’implantation se fait sous anesthésie générale (2.5% 

d’isoflurane dans 1L/min d’oxygène pour l’induction de l’anesthésie puis 1.5 % d’isoflurane dans 1L/min 

d’oxygène pour le maintien de cette anesthésie). Afin de maintenir une température stable lors de la 

chirurgie, l’animal est placé sur une plaque chauffée en continue à 37°C et sa température corporelle 

est surveillée à l’aide s’une sonde thermomètre rectale. Un gel ophtalmique (Ocrygel®, TVM) est 

appliqué sur les yeux de l’animal afin de limiter l’inconfort oculaire lié à l’anesthésie générale. 
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Après épilation, le capteur de télémétrie (DSI PhysioTel, ETA-F10) stérile est introduit en sous cutané 

après incision de la peau entre les deux scapulas de l’animal. Le capteur est implanté sur la face dorsale 

et deux autres incisions sont réalisées sur la face thoracique de l’animal afin de suturer l’électrode 

négative du capteur au muscle pectoral de l’animal et l’électrode positive à 1 cm de l’appendice 

xiphoïde du sternum par du fil résorbable 7.0 (Figure 34). Les trois incisions cutanées sont ensuite 

suturées par du fil de soie 6.0 et de la bétadine est appliquée afin de désinfecter les cicatrices. La 

procédure chirurgicale dure en moyenne 30-40 minutes par animal. A la fin de la procédure, les 

animaux sont surveillés quotidiennement et une solution d’anti-inflammatoire dans l’eau de boisson 

(Ibuprofène,0.5 ml pour 100 ml d’eau, 5 mg/kg) est administré 24h post-opération. 

 

 

Figure 34-Implantation de capteurs de télémétrie sur souris et exemples de tracés ECG ; à gauche 

implant de télémétrie (Sheath: gaine, Wire: câble, Cap: embout), à droite localisation sous-cutanée des deux 
électrodes (négative sur muscle pectoral et positive à 1cm de l’appendice xiphoïde du sternum) et 
correspondance des traces ECG selon la dérivation du triangle d’Einthoven. (Adapté de McCauley et 
Wehrens,2010 et Steijns et al.,2020) 

Après une période minimale d’une semaine post-chirurgie, les animaux sont placés sur les plateformes 

de télémétrie afin de procéder aux enregistrements ECG. Afin d’étudier les effets de la phosphorylation 

du RyR2-S2030 sur le rythme cardiaque sinusal, le rythme cardiaque est enregistré pendant 24h. Les 

animaux sont soumis à un cycle jour/nuit (12 heures de lumière de 8h-20h et 12 heures sans lumière). 

Les données sont ensuite analysées de sorte de distinguer le rythme cardiaque le jour lors de leur 

période de repos et la nuit lors de leur période d’activité car ce sont des animaux nocturnes. Lors de 

l’analyse, la première heure des périodes jour et nuit n’est pas analysée afin de réduire la variabilité du 

rythme cardiaque lors de leur adaptation jour/nuit. 

La fréquence cardiaque intrinsèque est également enregistrée en inhibant le système nerveux 

autonome par inhibition simultanée du système parasympathique par injection d’atropine (2 mg/kg, 
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intra-péritonéal), un inhibiteur compétitif des récepteurs muscariniques, et par inhibition du système 

sympathique par injection de propranolol (2 mg/kg, intra-péritonéal), un antagoniste β-adrénergique 

non cardiosélectif. 

Afin d’étudier le rôle de la phosphorylation du RyR2-S2030 sur la réponse β-adrénergique, les animaux 

sont soumis à une stimulation sympathique par injection d’Isoprénaline (ISO) (2 mg/kg, intra-

péritonéal), un agoniste β-adrénergique non-sélectif. Afin de déterminer si la phosphorylation du RyR2-

S2030 favoriserait les arythmies et celles-ci étant difficile à induire avec l’ISO dans ces modèles, une 

injection intra-péritonéale d’épinéphrine (2mg/kg) et de caféine (120 mg/kg) est administrée. Avant 

chaque nouveau protocole, les animaux sont soumis à un temps de repos minimum de 48h afin 

d’éliminer tout agent pharmacologique précédemment injecté et ainsi réduire toute possibilité 

d’interactions pharmacologiques. Chaque administration d’agent pharmacologique est précédée d’un 

enregistrement de l’ECG basal pendant 1h suivie d’un enregistrement continue post-injection de 

minimum deux heures.  

III.2 Analyse des tracés ECG 

 

Figure 35-Tracé représentatif d'un ECG de souris WT en condition basale avec les intervalles PR, RR, 
QRS et QT  

L’activité électrique déclenchée par le nœud sinusal se propage dans les oreillettes droites et gauches 

et induit la dépolarisation atriale représentée par l’onde P (Figure 35). Cette activité se propage ensuite 

vers le nœud atrio-ventriculaire puis vers les ventricules. L’intervalle PR représente ainsi la durée entre 

le début de la dépolarisation atriale et la dépolarisation ventriculaire. Cette dépolarisation des 

ventricules est représentée par le complexe QRS. Enfin, la repolarisation des ventricules est 

représentée par l’onde T. La fréquence cardiaque (en battements par minutes), les intervalles RR, PR et 
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QT (en ms) sont mesurées avec le logiciel ecgAUTO (EMKA technologies). Les effets des agents 

pharmacologiques ont été quantifiés sur l’effet maximal en supprimant le stress lié à la présence de 

l’expérimentateur ou à l’injection (environ 5 minutes après l’injection). 

IV. Exploration fonctionnelle ex vivo des modèles WT, S2030A et 

S2030D 
 

IV.1 Dissection du nœud sinusal 
 

Les souris mâles et femelles âgées de 4 à 8 mois sont anesthésiées par injection i.p de Dolethal 

(pentobarbital,100 mg/kg) et de 50U/ml d’héparine pour empêcher la formation de caillots sanguins. 

Après perte de conscience de l’animal et vérification de réponse aux réflexes, le cœur est rapidement 

prélevé et placé dans une solution de Tyrode (mM) à 37°C : NaCl 140, KCl 5.4, CaCl2.H2O 1,0, MgCl2 

6H20 1.0, HEPES 5, D-glucose 5.5, pH 7.4. La solution de Tyrode est largement utilisée et décrite comme 

un milieu reproduisant les conditions extracellulaires et intracellulaires afin de mimer la composition 

ionique et le pH du sang. Le cœur est ensuite placé en position postérieure dans une boîte de pétri à 

fond siliconé fait maison. Après dissection des ventricules, l’ouverture par incision de l’oreillette droite 

et des veines caves supérieure et inférieure permettent de mettre en évidence le nœud sinusal (Figure 

36). Le nœud sinusal est identifié comme un tissu transparent et fin délimité par la crista terminalis et 

les veines caves. Le nœud sinusal est ensuite nettoyé d’éventuels tissus adipeux afin de mieux visualiser 

les cellules en microscopie confocale ou de mieux enregistrer l’activité électrique car les tissus adipeux 

sont des isolants électriques. 519Pendant toute la procédure, le tissu est régulièrement irrigué avec une 

solution de Tyrode préalablement chauffé à 37°C afin de maintenir le tissu fonctionnel et battant. Le 

tissu est ensuite placé dans une chambre optique à fond de verre pour les expériences de microscopie 

confocale. 
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Figure 36-Photo du nœud sino-atrial de souris. OD : oreillette droite ; OG : oreillette gauche ; NSA : nœud 

sino-atrial ; VCS : veine cave supérieur ; VCI : veine cave inférieur 

IV.2 Etude de la dynamique calcique dans le NSA par microscopie confocale  
 

Afin d’étudier la dynamique calcique dans les cellules du NSA, le NSA est isolé et chargé à l’aide d’une 

sonde fluorescente calcique Fluo-4-AM (ThermoFischer Scientific) sensible aux ions Ca 2+ et utilisé afin 

de visualiser les variations intracellulaires de Ca 2+ dans la cellule. Le complexe acétoxymethyl ester 

(AM) de cette sonde permet au Fluo-4 de traverser la membrane cellulaire. Une fois à l’intérieur, les 

estérases clivent ce complexe AM et libère le Fluo-4. Une fois le Ca2+ lié au Fluo-4, la sonde devient 

fluorescente à une longueur d’onde d’excitation de 488 nm et émet de la fluorescence à une longueur 

d’onde d’émission entre 500 et 650 nm. Le nœud isolé est ainsi chargé avec du Fluo-4-AM dilué dans 

du DMSO et 20% d’acide pluronique à une concentration de 20 µM dans du Tyrode. L’acide pluronique 

permet de limiter l’agrégation du Fluo-4-AM et de mieux faciliter sa perméabilisation dans la cellule. 

Après incubation pendant 1h sous 37°C, le tissu est placé dans une solution de Tyrode (sans Fluo-4-

AM) avec 5µM de Blebbistatine (Sigma), un inhibiteur de myosine afin de limiter la contraction du tissu 

et améliorer l’acquisition des images.  Les variations calciques intracellulaires sont acquises par 

microscopie confocale. 

La microscopie confocale est un type de microscopie à fluorescence utilisant un laser pour exciter les 

fluorophores utilisés pour l’imagerie des cellules ou tissus. Le principe général de la microscopie 

confocale a été proposé par Minsky (1957). Il s’agit de diriger un faisceau laser sur un point précis (point 

focal) de l’échantillon à l’aide d’un microscope à épifluorescence. Dans ce système, la source lumineuse 

d’excitation provient d’un laser (Hélium-Néon ou Argon) et est dirigée sur un point précis de 

l’échantillon. Cependant, le trajet du faisceau laser dans l’échantillon génère de la fluorescence en 

dehors du plan focal. Pour éliminer cette fluorescence parasite, une ouverture de filtrage appelée 
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pinhole (« diaphragme ») est placé en amont du détecteur et ne laisse passer que la lumière en 

provenance du point focal. Ainsi, seule la fluorescence du plan focal est captée par le détecteur. (Figure 

37) 

 

Figure 37-Schéma illustrant le principe d'un microscope confocal à balayage laser. La source laser est 

condensée par l’intermédiaire d’une première lentille, d’un miroir dichroïque et de l’objectif en un point focal. La 

fluorescence émise par l’échantillon est ensuite recueillie par un photomultiplicateur et la présence d’une 

ouverture de filtrage (pinhole) élimine la fluorescence parasite.  

Ces images considérées comme des « coupes optiques » peuvent être obtenues à différents niveaux 

dans l’épaisseur d’un échantillon. L'élément unitaire de l'image confocale est ainsi représenté par le 

"voxel" (équivalent du pixel en 3D) ; la taille du voxel (X, Y, Z) définit la résolution spatiale de l'image 

plan (X, Y) et son épaisseur (Z).  

Un microscope confocale (Leica SP5 et ZEISS) équipé d’un miroir à vitesse de balayage résonant (8000 

Hertz) et d’un laser à lumière blanche fixée à une longueur d’onde d’excitation de 500 nm sont utilisés 

afin d’acquérir des images des cellules du NSA. Les images des cellules du NSA sont acquises par mode 

« line scan », c’est-à-dire une ligne de la cellule au cours du temps pendant 20s, en condition basale 

puis pendant la perfusion d’ISO 20 nM. Les acquisitions en mode « Line scan » permettent d’enregistrer 

les variations de Ca2+ intracellulaires (transitoires, sparks et waves calciques) et de déterminer leurs 

paramètres caractéristiques. Ces acquisitions se déroulent sous température régulée de 36°C (35-

37°C). 
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IV.3 Analyse de la dynamique calcique dans le NSA  
 

 

Figure 38- Mesure des caractéristiques des transitoires calciques des cellules sinusales ; Au-dessus de l’image 
illustrant des transitoires calciques enregistrés sur cellules sinusales se trouve le rapport de fluorescence F/F0 de 
ces transitoires et l’illustration des mesures des caractéristiques des transitoires ; l’amplitude (en orange), le 
temps au pic (en rouge), le cycle length (en bleu foncé), la durée à 50% du pic (D50) (en vert) et le temps de 
décroissance du transitoire (Decay time) (en bleu clair).  

Les images acquises sont ensuite quantifiées via le logiciel IDL à l’aide de programmes élaborées par 

Ana M Gomez puis les données sont traitées via Origin (version). Les caractéristiques suivantes des 

transitoires sont quantifiées (Figure 38) ; le cycle length (CL, durée entre deux pics de transitoires 

calciques spontanées, en ms) représentant la fréquence de battement du NSA ; le pic du transitoire dit 

amplitude F/F0 (rapport entre F maximale la fluorescence du signal et F0 la fluorescence sur la période 

diastolique) correspondant à la libération de Ca2+ globale dans la cellule ; le temps au pic (ms) ; la durée 

à 50% du pic (D50, en ms). Le temps de décroissance du transitoire (decay time, en ms) est également 

mesuré par ajustement à une fonction exponentielle simple et correspond au retour à l’homéostasie 

calcique par extrusion du Ca2+ hors de la cellule par NCX et recapture calcique vers le RS par SERCA2A 

entres autres.  
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Figure 39- Mesure des caractéristiques des Ca2+ sparks ; En haut se trouve une image enregistrée par microcopie 
confocale illustrant un Ca2+ spark. A droite de l’image est représenté le profil de fluorescence du Ca2+ spark et la 
largeur maximale à 50 % du pic (W50). En dessous de l’image se trouve le même profil de fluorescence et les 
mesures de l’amplitude (peak), du temps au pic en rouge (Time to peak) et de la durée maximale à 50% du pic en 
vert (D50) (Images issues de la thèse de Y. WANG, 2016 « Ca2+ handling in a mice model of Catecholaminergic 
Polymorphic Ventricular Tachycardia, 2016) 

Les libérations spontanées diastoliques nommées « Ca2+ sparks » sont également enregistrées et les 

paramètres suivants sont quantifiés (Figure 39) ; la fréquence de sparks (nombre de sparks/s/100µm) 

représentant une estimation de la probabilité d’ouverture de RyR2 ; la largeur maximale à 50% du pic 

(W50, µm) ; le temps au pic (ms) et la durée maximale à 50% du pic (D50, en ms). 

V. Méthodes de biologie et biochimie moléculaire 
 

V.1 Mesure du taux d’expression des protéines des modèles WT, S2030A et S2030D  
 

Afin de mesurer les taux d’expression des protéines d’intérêt, celles-ci sont extraites à partir des NSA 

et des ventricules des souris mâles et femelles âgées entre 4 à 6 mois puis quantifiées par technique 

de Western Blot. Les tissus sont prélevés et incubées soit en condition basale (avec seulement du 

Tyrode) soit en présence d’un agoniste β-adrénergique (ISO 20 nM pour le NSA et 100 nM pour les 

ventricules) afin de déterminer si les mutations sur le RyR2 altèrent l’expression des protéines d’intérêt 

lors de la réponse β-adrénergique. Les tissus sont homogénéisés dans un tampon de lyse RIPA 

(RadioImmunoPrecipitation Assay) afin de faciliter l’extraction des protéines et à empêcher la 

dégradation de celles-ci. Ce tampon de lyse est composé de Tris HCl Ph8, NaCl, NP-40 (Nonidet P-40), 

SDS (Sodium Dodecylsulfate), DOC (acide sodium deoxycholate), EDTA, d’inhibiteurs de phosphatases 

et de protéases (Tableau 8). 
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Tableau 8-Composition du tampon de lyse RIPA 

  Ci Cf 
Volume final 

1mL 
Volume final 

5 mL 

Tris HCl pH 8 1M 50mM 50µL 250µL 

NaCl 3M 150mM 50µL 250µL 

Inhibiteur de protéases 100X 
Cocktail Set V, EDTA-Free – 

Calbiochem n°539137, MERCK 
1/100 dilution                                     10 uL                50uL 

Inhibiteur de phosphatases100X 
Cocktail inhibiteur de phosphatase 
Halt™, ThermoFischer Scientific 

1/100 dilution                                     10 uL               50 uL 

NP40 100% 1% 10µL 50µL 

DOC (Sodium deoxycholate 
acid) 10% 0,50% 50µL 250µL 

SDS 10% 0,10% 10µL 50µL 

EDTA 0.5 M 2 mM 4 uL 20 uL 

H2O     
 

851 µL  4070 mL 
     
     

 

Le Tris HCl permet de mimer les conditions extracellulaires et intracellulaires et de maintenir la stabilité 

des protéines. Le NaCl contribue aux propriétés ioniques du milieu, facilite la dissolution des 

membranes at ainsi à l’extraction protéique. Les inhibiteurs de phosphatases et de protéases sont 

utilisés afin d'empêcher la dégradation des protéines et notamment la déphosphorylation du RyR2 par 

les phosphoprotéines des sérines / thréonines phosphatases ainsi que les protéines tyrosines 

phosphatases (PTP) lors de la lyse protéique. Le cocktail d’inhibiteurs de phosphatases contient un 

mélange de quatre inhibiteurs à spécificité large, dont le fluorure de sodium, l’orthovanadate de 

sodium, le pyrophosphate de sodium et le bêta-glycérophosphate. Le NP-40 et le DOC sont des 

détergents non ioniques qui permettent d’isoler les protéines membranaires et de les solubiliser 

notamment en dissolvant les lipides de la membrane plasmique. Le SDS est un détergent ionique qui 

rompt les liaisons non covalentes des protéines facilitant ainsi leur dénaturation. L’EDTA est un 

chélateur de cations qui réduit l’hydrolyse des protéines. 

Les tissus sont placés dans des tubes de Bertin avec des billes et du tampon de lyse (50-75 µL pour 

chaque échantillon) et homogénéisés dans un appareil de Bertin (programme à 6500 rpm, 2*10 

secs,4°C) puis centrifugés à 4°C, 3000 rpm pendant 1 minute.  

La concentration des protéines totales des échantillons est mesuré par un dosage colorimétrique basé 

sur l’acide bicinchoninique ou BCA (bicinchoninic acid assay) (Kit de dosage protéique Pierce™ BCA 

(#23225), Thermo Fisher Scientific™). En milieu alcalin, les protéines contenant trois résidus d’acides 

aminés ou plus réduisent les ions Cuivres 2+ en ions Cuivre + au niveau des liaisons peptidiques (réaction 

de biuret) et conduisent à la formation d’un complexe de couleur bleu pâle. L’acide bicinchoninique 
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possède la propriété de lier les ions Cu+, la liaison de deux molécules de BCA à un ion Cu+ va alors 

former un complexe de couleur pourpre à haute température (37 à 60°C) ayant une absorbance à 562 

nm. L’absorbance lue par spectrophotométrie est alors proportionnelle à la quantité de protéines 

présentes dans les échantillons. La concentration exacte est finalement déterminée par rapport à une 

gamme de dilution en duplicata utilisant du sérum d’albumine bovine (BSA) à différentes 

concentrations (0 / 1.25 / 2.5 / 5 / 10 / 15 / 20 µg de BSA). Chaque échantillon (2 µL) est dilué dans 98 

µL d’eau ultrapure et 100 µL de BCA. Les échantillons sont faits en triplicata. La plaque d’échantillons 

est ensuite couverte de papier aluminium, incubée à 60 °C pendant 20-30 minutes puis placée dans un 

spectrophotomètre pour lecture et quantification des échantillons. Une droite est tracée en prenant 

en compte l’absorbance de chaque concentration de la gamme en ordonnée et leur concentration en 

abscisse. Puis, via l’équation de la droite, la concentration de chaque échantillon est obtenue grâce à 

l’absorbance mesurée pour chacun. Une concentration comprise entre 10-20 µg de protéines est 

utilisée pour quantifier l’expression de nos protéines d’intérêt par technique de western blot. 

Cette technique permet la séparation de protéines selon leur poids moléculaire et est constituée de 

différentes étapes ; la migration des protéines par électrophorèse, le transfert des protéines sur une 

membrane et enfin la révélation des protéines après marquage par des anticorps spécifiques. Les 

échantillons sont préparés dans un tampon dénaturant composée de LDS (Lithium dodecylsulfate) et 

de β-mercaptoéthanol permettant la dénaturation des protéines par coupure des ponts disulfures. De 

plus, les anions du LDS confèrent à la protéine une charge négative proportionnelle à la taille et 

permettant ainsi la séparation de ces protéines par électrophorèse. Le tampon de LDS est notamment 

composé de bleu de Coomassie G250 et du rouge phénol, des colorants permettant de suivre la 

migration des protéines, et du glycérol afin d’augmenter la densité de l’échantillon et faciliter son dépôt 

dans le gel d’électrophorèse. Afin de faciliter la dénaturation des protéines, les échantillons peuvent 

être chauffés. Cependant, la température et sa durée dépendent de la nature de la protéine. Le 

marquage du RyR2 et des sites de phosphorylations ne nécessitent pas de dénaturation par chaleur 

des échantillons car la chaleur perturbe la structure tridimensionnelle du RyR2 et altère sa fonction. Le 

marquage de NCX, SERCA2A et PKA nécessite une dénaturation des protéines à 37°C pendant 10 

minutes. 

Les échantillons sont ensuite déposés dans un gel d’électrophorèse pré-moulé de polyacrilamide 

immergé dans un tampon de migration adapté selon le type protéines marqué (NuPAGE™ 3 à 8 % 

d’acrylamide dans un tampon de migration Tris-acétate ou Novex™ WedgeWell™ 4 à 20 % d’acrylamide 

dans un tampon de migration Tris-Glycine). Un marqueur de poids moléculaire migre en même temps 

que les échantillons (PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa, Thermo Fisher 

Scientific™) et sert de référence pour déterminer la taille des protéines d’intérêts. Les protéines 
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migrent sous l’action d’un champ électrique de 100 volts (V) pendant deux heures. A l’issue de cette 

migration, les protéines présentes dans le gel sont transférées sur une membrane de PVDF 

(Polyfluorure de vinylidène) (iBlot™ 2 PVDF Mini Stacks référence IB24002, Invitrogen™, Thermo Fisher 

Scientific™). Cette étape de transfert consiste à l’application d’un courant électrique afin que les 

protéines du gel se lient à la membrane par des interactions hydrophobes. Le transfert est effectué à 

l’aide d’un système de transfert à sec (Dispositif de transfert de gel iBlot™ 2 Invitrogen™, Thermo Fisher 

Scientific™) en 7 minutes sous l’action d’un champ électrique de 20 V (1 min), 23 V (4 min) et 25 V (2 

min). Pour vérifier le bon transfert des protéines vers la membrane et pour normaliser l’expression des 

protéines d’intérêt en fonction de la quantité déposée, une coloration est réalisée pour marquer 

transitoirement toutes les protéines présentes sur la membrane avec un agent fluorescent à 700 nm 

(Revert™ 700 Total Protein Stain, Li-Cor®). Cet agent fluorescent peut ensuite être détecté à l'aide d'un 

système d'imagerie de fluorescence proche de l'infrarouge. La membrane est ensuite rincée dans de 

l’eau ultrapure puis saturée pendant 1 heure à température ambiante sous agitation lente dans une 

solution contenant 5% de BSA ou de lait écrémé en poudre, selon la protéine d’intérêt, et dans du 

tampon TBS (Tris Buffered Saline 1X) -Tween 20 (0.1%). En effet, on évitera de saturer les membranes 

de marquage des sites de phosphorylation du RyR2 avec du lait afin d’éviter toutes interactions avec la 

caséine kinase. 520 Le Tween 20 agit comme un détergent limitant les interactions protéines-protéines 

non spécifiques. La membrane est ensuite incubée en présence d’anticorps primaires (Tableau 9) 

dirigés contre la protéine d’intérêt, préalablement dilués dans le même tampon de saturation utilisée, 

pendant la nuit à 4°C sous agitation lente puis rincée avec du tampon TBS-T et incubée avec l’anticorps 

secondaire pendant 1h à température ambiante sous agitation lente. 

Tableau 9-Liste des anticorps primaires et secondaires en western blot 

Anticorps 

primaires 

Hôte Référence Dilution 

RyR2 total Souris MA3-916 1/1000 (3% BSA) 

RyR2 P-Ser2808 Lapin A010-30AP 1/2000 (3% BSA) 

RyR2 P-Ser2814 Lapin A010-31AP 1/2000 (3% BSA) 

RyR2 P-Ser2030 Lapin A010-32AP 1/1000 (3% BSA) 

SPEG Lapin Sino biological 12472-

T16 

1/500 (3% lait) 

NCX Souris Swant, R3F1 1/1000 (3% lait) 

SERCA2A Souris SC-376235, Santa Cruz 1/1000 (3% lait) 
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Anticorps 

secondaires 

Hôte Référence Dilution 

IgG anti-lapin Chèvre  31460 Invitrogen 1/30 000 

IgG anti-souris Chèvre 31430 Invitrogen 1/30 000 

 

 L’immunodétection indirecte est basée sur l'utilisation successive de deux anticorps : le premier 

anticorps primaire reconnait spécifiquement la protéine d’intérêt via sa partie variable (Fab). Le second 

anticorps secondaire est lui dirigé contre la partie constante (Fc) de l’anticorps primaire. C’est 

notamment l’anticorps secondaire qui nous permet de visualiser notre protéine d’intérêt car il est 

couplé à une enzyme HRP (Horseradish peroxidase) qui produit une réaction lorsque le substrat 

adéquat est ajouté. Les protéines d’intérêt sont alors révélées après incubation des membranes avec 

un substrat de la HRP (contenant du peroxyde d’hydrogène (H2O2) et du luminol) ; Kit SuperSignal™ 

West Pico Thermo Fisher Scientific™ pour des protéines exprimées de l’ordre du femtogramme élevé, 

Kit SuperSignal™ West Dura Thermo Fisher Scientific™ pour des protéines de l’ordre du femtogramme 

moyen et Kit SuperSignal™ West Femto Thermo Fisher Scientific™ pour des protéines de l’ordre du 

femtogramme faible). Après 5 minutes d’incubation à température ambiante, le substrat oxydé par la 

peroxydase émet ainsi un signal lumineux (réaction de chimioluminescence) proportionnel à la 

quantité de protéines, qui est détecté par un imageur numérique (iBright™ FL1000 Imaging System 

Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific™). Afin de visualiser d’autres protéines d’intérêt sur la même 

membrane, celle-ci est incubée avec un tampon de déshybridation (Restore™ PLUS Western Blot 

Stripping Buffer, Thermo Fisher) pendant 10 minutes à température ambiante puis saturée et incuber 

avec les anticorps primaires et secondaires comme décrit précédemment. Ce tampon de 

déshybridation permet de retirer les anticorps secondaires et primaires fixés aux membranes. Les 

images sont ensuite analysées avec le logiciel Image J et les données sont traité sur OriginPro. 

V.2 Mesure de l’activité du RyR2 par technique de Radiobinding assay des modèles WT, 

S2030A et S2030D 
 

La technique de Radiobinding assay permet d’étudier les interactions entre le RyR2 et différents ligands, 

notamment la ryanodine en fonction des concentrations en Ca2+. Cette méthode a été décrite pour la 

première fois dans les années 60 afin de caractériser les récepteurs hormonaux. Un ligand est marqué 

avec un isotope radioactif qui est ensuite incubé avec l’échantillon contenant le récepteur cible. Les 

complexes formés entre le ligand et la cible sont séparés des ligands non liés par filtration et la 

radioactivité des complexes liés est mesurée à l’aide d’un scintillateur. L’intensité de la radioactivité est 

ensuite quantifiée et est proportionnelle à la quantité de cible présente dans l’échantillon. Les données 
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obtenues permettent la caractérisation de paramètres cinétiques et dynamiques tels que la constante 

de dissociation (Kd) et la capacité de liaison maximale (Bmax). 

Afin d’étudier la sensibilité du RyR2 au Ca2+, je mesure les propriétés d’affinité de la ryanodine au RyR2 

à partir d’homogénats de cœurs entiers en couplant la ryanodine (ligand naturel du RyR2) avec du 

tritium radioactif (H3). La ryanodine tritiée se lie au RyR2 ouvert, et l’ouverture de ces récepteurs 

dépend de la concentration en Ca2+ présent dans le milieu. Plus il y a de Ca2+ dans la solution, plus les 

récepteurs s’ouvrent et se lient à la ryanodine. En effet, l’affinité est mesurée par la capacité de liaison 

de la ryanodine au RyR2 en fonction des concentrations en Ca2+. Lorsque la concentration en Ca2+ est 

élevée, la ryanodine atteint sa capacité de liaison maximale (Bmax) lorsque le RyR2 ne peut plus s’ouvrir 

davantage.  

 Afin de mesurer la sensibilité du RyR2 au Ca2+, la capacité de liaison de la ryanodine tritiée au RyR2 est 

normalisée par les valeurs obtenues lorsque la ryanodine atteint sa capacité de liaison maximale 

(Bmax) au RyR2. Les données sont ajustées à une fonction (Hill1) afin de calculer la concentration 

d’efficacité médiane (EC50) nécessaire pour que la ryanodine se fixe sur le RyR2. 

Des souris mâles et femelles âgées entre 4 à 6 mois sont euthanasiées par dislocation cervicale et les 

cœurs entiers sont prélevés et homogénéisés dans une solution saline contenant des inhibiteurs de 

protéases et de phosphatases (fluorure de sodium, l’orthovanadate de sodium, le pyrophosphate de 

sodium et le β-glycérophosphate) utilisés afin d'empêcher la dégradation des protéines et notamment 

la déphosphorylation du RyR2 par les phosphoprotéines des sérines / thréonines phosphatases ainsi 

que les protéines tyrosines phosphatases (PTP) lors de la lyse protéique. Les homogénats sont ensuite 

centrifugés à 4°C pendant 3 minutes à 3000 rpm puis le surnageant est récupéré et conservé à -80°C. 

Les concentrations protéiques sont quantifiées par la technique de dosage de Bradford. Cette méthode 

de dosage colorimétrique repose sur la capacité du bleu de Coomassie G-250 à se lier spécifiquement 

aux protéines entrainant un changement de couleur proportionnel à la concentration en protéines de 

l’échantillon. Le bleu de Coomassie est un colorant anionique qui se lie principalement aux résidus 

d’acides aminés basiques (arginine, histidine et lysine) des protéines et qui absorbe à une longueur 

d’onde spécifique de 595 nm. L’absorbance lue par spectrophotométrie est alors proportionnelle à la 

quantité de protéines présentes dans les échantillons. La concentration exacte est finalement 

déterminée par rapport à une gamme de dilution en triplicata utilisant du sérum d’albumine bovine 

(BSA) à différentes concentrations (0 / 2 / 5 / 10 / 15 / 20 µg de BSA). Chaque échantillon (1 µL) est 

dilué dans 198 µL d’eau ultrapure et 200 µL de colorant de Bradford. Les échantillons sont réalisés en 

triplicata. La plaque d’échantillons est ensuite placée dans un spectrophotomètre pour lecture et 

quantification des échantillons. Une droite est tracée en prenant en compte l’absorbance de chaque 
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concentration de la gamme en ordonnée et leur concentration en abscisse. Puis, via l’équation de la 

droite, la concentration de chaque échantillon est obtenue grâce à l’absorbance mesurée pour chacun. 

Les volumes d’échantillons incorporés sont calculés pour 100 µg de protéines par tube.  

Afin de mesurer l’affinité maximale du RyR2 a la ryanodine, les échantillons sont incubés avec des 

tampons contenant du KCl 1M, Na-HEPES 20 mM pH 7.4, 16 nM de [3H] ryanodine (NET950, 

PerkinElmer) et CaCl2 10 µM. Afin de mesurer la sensibilité du RyR2 au Ca2+, les échantillons sont 

incubés avec des tampons contenant du KCl 0.2 M, Na-HEPES 20 mM pH 7.4, 6.5 nM de [3H] ryanodine 

(NET950, PerkinElmer), 1 mM EGTA et différentes concentrations de CaCl2 entre 100 nM à 100 mΜ. Le 

ratio Ca2+/EGTA dans ces solutions est calculé par le logiciel MaxChelator (WEBMAXCLITE v1.15; 

Temperature = 37 °C, pH = 7.4, Ionic = 0.2 N). Les échantillons sont ensuite incubés pendant 2h à 37°C 

puis filtrés à l’aide de papier filtrant (Whatman GF/B) et rincés trois fois à l’eau distillée dans un 

collecteur (Brandel M24-R). Les liaisons non spécifiques du RyR2 sont déterminés en présence de 20 

μM de ryanodine non tritiée (ALX- 630-062-M005, Enzo Biosciences). Les liaisons entre la [3H] 

ryanodine et le RyR2 sont quantifiées à l’aide d’un compteur à scintillation liquide (Beckman LS6500) 

en présence d’un liquide de scintillation (Bio Safe II counting cocktail 111195, RPI Research). 

Les résultats obtenus sont ensuite normalisés par les niveaux d’expression de RyR2 obtenus par 

technique de western blot à partir des mêmes échantillons utilisés à partir d’homogénats de cœurs 

entiers décrit précédemment. Les données recueillis sont ensuite traitées sur Origin Lab. 

VI. Etude de l’effet de S2030 dans un modèle arythmique 
 

Après avoir étudié le rôle de S2030 dans le rythme cardiaque et notamment au sein du nœud sinusal, 

nous nous sommes intéressés au rôle de la phosphorylation de S2030 dans un modèle d’arythmie 

ventriculaire. En effet, les cardiomyocytes ventriculaires isolés de souris S2030A présentent moins de 

libérations diastoliques spontanées sous forme de Ca2+ sparks et Ca2+ waves que les souris WT lors d’une 

réponse β-adrénergique. 473 Ces résultats suggèrent ainsi que la phosphorylation de S2030 module la 

réponse β-adrénergique et que sa réduction pourrait potentiellement réduire les libérations 

diastoliques spontanées de Ca2+ et protéger les modèles CPVT de la survenue d’arythmies 

ventriculaires. 

Dans le cadre d’une collaboration avec l’équipe du Dr. Ernst Niggli et Dr. Marcel Egger à l’université de 

Berne en Suisse, nous nous sommes intéressés à l’effet de la phosphorylation du RyR2 sur S2030 dans 

un modèle murin exprimant une mutation responsable de CPVT (RyR2 R420Q). Le modèle utilisé (Souris 

RyR2 R420Q/S2030A) est issu du croisement des souris S2030A avec les souris CPVT RyR2 R420Q et ce modèle 

est comparé avec les souris CPVT RyR2 R420Q. 
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 L’objectif est de caractériser la dynamique calcique des cardiomyocytes ventriculaires isolés de ces 

modèles lors de la réponse β-adrénergique et de déterminer si la réduction de la phosphorylation de 

S2030 pourrait potentiellement réduire les libérations diastoliques spontanées calciques pro-

arythmogènes des modèles CPVT RyR2 R420Q. 

VI.1 Isolement des cardiomyocytes ventriculaires des souris RyR2R420Q et 

RyR2R420Q/S2030A 

 

Les souris mâles âgées de 4 à 6 mois sont injectées avec de l’héparine (400U/ml) 15 minutes avant la 

dislocation cervicale pour empêcher la formation de caillots sanguins. Le cœur est rapidement prélevé 

et placé dans une solution de Tyrode sans Chlorure de Ca2+ (CaCl2) (mM) à 4°C : NaCl 140, KCl 5.4, MgCl2 

6H20 1.1, HEPES 10, NaH2PO4 1, D-glucose 10, pH 7.4. Le cœur est ensuite nettoyé puis canulé par 

l’aorte descendante sur un système de perfusion selon la méthode de Langendorff par gravité. Dans un 

premier temps, l’organe isolé est perfusé par du Tyrode maintenue à 37°C afin d’éliminer tout résidues 

de sang. Ensuite, la digestion enzymatique du cœur est obtenue par perfusion d’une solution composée 

de protéase XIV (Sigma, P5147-1G, 160U/ml) et de collagénase II (Worthington LS004177, 0.21 U/ml) 

diluée dans du Tyrode dépourvue de CaCl2 pendant environ 10 minutes à 37°C, jusqu’à accélération du 

débit, traduisant de la digestion de la valve aortique. Une fois le cœur digéré, seuls les ventricules sont 

récupérés et découpés manuellement dans une solution de Tyrode dépourvue de CaCl2. Les cellules 

sont ensuite dispersées par agitation mécanique douce pendant 3 minutes. La suspension cellulaire est 

ensuite filtrée sur un filtre de nylon de 100 µm. Enfin, le Ca2+ est réintroduit de manière progressive 

dans le milieu afin de reproduire les conditions calciques physiologiques (1.8 mM CaCl2) et éviter des 

dommages cellulaires dû au paradoxe calcique. Le paradoxe calcique se traduit par une hyper-

contracture des cardiomyocytes dû à une transition brusque des concentrations extracellulaires de 0 à 

1.8 mM CaCl2 sans concentration intermédiaire via l’influx massif de Ca2+ dans les cellules par NCX. 

VI.2 Etude de la dynamique calcique des souris RyR2 R420Q et RyR2 R420Q/S2030A 

 

Afin d’étudier la dynamique calcique des cardiomyocytes ventriculaires isolés, celles-ci sont chargées 

avec une sonde fluorescente calcique Fluo-3-AM (F1242, Invitrogen) sensible aux ions Ca 2+ et utilisé 

afin de visualiser les variations intracellulaires de Ca 2+ dans la cellule. Le complexe acétoxymethyl ester 

(AM) de cette sonde permet au Fluo-3 de traverser la membrane cellulaire. Une fois à l’intérieur, les 

estérases clivent ce complexe AM et libère le Fluo-3 qui a des propriétés fluorescentes lors de sa liaison 

réversible au Ca2+. Le complexe Fluo3-Ca2+ devient fluorescent à une longueur d’onde avec un pic 

d’excitation de 500 nm et émet de la fluorescence à une longueur d’onde d’émission entre 510 et 700 

nm. Les cardiomyocytes sont ainsi chargés avec du Fluo-3-AM dilué dans du DMSO et 20% d’acide 



 

109 
 

pluronique à une concentration de 5 µM dans du Tyrode pendant 30 minutes à température ambiante. 

L’acide pluronique permet de limiter l’agrégation du Fluo-3-AM et de mieux faciliter sa perméabilisation 

dans la cellule.  

Les variations calciques intracellulaires sont visualisées par microscopie confocale (OLYMPUS) en 

condition basale (Tyrode) et en condition β-adrénergique (ISO 100 nM). Les principes de cette 

technique sont décrits précédemment en section Chapitre 2 IV.2. Les images sont acquises par mode 

« line scan », c’est-à-dire en coupe longitudinale de la cellule. Les cellules sont déposées dans une 

chambre reliée à un stimulateur électrique. Un système de perfusion, placé à proximité des cellules, 

permet le changement de milieu. Les cardiomyocytes ventriculaires sont perfusés en continu avec la 

solution de Tyrode (mM) ; NaCl 140, KCl 5.4, CaCl2.6H2O 1,8, MgCl2 6H20 1.2, HEPES 10, D-glucose 10, 

pH 7.4, puis stimulés électriquement à une fréquence de 2 Hz (amplitude de 50 V, durée 5s) afin 

d’enregistrer les transitoires calciques (Figure 40). Une période de non-stimulation d’environ 30s nous 

permet d’enregistrer les libérations diastoliques spontanées des cardiomyocytes tels que les Ca2+ waves 

pouvant favoriser la survenue d’arythmies ventriculaires. 

 

Figure 40- Protocole utilisé pour l’étude de la dynamique calcique des cardiomyocytes ventriculaires des souris 
RyR2R420Q et RyR2R420Q/S2030A ; Les cardiomyocytes ventriculaires sont stimulés électriquement à une fréquence de 
2 Hz (amplitude de 50 V, durée 5s) afin d’enregistrer les transitoires calciques. Une période de non-stimulation 
d’environ 30s nous permet d’enregistrer les libérations diastoliques spontanées des cardiomyocytes tels que les 
Ca2+ waves pouvant favoriser la survenue d’arythmies ventriculaires. Afin de mesurer la charge calcique du RS, 
une solution de caféine (20 mM) est rapidement perfusée à la fin de la période de non-stimulation. 
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Figure 41-Représentation des libérations de Ca2+  dans les cardiomyocytes ventriculaires ; (gauche) Line scan 
(coupe longitudinale représenté par une flèche rouge) par microscopie confocale d’un cardiomyocyte 
ventriculaire isolé (souris adulte) couplé à une sonde fluorescente calcique Fluo3AM illustrant un transitoire 
calcique après stimulation électrique de 1 Hz ; (droite) Images en fonction du temps d’un cardiomyocyte 
ventriculaire isolé de souris adulte, couplé à une sonde fluorescente calcique présentant des vagues calciques 
visualisées par microscopie confocale (capturés toutes les 100 ms). L’échelle colorimétrique correspond au niveau 
de fluorescence du Ca2+ intracellulaire. 

Afin de mesurer la charge calcique du RS, une solution de caféine (20 mM) est rapidement perfusée 

aux cardiomyocytes à la fin de cette période de non-stimulation (Figure 40). La caféine permet de 

maintenir les RyR2 à l’état ouvert et ainsi vider le contenu en Ca2+ du RS des cellules. Cette mesure de 

la charge calcique nous permet ainsi d’étudier indirectement l’activité de SERCA2A et sa capacité à 

recapter du Ca2+ vers le RS. Cette libération de Ca2+ est visualisée par une augmentation rapide de la 

fluorescence émise par le Fluo3. Un retour à la fluorescence basal sera ensuite observé toujours en 

présence de caféine due à l’expulsion du Ca2+ hors de la cellule via l’échangeur NCX.  

Le rapport entre l’amplitude du transitoire calcique évoqué par stimulation électrique et l’amplitude 

de la charge calcique du RS évoqué par la caféine permet d’estimer la libération fractionnaire de Ca2+ 

libérée par le RyR2. Cette libération fractionnaire permet ainsi d’évaluer l’effet des mutations sur 

l’activité du RyR2 et de mieux comprendre les dysfonctionnements associés aux pathologies cardiaques 

et notamment la CPVT. 

Les images acquises sont ensuite traitées via le logiciel MATLAB à l’aide de programmes élaborées par 

Rado Janicek. Afin d’évaluer l’effet de la réduction de la phosphorylation sur S2030 sur la survenue 

d’évènements pro-arythmogènes de la mutation CPVT, les caractéristiques suivantes des waves 

calciques sont quantifiées ; Le pourcentage de waves au cours du temps, le temps de latence de 

l’apparition de la première wave (en ms), l’amplitude et le temps de décroissance (wave tau, en ms). 
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Les transitoires calciques sont également quantifiés comme décrit précédemment (Figures 38 et 41). 

Les graphiques des données et les tests statistiques sont élaborés via R studio.  

VII. Tests statistiques 
 

 Les résultats sont présentés comme la moyenne ± écart-type de la moyenne (Standard Error of the 

Mean). Selon les conditions expérimentales et le nombre de groupes à comparer, les différences entre 

les groupes ont été analysées par analyse « nested » ANOVA à deux voies (génotype et traitement) et 

trois voies (génotype, traitement et sexe) suivie d’un test post-hoc de Sidak lorsque les interactions 

genotype : traitement sont significatives à l’aide du logiciel Rkward. Une différence est considérée 

significative si la valeur p est inférieur à 0.05 avec *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001.  
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Chapitre 3 RESULTATS 
 

 

Figure 42-Effet de la phosphorylation de S2030 sur le rythme cardiaque ; 

(A) Représentation schématique des modèles génétiquement modifiés utilisés dont le site S2030 

n’est pas phosphorylable par la PKA (S2030A) ou mimétiquement phosphorylé (S2030D) et les 

modèles contrôles (WT) 

(B) Exemples de tracés ECG lors de la période d’activité (nuit) des modèles, échelle de temps : 200 

ms 

(C) Fréquence cardiaque en battements par minute (bpm) durant la nuit, M : Mâle, F : Femelle 
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I. Rôle de la phosphorylation de S2030 lors de la réponse β-

adrénergique 

1. Effet de la phosphorylation du RyR2 sur S2030 sur le rythme cardiaque  
Afin d’étudier le rôle de la phosphorylation du RyR2 sur S2030 lors de la réponse β-adrénergique dans 

le pacemaker cardiaque, nous avons utilisé des modèles murins génétiquement modifiés dont le site 

S2030 n’est pas phosphorylable par la PKA (S2030A) ou mimétiquement phosphorylé (S2030D) et les 

modèles contrôles (WT) (Fig.42A). Tout d’abord, nous avons analysé le rythme cardiaque à l’état basal 

sur les trois modèles. Par ailleurs, le rythme cardiaque étant plus élevée chez les femmes par rapport 

aux hommes, nous avons étudié séparément la fréquence cardiaque selon le sexe des animaux. Pour 

cela, nous avons enregistré pendant 24h l’ECG sur animaux éveillés par télémétrie.  

Le panneau B de la Figure 42 illustre des exemples de ces tracés des modèles WT, S2030A et S2030D à 

l’état basal. On observe alors que le rythme cardiaque des S2030D est plus rapide que celui des WT et 

S2030A.Le panneau C de la Figure 42 représente la fréquence cardiaque (FC) médiane en battements 

par minute (bpm) enregistré lors de la période nocturne (de 20h à 8h) soit la période active de ces 

modèles. Les données sur les modèles contrôles sont représentées en noir, les souris S2030A en bleu 

et les souris S2030D en rouge. Chaque point représente la FC d’un animal (mâles ; WT N=5, S2030A 

N=5, S2030D N=5 et femelles ; WT N=4, S2030A N=8 et S2030D N=6). De façon générale, la FC des 

femelles quel que soit le génotype est significativement plus rapide que la FC des mâles (p=0.0013). 

Quel que soit le sexe de l’animal, nous n’observons pas de différence significative entre les WT et les 

S2030A. Cependant, la FC des S2030D est significativement plus rapide que les souris WT et les S2030A 

(p=0.0005).  

Ainsi, ces résultats démontrent que la phosphorylation du RyR2 sur S2030 a un effet sur le rythme 

cardiaque à l’état basal et suggère que la phosphorylation participe à l’effet chronotrope positif. Afin 

d’appuyer nos observations, nous avons étudié le rôle de la phosphorylation lors de la réponse β-

adrénergique. 

  



 

115 
 

 

Figure 43-Effet de la phosphorylation de S2030 sur la réponse β-adrénergique in vivo 

(A) Fréquence cardiaque (bpm) avant et après injection d’Isoprénaline (ISO, 2 mg/Kg), agoniste 

des récepteurs β-adrénergique, M : Mâle, F : Femelle 

(B) Pourcentage d’accélération de la fréquence cardiaque en présence d’ISO 

(C) Réponse β-adrénergique au cours du temps des souris mâles 

(D) Réponse β-adrénergique au cours du temps des souris femelles 
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2. Effet de la phosphorylation du RyR2 sur S2030 sur la réponse β-adrénergique in 

vivo  
Afin de déterminer si la phosphorylation du RyR2 sur S2030 est impliquée lors de la réponse β-

adrénergique, nous avons enregistré, toujours par télémétrie, les ECG des animaux avant et après 

injection en I.P d’un agoniste des récepteurs β-adrénergique (Isoprénaline, ISO 2 mg/kg). Les 

enregistrements ont été effectués sur les mâles et les femelles et les données ont été séparées afin de 

considérer une différence probable basée sur le sexe de l’animal. 

Le panneau A de la Figure 43 représente la FC (bpm) par animal avant et après injection I.P. d’ISO. 

Chaque point relié représente la FC d’un même animal (mâles ; WT N=5, S2030A N=5, S2030D N=5 et 

femelles ; WT N=3, S2030A N=6 et S2030D N=6). La FC à l’état basale a été mesuré 10 minutes avant 

l’injection de l’ISO. La FC maximale en présence d’ISO a été mesuré suivant les 5 premières minutes 

après l’injection afin de s’assurer de la distribution générale de l’agent pharmacologique dans le 

système des animaux. Tout d’abord, nous pouvons observer que la FC est significativement accélérée 

après l’injection de l’ISO dans tous les groupes, quel que soit le génotype ou le sexe (p<0.0001). Ainsi, 

tous les génotypes sont sensibles à l’ISO. Ceci démontre que la phosphorylation du RyR2 sur S2030 

n’est pas indispensable à l’effet chronotrope positif. Cependant, l’effet de l’ISO sur la FC est différent 

selon les génotypes. En effet, quel que soit le sexe de l’animal, la FC en présence d’ISO est 

significativement moindre chez les S2030A comparée aux WT (p=0.0030) et aux S2030D (p=0.0040). 

De plus, la FC à l’état basal des S2030D est significativement plus élevée que celle des WT (p=0.0087). 

Par ailleurs, nous n’observons pas de différences significatives entre les mâles et les femelles. En effet, 

nous avions observé une différence liée au sexe de la FC lors de la période d’activité des souris soit la 

nuit (Fig.42C). Ici, les mesures ont été faites la journée soit la période nocturne des modèles. Ainsi, ces 

résultats suggèrent que la réponse β-adrénergique est diminuée chez les souris S2030A par rapport 

aux WT et aux S2030D sans différence selon le sexe de l’animal lors de la période nocturne des animaux. 

Afin de mesurer l’effet de l’ISO sur ces modèles, nous avons calculé le pourcentage d’accélération de la 

FC en présence d’ISO (rapport entre la FC en condition basale sur la FC en condition ISO multiplié par 

100) représenté dans le panneau B de la Figure 43. La FC moyenne des WT est accélérée de 45% chez 

les mâles et de 40 % chez les femelles après ISO. Nous n’observons pas de différences significatives 

entre les mâles et les femelles chez les WT. Cependant, l’effet ISO chez les S2030A et S2030D est 

significativement inférieur par rapport à celui des WT (WT-S2030A ; p=0.0158 et WT-S2030D ; 

p=0.00136). En effet, la FC moyenne des S2030A est accélérée de 15% chez les mâles et de 28% chez 

les femelles et celle des S2030D de 30% chez les mâles et de 20% chez les femelles. Les différences 

entre les mâles et les femelles ne sont pas significatives. Ainsi, ces résultats suggèrent que l’ISO a un 

effet moindre chez les S2030A et les S2030D par rapport aux WT. En effet, l’effet moindre de l’ISO sur 
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les S2030D seraient notamment dû à la FC plus élevée des S2030D à l’état basale par rapport aux WT 

(p=0.0087) (cf. Fig.43A).  

Les panneaux C (mâles) et D (femelles) de la Figure 43 représentent la réponse β-adrénergique des 

modèles au cours du temps. En effet, la FC est mesurée à l’état basale (10 minutes avant l’injection 

d’ISO) et à différents moments de l’enregistrement en présence d’ISO (2, 10, 15 et 20 minutes après 

injection). Ces panneaux nous permettent de visualiser la phase de plateau de la réponse β-

adrénergique dans chaque groupe et l’évolution de cette réponse au cours du temps. Dans le panneau 

C (Fig.43), nous pouvons observer chez les mâles qu’à 10 minutes post-injection la réponse β-

adrénergique des S2030A est diminuée par rapport aux WT et aux S2030D. De plus, 20 minutes après 

injection d’ISO, la réponse β-adrénergique des S2030A tend à diminuer davantage au cours du temps 

contrairement aux WT et S2030D dont la réponse augmente davantage. 

Dans le panneau D (Fig.43), chez les femelles, on observe qu’à 10 minutes post-injection d’ISO cette 

différence de réponse entre les S2030A et les WT est plus distincte. En effet, la réponse β-adrénergique 

des S2030A est diminuée par rapport aux WT et aux S2030D. Nous pouvons également observé qu’à 

partir de 10 minutes, la réponse β-adrénergique des WT femelles diminue progressivement 

contrairement aux S2030D femelles. Cependant, la réponse des S2030D reste élevée au cours du temps 

par rapport aux S2030A. Par ailleurs, lorsqu’on compare les données des WT mâles et des WT femelles, 

on observe au bout de 10 minutes une diminution progressive de la réponse β-adrénergique des WT 

femelles jusqu’à la fin de l’enregistrement contrairement aux WT mâles. 

Ainsi, ces résultats démontrent que la réponse β-adrénergique des S2030A est diminuée par rapport 

aux WT et S2030D. De plus, il semblerait que la réponse β-adrénergique des S2030A est diminuée 

davantage chez les femelles que chez les mâles. Ainsi, cela démontre que la phosphorylation du site 

S2030 est essentielle à une réponse β-adrénergique totale. 
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Figure 44- Effet de la phosphorylation de S2030 sur le nœud sino-atrial isolé lors de la 
réponse β-adrénergique  

(A) Exemples de transitoires calciques des cellules sinusales en condition basale (Ctrl) et en 

condition β-adrénergique (ISO, 20 nM) visualisés par microscopie confocale 

(B) Moyenne de la période entre deux transitoires calciques consécutifs (cycle length, CL, en ms) 

par animal en condition basale (Ctrl) et en condition β-adrénergique 
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3. Effet de la phosphorylation du RyR2 sur S2030 sur le NSA lors de la réponse β-

adrénergique  
Pour mieux comprendre le rôle du site S2030 sur la réponse β-adrénergique, nous nous sommes 

intéressés aux caractéristiques intrinsèques du NSA de ces modèles et notamment à la fréquence de 

battement spontanée du NSA. Pour ce faire, nous avons isolé et incubé le NSA avec une sonde 

fluorescente calcique afin de visualiser les variations intracellulaires de Ca2+ des cellules du NSA en 

condition basale (Ctrl) et condition β-adrénergique (ISO, 20 nM) par microscopie confocale. Les 

mesures sont effectuées sur tissu entier. Nous n’avons pas observé de différences entres les NSA mâles 

et femelles. Ainsi, nous avons regroupés les données mâles et femelles. 

Le panneau A de la Figure 44 illustre des exemples de transitoires calciques des cellules du NSA en 

condition basale (Ctrl) et en condition β-adrénergique (ISO) pour chacun des modèles. Au-dessus de 

chaque image des transitoires calciques se trouve le rapport de fluorescence F/F0 de ceux-ci. Ces 

images illustrent que les cellules du NSA à l’état basal des S2030D ont des transitoires calciques plus 

fréquents que les WT et les S2030A. La perfusion d’ISO (20 nM) accélère la fréquence des transitoires 

calciques des cellules du NSA dans tous les groupes mais il semblerait que cet effet ne soit pas le même.  

Afin de quantifier cet effet global pour chaque NSA, nous avons mesuré le temps entre deux transitoires 

calciques consécutifs (cycle length (CL), en ms) des cellules du NSA inversement proportionnelle à la 

fréquence des transitoires calciques. En effet, lorsque le CL est élevé cela signifie que la fréquence des 

transitoires calciques est faible et donc que la cellule bat lentement. En moyennant les CL (moyenne 

+/- écart-type de la moyenne) de chaque cellule par animal, nous avons quantifié le CL moyen des 

transitoires calciques du NSA dans ces groupes avant et après ISO représentées dans le panneau B de 

la Figure 44. Chaque point représente la moyenne des CL des cellules sinusales d’un seul animal (WT 

N=8 (basale) et N=5 (ISO), S2030A N=6 (basale) et N=5 (ISO), S2030D N=3 (basale) et N=4 (ISO)) avec 

minimum 3 cellules par animal et par condition. On observe que le CL moyen des transitoires calciques 

à l’état basal des S2030D est plus rapide que celui des WT et des S2030A. Après ISO, le CL moyen des 

transitoires calciques des WT est significativement accélérée. Cependant, le CL moyen des transitoires 

calciques après ISO est moins accélérée chez les S2030A et les S2030D. Ainsi ces résultats démontrent 

que la modification du site S2030 qu’il soit phosphorylé ou non phosphorylable altère l’effet de l’ISO 

sur le NSA contrairement aux WT. 
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Figure 45- Caractéristiques des transitoires calciques des cellules sinusales en condition 
basale et en condition β-adrénergique 

(A) Temps entre deux transitoires calciques consécutifs (Cycle length, CL, en ms) 

(B) Amplitude des transitoires calciques (F/F0) 

(C) Temps au pic des transitoires calciques (en ms) 

(D) Durée des transitoires calciques mesurée à 50% du pic (en ms) 
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Afin de caractériser la dynamique calcique des cellules sinusales lors d’une réponse β-adrénergique, 

nous avons mesuré pour chaque cellule le CL (Fig.45A), l’amplitude (Fig.45B), le temps au pic (Fig.45C) 

et la durée (panneau Fig.45D) des transitoires calciques des cellules sinusales en condition basale (Ctrl) 

et en condition β-adrénergique (ISO). Chaque point représente une cellule sinusale. Les cellules 

quantifiées ne sont pas appariées avant et après ISO ; WT Control (N=8, n=53) et ISO (N=5, n=80), 

S2030A Control (N=6, n=51) et ISO (N=5, n=36), S2030D Control (N=3, n=47) et ISO (N=4, n=43). 

Dans le panneau A, nous pouvons observer que le CL des cellules sinusales des WT est significativement 

plus court après ISO (p<0.0001). De même, l’ISO raccourcit le CL des cellules sinusales des S2030A 

(p=0.0042) et des S2030D (p<0.0001). Ainsi, cela démontre bien un effet de l’ISO sur les NSA isolés. 

Cependant, l’effet ISO est différent entre les génotypes. En effet, à l’état basal le CL des cellules sinusales 

WT et des S2030A ne sont pas significativement différent mais en présence d’ISO le CL des S2030A est 

significativement plus long que celui des WT (p=0.0042). Lorsque le site S2030 est phosphorylé, le CL 

des cellules sinusales à l’état basal des S2030D est plus court que celui des WT et des S2030A bien que 

cette différence ne soit pas statistiquement significative (p=0.12). Par ailleurs en présence d’ISO, le CL 

des cellules sinusales des S2030D est également plus court que celui des S2030A bien que cette 

différence ne soit pas statistiquement significative (p=0.07). Ainsi, ces résultats suggèrent que la 

phosphorylation du site S2030 joue un rôle sur la fréquence des transitoires calciques spontanées des 

cellules du NSA lors d’une réponse β-adrénergique. 

Dans le panneau B, nous n’observons pas de différence significative entre l’amplitude des transitoires 

calciques des WT en condition basale et en présence d’ISO. De même que pour l’amplitude des 

transitoires calciques des S2030A et des S2030D en condition basale et en présence. Par ailleurs, 

aucune différence significative n’a été observée entre les groupes à l’état basal et en présence d’ISO. 

Ainsi, ces résultats nous suggèrent que la phosphorylation de S2030 n’a pas d’effet significatif sur la 

quantité de Ca2+ intracellulaire des cellules du NSA. 

Dans le panneau C, nous pouvons observer que le temps au pic (en ms) des transitoires calciques des 

WT est significativement plus rapide en présence d’ISO (p<0.0001). De plus, le temps au pic des 

transitoires calciques des S2030A contrairement aux S2030D. De plus, le temps au pic en présence 

d’ISO entre les WT et les S2030D ne sont pas différents contrairement à celui entre les S2030A et les 

S2030D (p=0.0526). Par ailleurs, à l’état basal le temps au pic des transitoires des S2030D est 

significativement plus rapide que celui des WT (p=0.0130) et est également plus rapide que celui des 

S2030A bien que cette différence ne soit pas statistiquement significative (p=0.0769). Ces résultats 

suggèrent que la phosphorylation du site S2030 accélère le temps au pic des transitoires calciques à 
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l’état basale et que son absence empêche l’accélération du temps au pic des transitoires calciques lors 

d’une réponse β-adrénergique.  

Dans le panneau D, l’ISO accélère significativement la durée (mesurée à 50% du pic, D50, en ms) des 

transitoires calciques des WT (p<0.0001). En présence d’ISO, la D50 des S2030D est également 

raccourcie bien que cette différence ne soit pas statistiquement significative (p=0.1186). Par ailleurs, 

cet effet ISO n’est pas significatif chez les S2030A (p=0.80). De plus, aucune différence significative n’a 

été observée entre les groupes à l’état basale (WT basal vs S2030A basal vs S2030D basal, p<0.46) et 

en présence d’ISO (WT ISO vs S2030A ISO vs S2030D ISO, p=0.6096). Ces résultats suggèrent que la 

phosphorylation de S2030 n’altère pas la D50 des transitoires calciques. 

Ainsi, ces résultats démontrent que la phosphorylation sur le site S2030 est essentielle à une réponse 

β-adrénergique totale du NSA et suggèrent également que la phosphorylation du site S2030 joue un 

rôle sur la fréquence des transitoires calciques spontanées des cellules du NSA lors d’une réponse β-

adrénergique.  
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Figure 46-Effet de la phosphorylation de S2030 sur les libérations de Ca2+ sparks dans les 
cellules du NSA lors de la réponse β-adrénergique 

(A) Exemples de Ca2+ sparks lors de la phase diastolique des cellules sinusales en condition basale 

(Ctrl) et en condition β-adrénergique (ISO) 

(B) Fréquence de Ca2+ sparks (nombre de sparks/seconde/100 µm) 

(C) Pourcentage de cellules sinusales avec des Ca2+ sparks 
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4. Effet de la phosphorylation du RyR2 sur S2030 sur les libérations de Ca2+ sparks 

dans le NSA lors de la réponse β-adrénergique  
L’enregistrement des transitoires calciques des cellules sinusales sur tissu entier en microscopie 

confocale nous a permis également d’enregistrer les libérations diastoliques calciques sous forme de 

Ca2+ sparks. La caractérisation de ces Ca2+ sparks permettent d’étudier l’activité in situ du RyR2 et 

notamment la probabilité d’ouverture du RyR2 lors de la phase diastolique. La caractérisation des Ca2+ 

sparks a été étudiée en condition basale (Ctrl) et lors d’une stimulation β-adrénergique (ISO, 20 nM) 

afin d’étudier la contribution de la phosphorylation du site S2030 sur la fonction du RyR2 lors de la 

réponse β-adrénergique. Seules les cellules présentant des transitoires calciques ont été incluses dans 

cette mesure. En effet, nous avons exclu les cellules ne présentant que des Ca2+ sparks sans transitoires 

calciques afin de ne considérer que les cellules sinusales fonctionnelles c’est-à-dire qui battent 

spontanément. Les cellules quantifiées ne sont pas appariées avant et après ISO ; WT Control (N=8, 

n=54) et ISO (N=5, n=84), S2030A Control (N=6, n=45) et ISO (N=5, n=32), S2030D Control (N=3, n=53) 

et ISO (N=4, n=56). 

Le panneau A de la Figure 46 illustre des exemples de Ca2+ sparks entre des transitoires calciques lors 

de la phase diastolique des cellules sinusales en condition basale (Ctrl) et en condition β-adrénergique 

(ISO) pour chacun des modèles. Ces images illustrent que les cellules sinusales des WT présentent peu 

de Ca2+ sparks en condition basale et après perfusion d’ISO. Il en est de même pour les cellules sinusales 

des S2030A contrairement aux S2030D. En effet, nous pouvons observer que les cellules sinusales des 

S2030D présentent un nombre plus important de Ca2+ sparks en condition basale et en présence d’ISO. 

Afin de comparer cette différence entre les modèles, nous avons mesuré la fréquence de Ca2+ sparks 

qui corresponds à la quantité de Ca2+ sparks sur une distance et un temps diastolique donné (Nombre 

de sparks/sec/100µm) représentée sur le panneau B de la Figure 46. Chaque point représente la 

fréquence de Ca2+ sparks par cellule, mesurée 0 si absence de Ca2+ sparks dans cette cellule. On observe 

que la fréquence moyenne de Ca2+ sparks des WT est très faible en condition basale et que cette 

fréquence semble diminuer après ISO. Chez les S2030A, la fréquence moyenne de Ca2+ sparks est très 

faible en condition basale et cette fréquence semble augmenter après ISO. Chez les S2030D, la 

fréquence moyenne de Ca2+ sparks en condition basale et en présence d’ISO est nettement plus élevée 

que celle des WT et des S2030A. Par ailleurs, la fréquence moyenne de Ca2+ sparks en condition basale 

des S2030A semble similaire à celle des WT mais cette fréquence est augmentée après ISO 

contrairement aux WT et S2030D. En effet, en présence d’ISO, la fréquence moyenne de Ca2+ sparks 

tend à diminuer chez les WT et les S2030D contrairement aux S2030A. Ainsi, ces résultats suggèrent 

que la libération de Ca2+ sparks tend à diminuer lors d’une réponse β-adrénergique comme observé 
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chez les WT et les S2030D mais que l’absence de phosphorylation sur S2030 empêche cet effet ISO. De 

plus, ces résultats suggèrent que la phosphorylation du site S2030 favorise la libération de Ca2+ sparks. 

Afin de mesurer l’effet de l’ISO sur la libération de Ca2+ sparks dans ces modèles, nous avons calculé le 

nombre de cellules présentant des Ca2+ sparks avant et en présence d’ISO sous forme de pourcentage 

représenté dans le panneau C de la Figure 46 ; En condition basale, 18% des cellules sinusales des WT 

présentent des Ca2+ sparks et cette proportion augmente en présence d’ISO. De façon similaire aux WT, 

les cellules sinusales des S2030A présentent une proportion de cellules avec Ca2+ sparks de 22% et cette 

proportion augmente en présence d’ISO. Lorsque le site S2030 est phosphorylé, la proportion de 

cellules avec Ca2+ sparks des S2030D en condition basale est nettement plus élevée que celle des WT 

et S2030A. De plus, il y aurait autant de cellules présentant des Ca2+ sparks en condition basale et en 

présence d’ISO dans le groupe S2030D. Ainsi, ces résultats démontrent qu’il y a bien une augmentation 

de la proportion de cellules avec Ca2+ sparks lors d’une réponse β-adrénergique et que la 

phosphorylation du site S2030 favorise davantage les libérations de Ca2+ diastoliques du RyR2. 
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Figure 47- Caractéristiques des Ca2+ sparks des cellules sinusales en condition basale et en 
condition β-adrénergique  

(A) Amplitude des Ca2+ sparks (F/F0) 

(B) Largeur maximale à 50% du pic des Ca2+ sparks (µm) 

(C) Temps au pic des Ca2+ sparks (ms) 

(D) Durée maximale à 50% du pic des Ca2+ sparks (ms) 
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Afin de mieux caractériser les Ca2+ sparks des cellules sinusales lors d’une réponse β-adrénergique, 

nous avons mesuré pour chaque cellule l’amplitude (Fig.47A), la largeur maximale à 50% du pic (W50) 

(Fig.47B), le temps au pic (Fig.47C) et la durée maximale à 50% du pic (D50) (Fig.47D) des Ca2+ sparks 

en condition basale (Ctrl) et en condition β-adrénergique (ISO). Chaque point représente un Ca2+ spark ; 

WT Control (N=8, n=447) et ISO (N=5, n=373), S2030A Control (N=6, n=568) et ISO (N=5, n=555), 

S2030D Control (N=3, n=1128) et ISO (N=4, n=520). 

Dans le panneau A, l’amplitude des Ca2+ sparks des cellules WT en condition ISO est légèrement 

diminuée par rapport à celle en condition basale. Cependant, l’amplitude des Ca2+ sparks des S2030A 

n’est pas diminuée en présence d’ISO contrairement aux WT. Par ailleurs, l’ISO diminue légèrement 

l’amplitude des Ca2+ sparks des cellules S2030D. Ainsi, ces résultats suggèrent que l’ISO aurait 

potentiellement un effet moindre sur l’amplitude des Ca2+ sparks des S2030A contrairement aux WT et 

S2030D. 

Dans le panneau B, la largeur des Ca2+ sparks (en µm) des cellules WT est réduite en présence d’ISO 

par rapport à celle en condition basale. En l’absence de phosphorylation sur S2030, la largeur des Ca2+ 

sparks des S2030A est également réduite en présence mais moins que chez les WT. Par ailleurs, l’ISO 

réduit davantage la largeur des Ca2+ sparks des cellules S2030D. En condition basale, les Ca2+ sparks des 

S2030D semblent plus larges que ceux des WT et des S2030A. Ainsi, ces résultats suggèrent que l’ISO 

aurait potentiellement un effet moindre sur la largeur des Ca2+ sparks des S2030A contrairement aux 

WT et aux S2030D et que la phosphorylation de S2030 augmenterait potentiellement la largeur des 

Ca2+ sparks en condition basale. 

Dans le panneau C, le temps au pic (en ms) des Ca2+ sparks des cellules WT en condition ISO est accéléré 

par rapport à celui des WT en condition basale. En l’absence de phosphorylation sur S2030, le temps 

au pic des Ca2+ sparks est diminuée en présence d’ISO mais de manière moindre comparée aux WT. 

Lorsque le site S2030 est phosphorylé, l’ISO réduit le temps au pic des Ca2+ sparks. Ainsi, ces résultats 

suggèrent que l’ISO aurait potentiellement un effet moindre sur le temps au pic des Ca2+ sparks des 

S2030A contrairement aux WT et S2030D et que la phosphorylation de S2030. 

Dans le panneau D, la durée (en ms) des Ca2+ sparks des cellules WT en condition ISO est plus courte 

que celle en condition basale. En l’absence de phosphorylation sur S2030, l’ISO réduit la durée des Ca2+ 

sparks. De même, lors de la phosphorylation sur S2030, la durée des Ca2+ sparks des S2030D est réduite 

en présence d’ISO. Cependant, l’ISO réduit davantage la durée des Ca2+ sparks des WT et S2030D par 

rapport aux S2030A.En condition basale et en présence d’ISO, la durée des Ca2+ sparks des S2030D 

semble plus longue que celle des WT et des S2030A. Ainsi, ces résultats suggèrent que la 

phosphorylation de S2030 tend à augmenter la durée des Ca2+ sparks. 
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Pour conclure, ces résultats suggèrent que la phosphorylation de S2030 joue un rôle sur l’activité du 

RyR2 in situ et notamment sur sa probabilité d’ouverture lors de la phase diastolique. En effet, les 

cellules sinusales des S2030D présentent un nombre et une fréquence de Ca2+ sparks plus élevée que 

celles des WT et S2030A. De plus, ces Ca2+ sparks seraient plus longs et plus larges que ceux des WT et 

des S2030A. Ces résultats suggèrent alors que la phosphorylation de S2030 augmente l’activité du RyR2 

et conduit ainsi à une augmentation de l’horloge calcique. L’augmentation de l’horloge calcique conduit 

alors à une accélération de l’activité du pacemaker cardiaque. 

 Si lors de la phosphorylation de S2030, l’activité du RyR2 est également augmentée dans les 

cardiomyocytes ventriculaires, les libérations de Ca2+ diastoliques du RyR2 pourraient notamment 

favoriser la survenue de troubles du rythme. Ainsi, nous pourrions supposer que les souris S2030D 

soient plus enclin à développer des arythmies que les WT et les S2030A lors d’un stress important. 
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Figure 48- Effet de la phosphorylation de S2030 sur l’activité électrique cardiaque lors d’un 
stress (Epinephrine+ Caféine) 

(A) Exemples de tracés ECG en condition basale et en présence d’épinéphrine (2mg/Kg) + Caféine 

(120 mg/kg) 

(B) Exemples d’arythmies ventriculaires identifiées lors d’un stress ; (haut) Tachycardie 

ventriculaire bidirectionnelle (S2030D mâle), (bas) Episodes de bigéminés et trigéminés 

(S2030D femelle) 

(C) Score établi afin de distinguer les arythmies selon leur sévérité et leur durée 

(D) Score d’arythmie des mâles et (E) des femelles 
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5. Effet de la phosphorylation du RyR2 sur S2030 sur l’activité électrique cardiaque 

lors d’un stress (Epinéphrine/Caféine) 
Afin de tester notre hypothèse selon laquelle les souris S2030D seraient plus enclins à développer des 

arythmies, nous avons enregistré les ECG par télémétrie des modèles avant et après injection I.P. d’une 

solution composée d’épinéphrine (2mg/kg) et de caféine (120 mg/kg). Les enregistrements ont été 

effectués sur les mâles et les femelles et les données ont été séparées afin de considérer une différence 

probable basée sur le sexe de l’animal.  

Le panneau A de la Figure 48 illustre des exemples des ECG enregistrés avant et après injection 

d’épinéphrine et caféine. Le panneau B (Fig.48.) illustre des exemples d’arythmies ventriculaires 

identifiés sur les tracés d’ECG. Le premier exemple montre une tachycardie ventriculaire 

bidirectionnelle (BDVT) enregistrée 30 minutes après injection chez une souris S2030D mâle. Cette 

arythmie ventriculaire d’une durée de 14 minutes est reconnaissable par la présence de deux 

complexes QRS d’axes opposés. Le deuxième exemple montre un rythme très irrégulier avec des 

épisodes de bigéminés et trigéminés enregistré 10 minutes post-injection chez une souris S2030D 

femelle. Ce type d’arythmie est décrit comme une alternance entre un complexe QRS normal suivie 

d’une extrasystole ventriculaire (bigéminé) ou de deux extrasystoles ventriculaires (trigéminé). 

Afin de mieux évaluer si la phosphorylation de S2030 favorise les troubles du rythme, nous avons 

distingué les types d’arythmies et leur durée selon un score de 0 à 6 représenté dans le panneau C de 

la Figure 48. Les épisodes d’arythmies suivant les 5 premières minutes post-injection n’ont pas été 

considérés afin d’exclure un stress potentiel lié à l’injection. Ce score catégorise l’absence d’arythmies 

(score 0) aux arythmies les plus sévères (score 6). Les arythmies sont distinguées des évènements les 

moins sévères tels que des extrasystoles ventriculaires selon leur durée (score 1 si < à 1s et score 2 si > 

à 1s) jusqu’aux événements les plus sévères tels que les épisodes de bigéminée ou trigéminée (score 

3) et les tachycardies ventriculaires selon leur durée (<1seconde ; score 4, > 1seconde score 5 et >5 

minutes score 6).A l’aide de ce score, nous avons établi le nombre d’animaux présentant des arythmies 

et la sévérité de ces arythmies chez les mâles (Fig.48D) et les femelles (Fig.48E). Dans le panneau D de 

la Figure 48, on observe que les souris S2030D mâle présentent plus d’arythmies que les WT et les 

S2030A mâles. De plus, les arythmies des S2030D ont des scores d’arythmies plus sévères que les WT 

et les S2030A. Dans le panneau E de la Figure 48, on observe également que les souris S2030D femelles 

présentent plus d’arythmies que les WT et les S2030A femelles. Par ailleurs, les S2030D femelles 

présentent des scores d’arythmies moins sévères que les S2030D mâles. Ainsi, ces résultats démontrent 

que lors d’une réponse β-adrénergique la phosphorylation de S2030 favorise la survenue d’arythmies 

sévères chez les mâles et les femelles.  
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Figure 49- Effet de la phosphorylation de S2030 sur la sensibilité au Ca2+ du RyR2 

(A) Capacité de liaison de la ryanodine tritiée au RyR2 (affinité) en fonction des concentrations en 

Ca2+ (µM) 

(B) Affinité de la ryanodine tritiée au RyR2 normalisée sur la capacité de liaison maximale (Bmax) 

à 10 µM 

(C) Concentration d’efficacité médiane (EC50) de ryanodine à l’ouverture de RyR2 



 

132 
 

6. Effet de la phosphorylation du RyR2 sur S2030 sur la sensibilité au Ca2+ du RyR2 
L’étude des caractéristiques des Ca2+ sparks (Figure 46) montre que la phosphorylation de RyR2 sur 

S2030 a un effet sur l’activité du RyR2 in situ. Afin de mieux comprendre cet effet, nous avons étudié la 

sensibilité du RyR2 au Ca2+ par fixation de ryanodine tritiée au RyR2 sur homogénats de cœur entier 

par technique de Radiobinding assay. En couplant la ryanodine (ligand naturel du RyR2) avec du tritium 

radioactif (H3), nous pouvons mesurer la capacité de liaison de la ryanodine tritiée au RyR2 en fonction 

des concentrations en Ca2+. La ryanodine se lie au RyR2 ouvert, et l’ouverture de ces récepteurs dépend 

de la concentration en Ca2+ présent dans le milieu. Plus il y a de Ca2+ dans la solution, plus les récepteurs 

s’ouvrent et se lient à la ryanodine tritiée. Les résultats obtenus sont normalisés par les niveaux 

d’expression de RyR2 obtenues par technique de western blot à partir des mêmes échantillons utilisés 

(WT N=6, S2030A N=5, S2030D N=8). 

Le panneau A de la Figure 49 représente la capacité de liaison de la ryanodine tritiée au RyR2 (en 

femtomol/mg de protéine) en fonction des concentrations en Ca2+. Dans tous les groupes, on observe 

une augmentation de la liaison de la ryanodine tritiée au RyR2 qui s’ouvre davantage lorsque la 

concentration en Ca2+ augmente. Lorsque la concentration en Ca2+ est élevée, la ryanodine atteint sa 

capacité de liaison maximale (Bmax) lorsque le RyR2 ne peut plus s’ouvrir davantage. Cette Bmax est 

également dépendante de l’expression des canaux. La Bmax moyenne des WT est de 132 +/- 2 3 

fmol/mg, celle des 2030A est de 153 +/- 44 fmol/mg et celle des S2030D est de 102 +/- 16 fmol/mg. 

Nous n’observons pas de différence significative entre les groupes. Ainsi, ces résultats suggèrent que la 

phosphorylation de S2030 n’a pas d’effet significatif sur l’expression des RyR2. 

Le panneau B de la Figure 49 représente l’affinité de la ryanodine au RyR2 normalisée à son maximum, 

10 µM de Ca2+. En effet, cette valeur a été choisie pour s’assurer que la ryanodine a atteint sa capacité 

de liaison maximale au RyR2. Les données sont ajustées à une fonction (Hill1) afin de calculer la 

concentration d’efficacité médiane (EC50) nécessaire pour que la ryanodine se fixe sur le RyR2 ouvert 

représentée sur le panneau C de la Figure 49. Nous n’observons pas de différence significative entre 

les EC50 des WT par rapport aux S2030A et S2030D. Ainsi, cela suggère que la phosphorylation de 

S2030 n’a pas d’effet sur la sensibilité du RyR2 au Ca2+..Cependant, ces résultats n’expliquent pas 

l’augmentation de Ca2+ sparks ni la survenue d’arythmies sévères chez les S2030D qui pourrait être la 

conséquence d’une augmentation de l’ouverture du canal de RyR2. Ainsi, on pourrait supposer que la 

phosphorylation du site S2030 modifierait les taux de phosphorylation sur les autres sites de 

phosphorylation connus S2808 et S2814 et que l’interdépendance de ces sites de phosphorylations 

contribuerait à l’activité du RyR2. 
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Figure 50-Effet de la phosphorylation de S2030 sur l’expression de RYR2 et les taux de 
phosphorylation de S2808 et S2814 

(A) Taux de phosphorylation de S2808 normalisé sur l’expression totale de RyR2 à l’état basale à 

partir de tissus ventriculaires 

(B) Taux de phosphorylation de S2814 normalisé sur l’expression totale de RyR2 à l’état basale à 

partir de tissus ventriculaires 

(C) Expression totale de RyR2 normalisée sur la quantité de protéines totales dans chaque 

échantillon  

(D) Révélation de protéines totales sur gel de polyacrylamide 3-8%, Tris-Acétate 
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7. Effet de la phosphorylation du RyR2 sur S2030 sur l’expression de RyR2 et les 

sites de phosphorylations S2808 et S2814 
 

Afin de tester notre hypothèse selon laquelle la phosphorylation de S2030 a un effet sur la 

phosphorylation des sites S2808 et S2814, nous avons mesuré les taux de phosphorylation des sites 

S2808 et S2814 par technique de western blot à partir d’homogénats de tissus ventriculaires. 

Le panneau A de la Figure 50 représente les taux de phosphorylation de S2808 normalisés sur 

l’expression total de RyR2 des modèles WT, S2030A et S2030D à l’état basal. Nous n’observons pas de 

différence significative entre les taux de phosphorylation de S2808 des WT et S2030A. De plus, le taux 

de phosphorylation de S2808 des S2030D n’est pas significativement différent des WT (p=0.10) et 

S2030A (p=0.66). Ainsi, ces résultats suggèrent que la phosphorylation de S2030 n’induit pas de 

modification significative sur S2808. 

Le panneau B de la Figure 50 représente les taux de phosphorylation de S2814 normalisés sur 

l’expression total de RyR2 des modèles WT, S2030A et S2030D à l’état basal. Nous n’observons pas de 

différence significative entre les taux de phosphorylation de S2814 des WT et S2030A. Cependant, les 

taux de phosphorylation de S2814 des S2030D est plus élevée que les WT (p=0.006) et S2030A 

(p=0.003). Ainsi, ces résultats suggèrent qu’en l’absence de phosphorylation de S2030 le taux de 

phosphorylation de S2814 est similaire à celui des WT et que la phosphorylation mimétique de S2030 

induit une augmentation significative de la phosphorylation de S2814.  

Nous avons également mesuré l’expression du RyR2 total normalisé par la quantité de protéines totales 

(Fig.50D) de chaque échantillon des modèles WT, S2030A et S2030D à l’état basal représenté dans le 

panneau C de la Figure 50. On observe alors que l’expression du RyR2 dans le groupe n’est pas 

significativement différent par rapport aux WT. Ainsi, ces résultats suggèrent que la phosphorylation 

de S2030 n’altère pas l’expression du RyR2. 

La phosphorylation de S2808 et S2814 en condition basale n’est pas significativement différente chez 

les S2030A par rapport aux WT. Cependant, le taux de phosphorylation de S2814 est significativement 

augmenté chez les S2030D mais pas celui de S2808. Ainsi, ces résultats suggèrent que la 

phosphorylation de S2030 induit une augmentation de la phosphorylation du site S2814 à l’état basal 

et soutient l’hypothèse selon laquelle ces sites seraient co-dépendants bien qu’ils ne soient pas 

phosphorylés par les mêmes kinases. En effet, le site S2030 est PKA-dépendant tandis que le site S2814 

est CaMKII-dépendant. Cette augmentation de phosphorylation de S2814 chez les S2030D pourrait 

notamment conduire à une augmentation de la probabilité d’ouverture du RyR2.  



 

135 
 

Conclusion du chapitre I 

L’étude du rôle de la phosphorylation de S2030 sur des modèles non phosphorylable (S2030A), 

mimétiquement phosphorylé (S2030D) et des modèles contrôles (WT) a démontré que la 

phosphorylation de S2030 est impliquée dans le rythme cardiaque sinusal. En effet, le rythme 

cardiaque in vivo à l’état basal des S2030D est plus rapide que celui des WT et S2030A. De plus, le CL 

moyen des transitoires calciques des NSA en condition basale des modèles S2030D est plus rapide que 

celles des WT et des S2030A. Par ailleurs, la phosphorylation de S2030 est également essentielle à une 

réponse β-adrénergique totale. En effet, nous avons démontré in vivo et sur les NSA que les modèles 

S2030A présentent une réponse β-adrénergique moindre à l’ISO par rapport aux WT et S2030D. De 

plus, cette réponse β-adrénergique serait différente in vivo selon le sexe. L’étude des Ca2+ sparks nous 

montre que la phosphorylation de S2030 joue un rôle sur l’activité du RyR2 in situ et notamment sur 

sa probabilité d’ouverture lors de la phase diastolique. En effet, les cellules sinusales des S2030D 

présentent un nombre et une fréquence de Ca2+ sparks plus élevée que celles des WT et S2030A. De 

plus, ces Ca2+ sparks seraient potentiellement plus longs et plus larges que ceux des WT et des S2030A. 

Par ailleurs, lors d’un stress intense (Epinéphrine+caféine), la phosphorylation de S2030 favorise la 

survenue d’arythmies ventriculaires sévères. De plus, la phosphorylation de S2030 induit une 

augmentation de la phosphorylation du site S2814 à l’état basal et soutient l’hypothèse selon laquelle 

ces sites seraient co-dépendants bien qu’ils soient phosphorylés par différentes kinases. 
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II. Effet de la phosphorylation du RyR2 sur S2030 dans un modèle 

arythmique lors de la réponse β-adrénergique 
 

Dans le cadre d’une collaboration avec l’équipe du Dr. Ernst Niggli et Dr. Marcel Egger à l’université de 

Berne en suisse, nous nous sommes intéressés à l’effet de la phosphorylation de RyR2 sur S2030 dans 

un modèle murin exprimant une mutation responsable de CPVT (RyR2R420Q). L’objectif de cette étude 

est de déterminer si la réduction de la phosphorylation de S2030 peut potentiellement réduire les 

libérations diastoliques spontanées calciques favorisant la survenue d’arythmies ventriculaires chez les 

modèles CPVT RyR2R420Q. En effet, nous avons démontré que les souris S2030A homozygotes 

présentent une réponse β-adrénergique moindre que les WT. Afin de tester cette hypothèse, nous 

avons utilisé des modèles RyR2R420Q/S2030A (CPVT/S2030A) issus du croisement des souris S2030A 

homozygotes avec les souris CPVT RyR2R420Q. Ce modèle CPVT/S2030A est comparé avec les souris CPVT 

RyR2R420Q. Pour ce faire, nous avons isolé et incubé les cardiomyocytes ventriculaires avec une sonde 

fluorescente calcique afin de visualiser les variations intracellulaires de Ca2+ des cellules en condition 

basale (CONTROL) et condition β-adrénergique (ISO,100 nM) par microscopie confocale. Les cellules 

sont stimulées électriquement afin de mesurer les transitoires calciques. Ensuite, une période de non-

stimulation de 30s nous permet d’enregistrer les libérations diastoliques spontanées des 

cardiomyocytes telles que les vagues calciques pouvant favoriser la survenue d’arythmies 

ventriculaires. La charge calcique du RS est ensuite mesurée par la perfusion d’une solution de caféine 

(20 mM) (CPVT Ctrl N=6, n=24 et ISO N=6, n=20 ; CPVT/S2030A Ctrl N=6, n=31 et ISO N=6, n=22) 
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Figure 51- Effet de la phosphorylation de S2030 dans un modèle arythmique CPVT (RyR2 
R420Q) lors de la réponse β-adrénergique 

(A) Exemples du protocole utilisé illustrant la survenue de Ca2+ waves dans des cardiomyocytes 

ventriculaires en condition basale (CONTROL) et en condition β-adrénergique (ISO, 100 nM) 

(B) Pourcentage de survenue des Ca2+ waves au cours du temps 

(C) Pourcentage de survenue de Ca2+ waves à 10 secondes de l’enregistrement 

(D) Temps de latence entre le dernier transitoire et la première Ca2+ wave (en ms) 

(E) Temps de décroissance des Ca2+ waves (en ms) 
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Le panneau A de la Figure 51 illustre le protocole utilisé. Ces exemples représentent la survenue de 

Ca2+ waves lors de la phase diastolique en condition basale et en présence d’ISO. On observe que les 

cellules CPVT et CPVT/2030A présentent des vagues calciques en condition basale et que l’ISO 

augmente davantage la survenue de vagues calciques.  

Ensuite, nous avons mesuré le pourcentage de survenue des Ca2+ waves au cours du temps (en 

secondes, sec) représenté dans le panneau B de la Figure 51. On observe que la probabilité de Ca2+ 

waves en condition basale (lignes pleines) des CPVT/S2030A est plus élevée au cours du temps que 

celle des CPVT. En condition ISO (lignes en pointillées), la probabilité de Ca2+ waves des CPVT/S2030A 

n’est pas significativement différente que celle des CPVT. Ainsi, ces résultats suggèrent que l’ablation 

de la phosphorylation dans un modèle CPVT augmente la survenue de Ca2+ waves en condition basale.  

Le panneau C de la Figure 51 représente le pourcentage de survenue des Ca2+ waves à 10 sec de 

l’enregistrement. On observe alors en condition basale que 15% des cellules CPVT/S2030A ont des Ca2+ 

waves à 10 sec contre 0 % chez les CPVT. En présence d’ISO, 70% des cellules CPVT/S2030A présentent 

des Ca2+ waves contre 75% chez les CPVT. Ainsi, ces résultats nous démontrent que l’ISO augmente 

significativement la survenue des Ca2+ waves dans les deux modèles. Cependant, il n’y a pas de 

différence significative entre les deux modèles. 

Nous avons ensuite mesuré le temps de latence (en sec) entre le dernier transitoire et la première Ca2+ 

wave présenté dans le panneau D de la Figure 51 et illustrée dans les exemples dans le panneau A de 

la Figure 51. Dans les deux modèles, l’ISO raccourcit significativement le temps de latence de la 

première Ca2+ wave. On observe également que le temps de latence en condition basale des 

CPVT/S2030A est significativement plus court que celui des CPVT. En présence d’ISO, les groupes ne 

sont pas significativement différents. Ainsi, ces résultats suggèrent en condition basale que les cellules 

CPVT/S2030A présentent plus rapidement des Ca2+ waves que les CPVT. 

Le panneau E de la Figure 51 représente le temps de décroissance (en ms) des Ca2+ waves. On observe 

que le temps de décroissance des Ca2+ waves en condition basale des CPVT n’est pas significativement 

différent à celui des CPVT/S2030A. De plus, l’ISO accélère significativement le temps de décroissance 

des Ca2+ waves dans les deux modèles. Il n’y a pas de différence significative entre les deux modèles en 

présence d’ISO. 
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Figure 52- Effet de la phosphorylation de S2030 sur les transitoires calciques dans un modèle 
arythmique CPVT (RyR2 R420Q) lors de la réponse β-adrenergique 

(A) Exemples de transitoires calciques des cardiomyocytes ventriculaires stimulés électriquement 

en condition basale (CONTROL) et en condition β-adrénergique (ISO, 100 nM) 

(B) Amplitude des transitoires calciques (F/F0) 

(C) Temps de décroissance des transitoires calciques (en ms) 
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Afin d’étudier si la réduction de la phosphorylation de S2030 dans un modèle CPVT altère la fonction 

du CEC, nous avons mesuré les caractéristiques des transitoires calciques. Le panneau A de la Figure 

52 illustre des exemples de transitoires calciques des modèles CPVT et CPVT/S2030A en condition 

basale et en condition β-adrénergique.  

Le panneau B de la Figure 52 représente l’amplitude de ces transitoires calciques. On observe que 

l’amplitude des transitoires en condition basale des CPVT est similaire à celle des CPVT/S2030A. De 

plus, l’ISO augmente significativement l’amplitude des transitoires dans les deux modèles. Il n’y a pas 

de différence significative entre les deux modèles en présence d’ISO.  

Le panneau C de la Figure 52 représente le temps de décroissance (en ms) de ces transitoires calciques. 

On observe que le temps de décroissance des transitoires en condition basale des CPVT n’est pas 

significativement différent à celui des CPVT/S2030A. De plus, l’ISO accélère significativement le temps 

de décroissance des transitoires dans les deux modèles. Il n’y a pas de différence significative entre les 

deux modèles en présence d’ISO. Ainsi, la réduction de la phosphorylation de S2030 dans un modèle 

CPVT n’a pas d’effet sur les transitoires calciques.  
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Figure 53- Effet de la phosphorylation de S2030 sur la charge calcique du RS dans un modèle 
arythmique CPVT (RyR2 R420Q) lors de la réponse β-adrenergique 

(A) Exemples de vidange de la charge calcique du RS induit par caféine 20 mM sur cardiomyocytes 

ventriculaires en condition basale (CONTROL) et en condition β-adrénergique (ISO, 100 nM) 

(B) Amplitude de la charge calcique du RS (F/F0) 

(C) Libération fractionnaire de Ca2+ libérée par le RyR2 (rapport entre l’amplitude des transitoires 

calciques et l’amplitude de la charge calcique du RS) 
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Afin de déterminer si l’augmentation de Ca2+ waves dans le modèle CPVT/S2030A serait dû à une 

surcharge en Ca2+ du RS, nous avons mesuré l’amplitude de la charge calcique du RS en condition basale 

et en présence d’ISO (Fig.53A et B). On observe que la charge calcique du RS des CPVT/S2030A en 

condition basale n’est pas significativement différente de celle des CPVT. De plus, l’ISO augmente la 

charge calcique du RS dans les deux modèles. En présence d’ISO, la charge calcique des CPVT/S2030A 

n’est pas significativement différente de celle des CPVT. Ainsi, ces résultats suggèrent que 

l’augmentation de vagues calciques des CPVT/S2030A n’est pas dû à une surcharge en Ca2+ du RS. De 

plus, la réduction de la phosphorylation de S2030 dans un modèle CPVT ne modifie pas la charge 

calcique du RS. 

Enfin, nous avons mesuré la libération fractionnaire de Ca2+ libérée par le RyR2 (Fig.53C) via le rapport 

de l’amplitude des transitoires calciques sur l’amplitude de la charge calcique du RS. Cette mesure nous 

communique des informations supplémentaires sur l’activité du RyR2. On observe que la libération 

fractionnaire en condition basale des CPVT/S2030A n’est pas significativement différente de celle des 

CPVT. De plus, l’ISO augmente significativement la libération de Ca2+ via le RyR2 dans les deux modèles. 

Cependant, en présence d’ISO, il n’y a pas de différence significative entre les CPVT/S2030A et les CPVT. 

Ainsi, ces résultats suggèrent que la réduction de la phosphorylation de S2030 dans un modèle CPVT 

ne modifie pas libération fractionnaire de Ca2+ libérée par le RyR2. 

Conclusion du chapitre II 

L’étude sur l’effet de la phosphorylation de RyR2 sur S2030 dans un modèle CPVT a démontré que la 

réduction de la phosphorylation de S2030 ne réduit pas les libérations diastoliques spontanées 

calciques chez les modèles CPVT RyR2 R420Q. Au contraire, les modèles CPVT/S2030A présentent plus de 

Ca2+ waves en condition basale que les CPVT et ces Ca2+ waves apparaissent plus rapidement. De plus, 

la réduction de la phosphorylation de S2030 dans un modèle CPVT ne modifie pas les caractéristiques 

des transitoires calciques, ni la charge calcique du RS. 
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Chapitre 4 DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
 

I. La phosphorylation du RyR2 sur S2030 et la fréquence cardiaque 
 

Notre étude est notamment la première à avoir étudié l’implication de la phosphorylation de S2030 

dans le rythme cardiaque sinusal. En effet, les modèles murins S2808A et S2814A présentent une FC in 

vivo et une fréquence de battement du NSA en condition basale similaire aux WT suggérant 

l’implication d’autres sites de phosphorylation.508 

Par l’utilisation des modèles non phosphorylable (S2030A), mimétiquement phosphorylé (S2030D) et 

des modèles contrôles (WT), nous avons démontré que la phosphorylation de S2030 est impliquée 

dans le rythme cardiaque sinusal. En effet, nous avons observé que la fréquence moyenne des 

transitoires calciques des NSA en condition basale des modèles S2030D est plus rapide que celles des 

WT et des S2030A. De plus, le temps au pic des transitoires calciques en condition basale des cellules 

sinusales des S2030D est plus rapide que celui des WT et S2030A (Fig.45C). Ces résultats sur des NSA 

isolés sont cohérents avec nos données in vivo. En effet, la FC in vivo à l’état basal des S2030D est plus 

rapide que celle des WT et S2030A (Fig.42C). 

La FC plus rapide des S2030D pourrait être notamment lié à l’augmentation du nombre et de la 

fréquence des Ca2+ sparks à l’état basal dans les cellules sinusales des S2030D (Fig.46B, C) et suggère 

que la phosphorylation de S2030 augmente les LCR vers la fin de la DD et accélère l’horloge calcique 

qui régule l’automatisme du NSA. En effet, les LCR via RyR2 observés vers la fin de la DD dans les cellules 

sinusales activent l’échangeur NCX qui génère un courant entrant dépolarisant et contribuent à 

l’automatisme cardiaque.59 De plus, l’inhibition de la PKA sur des cellules sinusales a démontré que la 

phosphorylation par la PKA participe à l’automatisme du NSA.202 En effet, le site de phosphorylation 

S2030 est un site PKA-dépendant.472 

Par ailleurs, il est reconnu que la phosphorylation AMPc-dépendante lors de la réponse β-adrénergique 

augmente l’activité du RyR2 et notamment la libération de Ca2+ sparks.202,449,451 Puisque nous avons 

démontré que la phosphorylation de S2030 contribue à cette réponse β-adrénergique, on suggère que 

le modèle S2030D mimétise cette réponse β-adrénergique et expliquerait la FC élevée à l’état basal des 

S2030D. De plus, les RyR2 des cellules HEK transfectées S2030D ont une probabilité d’ouverture 

significativement plus élevée que les S2030A lorsque les concentrations en Ca2+ luminales augmentent. 

521 En effet, cette étude démontre que la phosphorylation de S2030 augmente la probabilité 

d’ouverture du RyR2 et est cohérente avec nos observations. Cependant, cette étude n’a pas mesuré la 

probabilité d’ouverture du RyR2 en modifiant les concentrations en Ca2+ cytosoliques. Ainsi, il serait 
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intéressant de mesurer ce paramètre à partir des cœurs des modèles afin de confirmer nos 

observations. 

Récemment, une étude sur un modèle murin ne pouvant être phosphorylable à la fois sur le site S2808 

par la PKA et sur le site S2814 par la CaMKII (Double Knock In S2808A/S2814A, DKI) a démontré que le 

site S2030 est phosphorylé en présence de PKA dans ce modèle sans différence significative avec le 

groupe WT. 518 La FC basale des souris DKI est notamment plus élevée que celle des WT suggérant que 

la phosphorylation de S2030 pourrait notamment être responsable de cette différence.  

Il serait également intéressant d’étudier les acteurs contribuant à l’horloge membranaire qui régule 

l’automaticité du NSA en mesurant les courants If, ICaL (notamment CaV1.3) sur cellules sinusales isolées 

de nos modèles. En effet, si nos modèles S2030D mimétise une réponse β-adrénergique, on s’attendrait 

alors à une accélération de la cinétique de ces courants comme lors d’une réponse sympathique.77,78,104 

II. La phosphorylation de RyR2 sur S2030 et la réponse β-

adrénergique 
 

Il a été démontré que les sites S2808 et S2814 ne sont pas impliqués dans la réponse β-adrénergique 

du NSA. En effet, les modèles murins S2808A et S2814A présentent une FC in vivo et une fréquence de 

battement du NSA similaire aux WT après réponse β-adrénergique suggérant l’implication d’autres sites 

de phosphorylation. 508 Ainsi, nous avons étudié l’implication du site S2030 sur cette réponse dans le 

NSA. 

Nous avons démontré que la phosphorylation de S2030 est essentielle à une réponse β-adrénergique 

totale du NSA. En effet, les NSA des modèles S2030A présentent une réponse β-adrénergique moindre 

à l’ISO par rapport aux WT et S2030D. En effet, l’ISO a un effet moindre sur le CL des transitoires 

calciques des S2030A par rapport aux WT et S2030D (Fig.45A). Ces résultats sur NSA isolés sont 

cohérents avec nos données in vivo (Fig.43A). En effet, les souris S2030A présentent également une 

réponse β-adrénergique moindre au cours du temps in vivo par rapport aux WT et S2030D (Fig.43C, D). 

Nos résultats sont donc cohérents avec ceux de la littérature. En effet, l’étude de la dynamique calcique 

sur les cardiomyocytes issues des modèles S2030A a démontré une diminution du CEC et une réduction 

de libérations diastoliques spontanées (Ca2+ sparks et Ca2+ waves) après ISO par rapport aux WT 

démontrant ainsi l’importance de la phosphorylation de S2030 dans la réponse β-adrénergique.473 Par 

ailleurs, les cardiomyocytes ventriculaires issus des modèles S2030A ne présentent pas d’élargissement 

des dyades après ISO contrairement aux modèles S2808A, S2814A et WT, suggérant un lien potentiel 

direct entre la phosphorylation du RyR2 sur S2030 et la microarchitecture des cardiomyocytes lors de 
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la réponse β-adrénergique.312 De plus, la réponse β-adrénergique intacte du modèle S2808A/S2814A 

suggère que la phosphorylation sur S2030 est suffisante à une réponse β-adrénergique 

physiologique.518 Cependant, aucune étude dans la littérature n’a encore comparé les modèles S2030A 

avec les S2030D lors d’une réponse β-adrénergique que ce soit sur cellules ventriculaires ou sinusales. 

Nous avons également démontré un effet moindre de l’ISO sur le NSA (Fig.44B) et la FC in vivo (Fig.43B) 

des modèles S2030D bien que la réponse β-adrénergique des S2030D soit intacte par rapport aux WT. 

En effet, le CL moyen des transitoires calciques des cellules du NSA (Fig.44B) et la FC in vivo en condition 

basale (Fig.43A) des modèles S2030D sont plus rapides que ceux des WT. Ainsi, en présence d’ISO, la 

réponse β-adrénergique ne peut aller au-delà de sa limite physiologique. 

Nous avons observé notamment une cohérence entre nos données sur NSA isolé et ceux in vivo bien 

que l’isolement du NSA nous affranchi de la régulation sympathique et parasympathique du SNC. Ainsi, 

cela soutient l’hypothèse récente que la complexité de structure et l’innervation du NSA 

s’apparenterait à celle du cerveau humain.212,213 Il serait notamment intéressant de visualiser par 

immunofluorescence sur cœur entier la distribution des neurones adrénergiques (tonus sympathique) 

et cholinergiques (tonus vagal) du NSA sur nos modèles afin d’étudier l’effet de la phosphorylation de 

S2030 sur la régulation du NSA. 

Il est établi que l’activité électrique est initiée dans la région centrale du NSA. Ce centre initiateur ou 

« leading site » n’est pas statique et sa position peut être différente selon les conditions 

physiopathologiques notamment lors d’une réponse β-adrénergique.18 Ainsi, il serait intéressant 

d’étudier l’effet de la phosphorylation de S2030 sur le déplacement de ce centre initiateur suite à une 

stimulation β-adrénergique sur les NSA isolés des modèles S2030A, S2030D et WT par cartographie 

électrique et optique. 

III. La phosphorylation de S2030 et la survenue d’arythmies 

ventriculaires 
 

Nous avons notamment démontré que les souris S2030D présentent plus d’arythmies que les WT et 

les S2030A après administration d’épinéphrine et caféine (Fig.48D, E). De plus, les arythmies des 

S2030D ont des scores d’arythmies plus sévères que les WT et les S2030A. Ainsi, ces résultats 

démontrent que la phosphorylation de S2030 lors d’une réponse β-adrénergique favorise la survenue 

d’arythmies ventriculaires sévères.  

La moindre incidence d’arythmies ventriculaires chez les S2030A est cohérente avec les données sur 

cardiomyocytes ventriculaires isolés. En effet, les cellules S2030A présentent une réduction de 
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libérations de Ca2+ diastoliques spontanées (Ca2+ sparks et Ca2+ waves) après ISO par rapport aux WT. 

473 En effet, une augmentation de libérations de Ca2+ diastoliques peut favoriser l’augmentation de 

l’activité de NCX. Le courant dépolarisant induit par NCX peut favoriser la post-dépolarisation retardée 

(DAD) des cellules favorisant la survenue d’arythmies ventriculaires.340,341,522 

Par ailleurs, une étude sur un modèle murin S2808A/2814A, dont le site S2030 est phosphorylé en 

présence de PKA, a démontré une augmentation de Ca2+ sparks et Ca2+ waves en présence d’ISO dans 

les cardiomyocytes ventriculaires et que 80% des modèles S2808A/S2814A présentent des arythmies 

ventriculaires in vivo après stress pharmacologique (adrénaline+ caféine) contre 20% chez les WT.518  

Ainsi, cette étude suggère que la seule phosphorylation de S2030 peut favoriser la survenue 

d’arythmies ventriculaires lors d’une réponse β-adrénergique. 

De façon inattendue, les types d’arythmies sévères les plus fréquentes que nous avons retrouvés chez 

les S2030D quel que soit le sexe sont les tachycardies ventriculaires bidirectionnelles (Fig.48B). Nous 

avons notamment observé que la durée de ces arythmies chez les S2030D est fréquemment supérieure 

à 5 minutes et peut même atteindre jusqu’à 14 minutes. Ces types d’arythmies sont généralement 

observés sur des patients atteints de CPVT lors d’un stress physique ou émotionnel intense et sur des 

modèles exprimant une mutation sur le RyR2 responsable de CPVT après un stress induit par 

épinéphrine et caféine.329,331,340,523,524 Ainsi, les souris S2030D présentent des arythmies ventriculaires 

induites similaires à celles de modèles murins dont l’activité de RyR2 est modifiée et donc suggère que 

l’augmentation de l’activité du RyR2, soit par une mutation, soit par la phosphorylation de S2030 induit 

des arythmies similaires. 

Très peu d’études portant sur les modèles murins CPVT ont étudié jusqu’à présent les taux de 

phosphorylation sur S2030. En effet, les taux de phosphorylation de S2808 et S2814 à l’état basale d’un 

modèle murin CPVT RyR2R420Q ne sont pas modifiés mais les taux de phosphorylation de S2030 n’ont 

pas été étudiés dans ce modèle. 350 Une autre étude a étudié les taux de phosphorylation S2808, S2814 

et S2030 en condition basale et en présence d’ISO à partir de cardiomyocytes ventriculaires du modèle 

CPVT RyR2R420Q. En présence d’ISO, les cardiomyocytes CPVT présentent une augmentation significative 

des taux de phosphorylation de S2814 et une tendance à l’augmentation des taux de phosphorylation 

de S2030 bien que la différence ne soit pas statistiquement différente (p=0.13) dû probablement à une 

distribution hétérogène des résultats.525 

Par ailleurs, l’étude des taux de phosphorylation de S2030 dans les modèles arythmiques cardiaques 

reste très peu documentée. Une étude a notamment démontré une augmentation des taux de 

phosphorylation de S2030 à partir de tissus ventriculaires de patients atteints de cardiomyopathie 

ventriculaire droite arythmogène (ARVC).496 
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Afin de soutenir nos résultats, il serait intéressant d’étudier les libérations de Ca2+ diastoliques et 

l’activité électrique lors de la réponse β-adrénergique des cardiomyocytes ventriculaires des modèles 

S2030D comparés aux S2030A et WT par technique couplée de patch-clamp et microscopie confocale. 

En effet, les arythmies ventriculaires retrouvées chez les S2030D pourrait être la conséquence d’une 

augmentation de libérations de Ca2+ diastolique favorisant les post-dépolarisations membranaires 

retardées. 

IV. La phosphorylation de S2030 et les autres sites de 

phosphorylation  
 

L’étude des taux de phosphorylation de S2808 et S2814 dans les ventricules a montré que les 

phosphorylations de S2808 et S2814 en condition basale ne sont pas significativement différent chez 

les S2030A par rapport aux WT (Fig.50A, B). Cependant, le taux de phosphorylation de S2814 est 

significativement augmenté chez les S2030D contrairement aux WT et S2030A. Ainsi, ces résultats 

suggèrent que la phosphorylation de S2030 induit une augmentation de la phosphorylation de S2814 

à l’état basal.  

Dans la littérature, aucune étude jusqu’à présent n’a étudié les taux de phosphorylation de S2808 et 

S2814 dans les modèles S2030D.Cependant, une étude sur un modèle S2030A a démontré une 

augmentation significative des taux de phosphorylation de S2808 et S2814 en condition basale par 

rapport aux WT.473 Ces résultats ne sont pas cohérents avec nos observations et suggère 

potentiellement une différence liée à la normalisation des échantillons. En effet, nous avons normalisés 

nos échantillons à la quantité de protéines totales de chaque échantillon tandis que Potenza et al., ont 

normalisés sur la quantité d’une protéine ubiquitaire (GAPDH). En effet, cette différence de technique 

peut induire des différences de résultats.526,527 

De plus, nos résultats suggèrent alors que l’augmentation significative de phosphorylation de S2814 

chez les S2030D pourrait induire une augmentation de la probabilité d’ouverture du RyR2 et expliquer 

la survenue d’arythmies chez les S2030D lors d’un stress intense. En effet, la phosphorylation de RyR2 

sur S2814 est dépendante de la CaMKII. Cette kinase est activée par le complexe Ca2+/Calmoduline 

(CaM). Ainsi, on peut supposer que le RyR2 des S2030D étant plus actif libère plus de Ca2+. Cette 

augmentation de Ca2+ cytosolique activerait la CaMKII et conduirait à la phosphorylation de S2814. En 

effet, il est établi que la phosphorylation de S2814 contribue notablement au mécanisme arythmogène 

de l’insuffisance cardiaque. 509 De plus, la phosphorylation de S2814 augmente la probabilité 

d’ouverture de RyR2 conduisant à une augmentation des libérations de Ca2+ diastoliques du RyR2.510 La 

phosphorylation de S2814 contribue ainsi à l’apparition d’épisodes d’arythmies ventriculaires. En effet, 
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des modèles murins S2814D ont démontré des tachycardies ventriculaires soutenues voire des 

épisodes de mort subite à la suite d’une stimulation β-adrénergique (Epinéphrine/caféine) ou 

électrique.512 Par ailleurs, l’augmentation de l’activité du RyR2 par phosphorylation de S2814 est 

notamment dû à une réduction de l’affinité de la CaM pour le RyR2 et conduit à un changement 

conformationnel du canal favorisant les libérations diastoliques de Ca2+.513 Ainsi, il serait intéressant de 

mesurer l’affinité de la CaM pour le RyR2 dans nos modèles afin d’étudier si la phosphorylation de 

S2030 est impliquée dans un changement conformationnel du RyR2 lors de la réponse β-adrénergique. 

Par ailleurs, l’augmentation de la phosphorylation du site S2814 à l’état basal chez les S2030D soutient 

l’hypothèse selon laquelle les sites S2030 (PKA) et S2814 (CaMKII) seraient co-dépendants bien qu’ils 

soient situés sur des sérines éloignées et phosphorylées par différentes kinases.410,517 En effet, l’ablation 

de la phosphorylation de S2808 dans un modèle murin (S2808A) conduit à l’augmentation significative 

des taux de phosphorylation de S2030 et S2815 après stimulation β-adrénergique de manière Ca2+-

dépendante. 

Enfin, nos résultats ont été obtenus à partir d’échantillons de tissus ventriculaires en condition basale 

mais il serait nécessaire d’étudier les taux de phosphorylation de S2808 et S2814 en présence d’ISO 

dans nos modèles afin d’étudier l’effet de la phosphorylation de S2030 sur les sites de phosphorylation 

voisins lors d’une réponse β-adrénergique. Par ailleurs, les mêmes analyses devront être faites sur 

tissus de NSA isolés afin de déterminer si l’augmentation de Ca2+ sparks dans les cellules sinusales des 

S2030D serait également lié à une augmentation de la phosphorylation de S2814 et donc à une 

augmentation de l’activité du RyR2. 

V. La phosphorylation de S2030 et l’activité du RyR2 
 

Nous avons démontré que les cellules sinusales des S2030D présentent un nombre et une fréquence 

de Ca2+ sparks plus élevés que celles des WT et S2030A (Fig.46). De plus, ces Ca2+ sparks seraient plus 

longs et plus larges que ceux des WT et des S2030A (Fig.47B, D). Ainsi, ces résultats suggèrent que la 

phosphorylation de S2030 joue un rôle sur l’activité du RyR2 in situ et notamment sur sa probabilité 

d’ouverture lors de la phase diastolique. En effet, l’étude sur un modèle murin S2808A/S2814 dont le 

site S2030 est phosphorylé en présence de PKA a démontré une augmentation de la fréquence de Ca2+ 

sparks dans les cardiomyocytes ventriculaires en condition basale et en présence d’ISO. 518Ainsi, cette 

étude démontre que la seule phosphorylation de S2030 augmente les libérations de Ca2+ diastoliques 

via le RyR2 et augmente son activité in situ. 

Cela suggère également que la phosphorylation de S2030 augmente l’activité du RyR2 en augmentant 

la probabilité d’ouverture du canal. En effet, les RyR2 des cellules HEK S2030D démontrent une 
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probabilité d’ouverture significativement plus élevée que les RyR2 des cellules S2030A lorsque les 

concentrations en Ca2+ luminales augmentent. 521Cela signifierait alors que la phosphorylation de S2030 

augmente la probabilité d’ouverture du canal en augmentant sa sensibilité au Ca2+ luminale.  

Cependant, nous avons étudié la sensibilité du RyR2 au Ca2+ par fixation de ryanodine tritiée au RyR2 

sur homogénats de cœur entier par technique de Radiobinding assay. Nous n’avons pas observé de 

différence significative entre les groupes (Fig.49B, C). Nos résultats sont notamment cohérents avec les 

résultats obtenues sur cellules HEK S2030D et S2030A utilisant la même technique.495 En effet, cette 

étude a démontré que la sensibilité du RyR2 tritiée au Ca2+ n’était pas significativement différente entre 

les groupes mutants et les WT. Cependant, la technique de Radiobinding assay ne permet pas de 

reproduire les conditions physiologiques cellulaires et de distinguer la sensibilité du RyR2 au Ca2+ 

cytosolique et luminale. En effet, la technique d’incorporation de canaux sur bicouche lipidique est plus 

appropriée puisqu’elle reproduit les compartiments cytosoliques et luminales et permet de mesurer la 

probabilité d’ouverture du RyR2 selon la modification des concentrations en Ca2+ cytosolique et 

luminale. 

Par ailleurs, nous avons également observé que l’ISO augmente la fréquence de Ca2+ sparks dans les 

cellules sinusales des S2030A contrairement aux WT (Fig.46B). On suggère alors que cette 

augmentation en présence d’ISO pourrait être la conséquence de la moindre réponse β-adrénergique 

des cellules sinusales S2030A. En effet, en présence d’ISO, le CL des cellules S2030A est 

significativement plus long que celui des WT (Fig.45A). Ainsi, cela conduirait à un temps diastolique 

plus long entre deux transitoires et favoriserait les libérations de Ca2+ diastoliques du RyR2. Par ailleurs, 

nous avons observé que le pourcentage de cellules présentant des Ca2+ sparks en condition basale et 

en présence d’ISO était similaire entre les WT et les S2030A (Fig.46C). En effet, cela signifie que la 

proportion de cellules S2030A avec des Ca2+ sparks reste faible mais que ces cellules ont présentés un 

nombre important de Ca2+ sparks. Cela démontre bien que l’absence de phosphorylation sur S2030 

n’augmente pas l’activité du RyR2 en soit mais peut favoriser les libérations diastoliques du RyR2 parce 

que le temps diastolique est plus long. 

Ainsi, plusieurs hypothèses sont à considérer afin de mieux comprendre comment la phosphorylation 

de S2030 augmente l’activité du canal. Bien qu’il ait été démontré que la phosphorylation de S2030 

augmente la probabilité d’ouverture du RyR2 en augmentant sa sensibilité au Ca2+ luminale, cette étude 

n’explique pas comment la phosphorylation d’un site cytosolique du RyR2 ait un effet sur la sensibilité 

du RyR2 au Ca2+ dans sa partie luminale.521 

Premièrement, on peut supposer que les sites de phosphorylation sont co-dépendants et que la 

phosphorylation de S2030 modifie le taux de phosphorylation de sites de phosphorylation voisins, 
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notamment S2814, qui conduit à une modification de la probabilité d’ouverture et donc de l’activité du 

RyR2. En effet, la phosphorylation de S2814 augmente la probabilité d’ouverture du RyR2 conduisant à 

une augmentation des libérations de Ca2+ diastoliques du RyR2.510 De plus, nos résultats suggèrent que 

l’augmentation significative de la phosphorylation de S2814 chez les S2030D pourrait induire une 

augmentation de la probabilité d’ouverture du RyR2 et expliquer la survenue d’arythmies ventriculaires 

sévères chez les S2030D lors d’un stress intense.   

Deuxièmement, on peut supposer que la phosphorylation de S2030 ait un effet sur la conformation 

structurelle du RyR2 via la modulation de la CaM. En effet, les sites de phosphorylation PKA et CaMKII-

dépendants se situent sur le pont solénoïde (B-sol) à proximité du domaine central du canal et des sites 

de liaison aux Ca2+ (EF)(Fig.22).111,287 Par ailleurs, l’augmentation de la phosphorylation de S2814 qui 

conduit à une augmentation de l’activité du canal est notamment la conséquence d’une réduction de 

l’affinité de la CaM pour le RyR2. La réduction de l’affinité de cette protéine stabilisatrice conduit à un 

changement conformationnel du canal favorisant les libérations diastoliques de Ca2+. 513Ainsi, on peut 

suggérer que la phosphorylation de S2030 a un effet sur l’affinité de la CaM pour le RyR2. En effet, il a 

été suggéré que la phosphorylation de S2030 module l’inactivation du RyR2 CaM-dépendante.528 On 

pourrait alors s’attendre à une réduction de l’affinité de la CaM pour le RyR2 dans nos modèles S2030D 

associée à l’augmentation de la phosphorylation de S2814. Ceci modifierait la conformation structurelle 

du canal et augmenterait la probabilité d’ouverture du RyR2. L’augmentation de l’activité du RyR2 

favoriserait alors les libérations de Ca2+ diastoliques et la survenue d’arythmies ventriculaires sévères 

lors d’un stress intense comme observées dans nos modèles S2030D. Par ailleurs, la réduction d’affinité 

de la CaM pour le RyR2 pourrait notamment être un facteur commun entre les modèles murins S2030D 

et CPVT qui développent des tachycardies ventriculaires bidirectionnelles (BDVT) après l’induction d’un 

stress par injection d’épinéphrine et de caféine. En effet, des mutations de la CaM ont été identifiés 

comme responsable d’une forme autosomique dominante de CPVT (CPVT4) et une réduction de 

l’affinité de la CaM a été démontré sur un modèle murin CPVT1 (RyR2 R2474S).356,407,408   

Troisièmement, on peut supposer que la phosphorylation de S2030 ait un effet sur l’organisation des 

clusters de RyR2 lors d’une réponse β-adrénergique. En effet, l’organisation et l’agencement des 

clusters de RyR2 sont modulés selon l’état de la phosphorylation PKA et CaMKII-dépendante. 310,311De 

plus, une dispersion de ces clusters a été observée lors d’une réponse β-adrénergique prolongée. 

313L’altération de l’arrangement et l’organisation des clusters de RyR2 est liée à une libération 

asynchrone de Ca2+ sparks pouvant favoriser la survenue d’arythmies.314,316 En effet, les Ca2+ sparks d’un 

RyR2 peuvent activer les RyR2 voisins et induire des relargages de Ca2+ propagés dans l’espace et le 

temps qui activent l’échangeur NCX et favorise des post-dépolarisations membranaires retardées. Ainsi, 

on peut supposer que les arythmies ventriculaires plus fréquemment observés chez les S2030D soient 
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la conséquence d’une réorganisation des clusters de RyR2 lors de la réponse β-adrénergique. En effet, 

la phosphorylation mimétique de S2030 dans nos modèles S2030D peut notamment s’apparenter à 

une réponse β-adrénergique prolongée car le site S2030 est continuellement phosphorylé sans 

régulation possible par les phosphatases. 

VI. Différences liées au sexe 
 

Afin de distinguer des différences potentielles liées au sexe, nous avons séparé les données in vivo 

entre les mâles et les femelles. Nous avons notamment démontré que les femelles quel que soit le 

génotype ont un rythme cardiaque sinusal plus élevée que les mâles (Fig.42C). Lorsqu’on compare les 

données des WT mâles et des WT femelles, on observe au bout de 10 minutes une diminution 

progressive de la réponse β-adrénergique des WT femelles contrairement aux WT mâles (Fig.43C, D). 

De plus, la réponse β-adrénergique au cours du temps des S2030A est diminuée davantage chez les 

femelles que chez les mâles par rapport aux WT. Lors d’une réponse à un stress élevée 

(Epinéphrine+caféine) les S2030D femelles présentent des scores d’arythmies moins sévères que les 

S2030D mâles (Fig.48D, E). Ainsi, ces résultats démontrent qu’il existe des différences liées au sexe lors 

de la réponse β-adrénergique. 

Dans la littérature, il a été démontré que le cœur des hommes et des femmes diffère à la fois par la 

taille, la masse et la force contractile.529 En effet, le cœur des femmes est plus petit et environ 26% plus 

léger que celui des hommes.530,531 Cette différence de taille conduit à une augmentation de la 

contractilité cardiaque et un rythme cardiaque sinusal plus élevée chez les femmes que chez les 

hommes. 532 

Nos observations sur la réponse β-adrénergique sont notamment cohérentes avec celles dans la 

littérature. En effet, les modèles femelles présentent une réponse β-adrénergique moindre que les 

mâles, associés à une susceptibilité moindre de développer des arythmies.244 Les taux en AMPc chez 

les femelles sont moins importants que les mâles et cette différence pouvait être lié en partie à 

l’expression plus importante des PDE chez les femelles. Cette étude suggère alors qu’une activité plus 

importante des PDE serait responsable de la différence de réponse β-adrénergique.245 De plus, les 

femmes disposeraient d’un contrôle vagal plus important sur la réponse sympathique que les hommes 

et expliquerait une moindre réponse β-adrénergique chez les femmes.533 

Par ailleurs, l’absence de différence entre les mâles et les femelles sur les NSA isolés nous a notamment 

conduit à regrouper les données. En effet, cette absence de différence pourrait être la conséquence de 

l’absence d’hormones sur les NSA isolés qui régulerait la réponse sympathique. En effet, des rats 

femelles ayant subi une ovariectomie ont montré des taux en PKA plus important que les rats femelles 
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contrôles suggérant que les œstrogènes modulent la production de l’AMPc et ainsi la réponse 

sympathique.246,247 Cependant, l’implication des hormones sexuelles sur les différences mâles-femelles 

dans la fonction cardiaque reste encore peu documenté. De plus, le tonus sympatho-vagal sur la 

fonction cardiaque est différent selon le sexe.533 Ainsi, l’absence de différence entre les NSA isolés des 

mâles et des femelles pourrait également être la conséquence de l’absence de tonus sympatho-vagal 

du SNC sur tissu isolé. 

VII. La phosphorylation de S2030 dans un modèle arythmique 
 

Nous avions émis l’hypothèse que la réduction de la phosphorylation de S2030 pourrait réduire les 

libérations diastoliques de Ca2+ dans un modèle CPVT RyR2 R420Q (CPVT) car les cardiomyocytes 

ventriculaires isolés de souris S2030A présentent moins de libérations diastoliques spontanées sous 

formes de Ca2+ sparks et Ca2+ waves que les souris WT lors d’une réponse β-adrénergique. 473 Les 

résultats obtenus par Potenza et al., sont notamment cohérents avec la moindre incidence d’arythmies 

ventriculaires chez les S2030A (Fig48D, E). Cependant, nous avons démontré que la réduction de la 

phosphorylation de S2030 ne réduit pas les libérations diastoliques spontanées calciques chez les 

modèles CPVT RyR2 R420Q. Au contraire, les modèles CPVT/S2030A présentent plus de Ca2+ waves en 

condition basale que les CPVT (Fig.51B) et ces Ca2+ waves apparaissent plus rapidement (Fig.51D). De 

plus, en présence d’ISO, les CPVT/S2030A présentent autant de Ca2+ waves que les CPVT (Fig.51C). Ces 

résultats réfutent donc notre hypothèse initiale et peuvent s’expliquer selon plusieurs hypothèses. 

Premièrement, on peut supposer que la phosphorylation de S2030 bien que partielle dans notre 

modèle CPVT/S2030A augmente la phosphorylation de S2814 en condition basale et ainsi l’activité du 

RyR2 comme démontré précédemment. En effet, le modèle CPVT/S2030A dans notre étude est issu du 

croisement de souris homozygotes S2030A et de souris CPVT RyR2 R420Q hétérozygote. Ainsi, notre 

modèle CPVT/S2030A est constitué de deux mutations hétérozygotes. Cela signifie alors que la 

phosphorylation de S2030 n’est pas complètement absente mais réduite de moitié. Ainsi, on peut 

supposer que la phosphorylation partielle de S2030 conduit à la phosphorylation de S2814 en condition 

basale et augmente la probabilité d’ouverture du RyR2. Cette hypothèse pourrait expliquer pourquoi 

les modèles CPVT/S2030A présentent plus de Ca2+ waves en condition basale que les CPVT. 

Deuxièmement, on peut supposer que la réduction partielle de la phosphorylation de S2030 dans notre 

modèle CPVT/S2030A contribue à une réorganisation des dyades induit par l’altération de la JPH2. La 

JPH2 est une protéine impliquée dans l’organisation des dyades et le maintien d’une distance 

physiologique entre la membrane du RS et la membrane plasmique. La JPH2 est notamment colocalisée 

avec le RyR2 et interagit avec celui-ci via son domaine C-terminal.424 En effet, l’étude d’une mutation 
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du RyR2 associée à la CPVT (RyR2 R420Q) a démontré une réduction de l’interaction entre la JPH2 et le 

RyR2 et un remodelage des dyades. Cette altération structurelle a pour conséquence une augmentation 

des libérations de Ca2+ diastolique sous forme de Ca2+ sparks et waves, favorisant la survenue 

d’arythmies dans ce modèle CPVT RyR2R420Q. 350Ainsi, l’altération de la JPH2 dans le modèle CPVT 

RyR2R420Q altère la distance physiologique entre les LTCC et les RyR2 et favorise l’activation de RyR2 par 

mécanisme de CICR. Par ailleurs, la phosphorylation de S2030 est nécessaire à l’expansion des dyades 

lors d’une réponse β-adrénergique.312 On peut donc supposer que la réduction partielle de cette 

phosphorylation contribue également à l’altération de cette distance physiologique entre les LTCC et 

les RyR2 et favorise l’activation de RyR2 par mécanisme de CICR. Ceci expliquerait pourquoi les 

CPVT/S2030A présentent autant de Ca2+ waves que les CPVT lors d’une réponse β-adrénergique. 

  



 

154 
 

CONCLUSION GENERALE 
 

A travers diverses approches expérimentales (du moléculaire à l’in vivo), mon projet de thèse vise à 

mieux comprendre la complexité des mécanismes impliqués dans l’automatisme cardiaque en étudiant 

notamment l’implication potentielle de la phosphorylation du canal de libération calcique, le RyR2, lors 

d’une réponse β-adrénergique. 

Mes travaux de thèse portent plus précisément sur la contribution de la phosphorylation PKA-

dépendante du RyR2 sur une sérine 2030 (S2030) dans la régulation de l’automatisme cardiaque lors 

d’une réponse β-adrénergique. A l’aide de modèles murins génétiquement modifiés, notre étude 

démontre que la phosphorylation du RyR2 sur S2030 a un effet sur la réponse chronotrope positive des 

cellules du NSA isolé et module la réponse β-adrénergique in vivo. Lors de la phosphorylation du RyR2 

sur S2030, une augmentation de l’activité diastolique de RyR2 sous forme de Ca2+ sparks, en fréquence 

et en durée d’évènements, accélère l’horloge calcique impliquée dans la phase de dépolarisation 

diastolique du potentiel d’action des cellules du NSA. L’accélération de cette horloge calcique participe 

à l’effet chronotrope positif lors d’un stress. Cependant, en situation de stress intense (Epinéphrine 

+caféine), la phosphorylation de S2030 favorise la survenue d’arythmies ventriculaires. 

Afin de mieux situer la contribution de la phosphorylation du RyR2 sur S2030 sur la modulation de 

l’automaticité des cellules du NSA, il serait intéressant d’étudier les canaux contribuant à l’horloge 

membranaire qui régule l’automaticité du NSA en mesurant les courants If, ICaL (notamment CaV1.3) sur 

cellules sinusales isolées de nos modèles par technique de patch-clamp. 77,78,104 Par ailleurs, il est établi 

que l’activité électrique est initiée dans la région centrale du NSA. Ce centre initiateur ou « leading 

site » n’est pas statique et sa position peut être différente selon les conditions physiopathologiques 

notamment lors d’une réponse β-adrénergique.18 Ainsi, il serait intéressant d’étudier l’effet de la 

phosphorylation de S2030 sur le déplacement de ce centre initiateur suite à une stimulation β-

adrénergique sur les NSA isolés de nos modèles par cartographie électrique et optique. 
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