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Abréviations 
 

-A- 

AAV: adeno-associated virus 

2-APB: 2-aminoethoxydiphényl borate 

ADN: acide désoxyribonucléique 

ADNc: acide désoxyribonucléique complémentaire 

AM: acétoxyméthylester 

AMPC: adénosine monophosphate cyclique 

AONs: antisense oligonucleotides 

ARN: acide ribonucléique 

ARNm: acide ribonucléique messager 

Asp: Asparagine 

ATP: adénosine triphosphate 

-B- 

BAPTA: 1,2-bis (2-aminophenoxy) ethane-N,N,N',N'-tetraacetic acid 

BMD: Becker muscular dystrophy 

BSA: bovin serum albumin  

-C- 

Ca2+: ion calcium 

CaM: calmoduline 

CaMK-II: calcium-calmoduline kinase II 

CCE: capacitative calcium entry 

CEC: couplage excitation-contraction 

CICR: calcium-induced calcium release 

CIF: calcium influx factor 

CIP: cocktail d’inhibiteurs de protéases 

cm: centimetre 

CO2: dioxide de carbone 

CREB: cAMP/Ca2+-response element binding protein 

CsA: cyclosporine A 

Ct: cycle threshold 
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-D- 

DAG: diacylglycerol 

Da: dalton 

DAPs: dystrophin-associated proteins 

DHPRs: dihydropyridines receptors 

DHPs: dihydropyridines 

DMB: dystrophie musculaire de Becker 

DMD: dystrophie musculaire de Duchenne 

DMEM: dulbecco’s modified eagle’s medium 

DMSO: Diméthyl sulfoxyde 

DND: DNA-binding domain 

dNTP: désoxy nucléotide triphosphate 

DTT: dithiotheritol 

DYS: dystrophine 

-E- 

ECL: enhanced chemiluminescence 

EDTA: ethylenediamine tetraacetic acid 

EGTA: ethyleneglycol-bis (β-amino-ethyl ether) N,N,N',N'-tetraacetic acid 

-F- 

FDB: flexor digitorum brevis 

FKBP: FK Binding Protein 

FRET: fluorescence resonance energy transfer 

-G- 

g: gravité 

GMPc: guanosine monophosphate cyclique 

Grb2: growth factor receptor-bound protein 2 

GRMD: golden retriever muscular dystrophy 

GTP: Guanosine triphosphate 

-H- 

h: heure 

HEPES: Acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine ethane sulfonique 

HFMD: hypertrophic feline muscular dystrophy 
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HVA: high voltage activated 

-I- 

IDL: image data language 

IKK: inhibitor of κB kinase 

IGF-1: insulin-like growth factor 1 

IL: interleukine 

IP3: inositol 1,4,5-trisphosphate 

IP3Rs: inositol 1,4,5-trisphosphate receptors 

-K- 

K+: ion potassium 

kb: kilobase 

KCl: chlorure de potassium 

kDa: kiloDalton 

KO: knock out 

-L 

LPS: lipopolysacharides 

LVA: low voltage activated 

-M- 

mdx: X-linked muscular dystrophy  

MEF2: myocyte enhancer factor 2 

Mg2+: ion magnésium  

MHC: myosine heavy chain 

µm: micromètre 

µM: micromolaire 

ml: millilitre 

mM: millimolaire 

mW: milliwatt 

MLC: myosine light chain 

mPTP: mitochondrial permeability transition pore 

MRF: muscle regulatory factor 

ms: milliseconde 

MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide 
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-N- 

Na+: ion sodium 

nAChR: récepteur nicotinique à l’acétylcholine 

nm: nanomètre 

nM: nanomolaire 

NCX: Na+/Ca2+ exchanger 

NEMO: named NFκB essential modulator 

NFAT: nuclear factor of activated T-cells 

NFκB: nuclear factor κB 

NHR: NFAT homology region 

NLS: nuclear localization signal 

NO: nitric oxyde 

NOS: nitric oxyde synthase 

NP-EGTA: ο-nitrophenyl EGTA 

NRD: NFκB/Rel/dorsal domain 

-0- 

OAG: 1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol  

-P- 

PBS: phosphate buffer saline 

PDZ: PSD-95, disc-large et ZO-1 

PFA: paraformaldéhyde 

PIP2: Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 

PKA: Protéine kinase A 

PKC: Protéine kinase C 

PKG: Protéine kinase G 

PLC: Phospholipase C 

PMCA: plasma-membrane calcium ATPase 

PMT: photomultiplicateur 

PTX: pertussis toxin 

-R- 

RE: réticulum endoplasmique 

RHD: Rel homology domain 
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RIPA: radioimmunoprecipitation assay 

RISC: RNA-induced silencing complex 

ROCs: receptor-operated channels 

rpm: rotation par minute  

RS: réticulum sarcoplasmique 

RT-PCR: reverse transcriptase polymerase Chain Reaction 

RyRs: ryanodine receptors 

-S- 

SACs: stretch-activated channels 

SDS: sodium dodécyl sulfate 

SERCA: sarco-endoplasmique reticulum calcium ATPase 

siRNA: small interfering RNA 

SH3: domaine d'homologie 3 Src 

SKF-96365: 1-{β-[3-(4-Methoxyphenyl)propyl]-4-methoxyphenethyl}-1H-imidazole 

hydrochloride 

snRNA: small nuclear RNA 

SOCs: store-operated channels 

SOCEs: store-operated calcium entries 

SO4
2-: ion sulfate 

STIM1: stromal interaction molecule 1 

-T- 

TAD: transactivation domain 

TBS: tris buffered saline 

TGF-β: transforming growth factor-β 

TNF: tumor necrosis factor 

TRP: transient receptor potential 

TRPA: transient receptor potential ankyrin 

TRPC: transient receptor potential canonical 

TRPM: transient receptor potential melastatin 

TRPML: transient receptor potential mucoLipin 

TRPN: transient receptor potential No mechanosensitive 

TRPP: transient receptor potential polycystin 

TRPV: transient receptor potential vanilloid 
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TT: tubule Transverse 

-U- 

UV: ultraviolet 

-X- 

XeC: xestospongine C 
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I. Le muscle squelettique 
 

1. Généralités 

 

Les muscles représentent environ 40% de la masse corporelle chez l’Homme et leur 

principale caractéristique est leur capacité à transformer une énergie chimique en énergie 

mécanique : la contraction. Ils sont impliqués dans des fonctions telles que la respiration, le 

mouvement de liquides corporels ou la motricité. 

Le tissu musculaire squelettique intervient dans les mouvements volontaires et réflexes. Il 

est sollicité en permanence afin d’assurer la locomotion (motricité cinétique) ainsi que le 

maintien de l’équilibre et de la posture (motricité statique) de l’organisme. Comme le muscle 

cardiaque, il appartient à la catégorie des muscles striés (Figure H-1) qui diffèrent des muscles 

lisses par leur organisation ultrastructurale. Cependant, le tissu musculaire squelettique est 

sous le contrôle du système nerveux autonome (système volontaire) alors que la contraction 

du muscle cardiaque et de la plupart des muscles lisses se fait de façon involontaire.  
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Cellule musculaire cardiaque  

 

 

 
Cellule musculaire squelettique  

 

 

Cellule musculaire lisse  

Figure H-1 : Les trois types musculaires 
 
Les cellules musculaires cardiaques sont striées, ramifiées et possèdent un seul noyau central. 
Les cellules musculaires squelettiques sont sous forme de longs cylindres striés à plusieurs noyaux 
périphériques. 
Les cellules musculaires lisses ne sont ni striées, ni ramifiées et possèdent un seul noyau central.  
Source : http://www.nytimes.com/imagepages/2007/08/01/health/adam/19841Typesofmuscletissue.html 

 

http://www.nytimes.com/imagepages/2007/08/01/health/adam/19841Typesofmuscletissue.html
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2. Myogenèse 

 

Plusieurs étapes sont nécessaires à la formation des tissus musculaires lors du 

développement de l’embryon. Sous l’influence de facteurs de croissance, des cellules 

totipotentes d’origine mésodermique vont proliférer puis s’engager dans la lignée myogénique 

en se déterminant en myoblastes (Figure H-2 A). Ces cellules sont fusiformes à noyau unique 

et vont se multiplier avant de stopper leur cycle cellulaire et de s’aligner les unes par rapport 

aux autres. Sous l’influence de nouveaux facteurs, les myoblastes proches vont fusionner 

entre eux conduisant à la formation d’un syncitium plurinucléé. Cette différenciation permet 

l’obtention de myotubes à noyaux centraux (Figure H-2 B). Lors de l’étape de maturation, les 

myotubes vont se différencier en fibres musculaires avec une disposition périphérique des 

noyaux (Figure H-2 B). La réorganisation du cytosquelette et le positionnement central des 

myofibrilles permet aux fibres d’acquérir des propriétés contractiles. Ces fibres ont perdu leur 

capacité de division cellulaire, mais ce sont les cellules satellites, situées en périphérie des 

fibres, qui interviendront pour la réparation des tissus musculaires.  

 

3. Ultrastructure du muscle squelettique 

 

3.1. Anatomie du muscle squelettique 

Les muscles squelettiques, reliés aux os par l’intermédiaire de tendons, sont constitués 

d’un ensemble de faisceaux musculaires (Figure H-3 A). Chaque faisceau comporte plusieurs 

fibres musculaires rendues solidaires par des enveloppes de tissu conjonctif (Figure H-3 B). 

Ces fibres sont agencées parallèlement les unes aux autres et constituent l’unité contractile du 

muscle squelettique. Ce sont de longues cellules cylindriques plurinucléées avec un diamètre 

variable de 10 à 100 µm et pouvant atteindre une longueur de 30 cm chez l’Homme. Au sein 

des faisceaux musculaires, chacune des fibres est innervée par un seul motoneurone (Figure 

H-4). Chaque motoneurone innerve lui-même plusieurs fibres musculaires les activant ainsi 

de façon synchrone : c’est l’unité motrice. Les sous-unités composant les fibres sont les 

myofibrilles constituées entres autre de myofilaments d’actine et de myosine (Figure H-5). 

Ces structures sont les éléments contractiles des fibres musculaires. 
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Figure H-4 : Fibres innervées par un motoneurone. 
 
Une fibre est innervée par un seul motoneurone au niveau de la jonction 
neuromusculaire (ou plaque motrice). En revanche, un motoneurone innerve 
plusieurs fibres. Source : Tortora et Grabowski, 2001 

 

 

 

 

Il existe différents types de fibres musculaires appelées lentes, rapides ou intermédiaires 

aux propriétés de contraction différentes. Le sarcolemme (ou membrane plasmique des fibres 

musculaires) est pourvu de fines invaginations réparties régulièrement le long de la fibre 

(Figure H-5). Ces invaginations appelées tubules transverses ou tubules T pénètrent 

profondément au cœur de la fibre permettant la propagation des potentiels d’action au plus 

proche de l’appareil contractile. Les tubules T sont associés au réticulum sarcoplasmique (RS) 

très développé qui entoure chaque myofibrille (Figure H-5). Les citernes terminales du RS, 

lieu de stockage du calcium, enserrent le tubule T de part et d’autre formant ainsi la triade, 

structure permettant le couplage excitation-contraction (Figure H-5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure H-5 : Ultrastructure de la fibre musculaire squelettique. 
 
Chaque myofibrille est entourée de réticulum sarcoplasmique (RS), formé des citernes terminales 
et du RS longitudinal. L’association de 2 citernes terminales du RS de part et d’autre d’un tubule 
T forme la triade, lieu du couplage excitation-contraction. Source : Tortora and Grabowski, 2001 
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Le ré s citernes terminales qui sont 

localisées à proxim

canau ation

contraction. La partie longitudinale du RS est moins développée et sa membrane contie

’actine, formant une alternance de bandes A (anisotropique) sombres et de bandes I 

sotropique) claires (Figure H-6 A). Les sarcomères, unités contractiles de la myofibrille, 

 d’ancrage des filaments fins d’actine (Figure H-6 A). 

La 

à une chaine légère de myosine (MLC, Myosine Light Chain) qui forme la 

tête

yosine et la troponine (Figure H-6 C). La tropomyosine est une molécule 

frib

ticulum sarcoplasmique est divisé en deux parties. Le

ité des tubules T et contiennent les récepteurs à la ryanodine (RyRs), 

x calciques impliqués dans la libération massive de calcium lors du couplage excit -

nt, 

entre autre, les pompes calciques ATPases qui vont repomper le calcium dans la lumière du 

RS.  

 

3.2. Les protéines contractiles 

L’aspect strié des fibres est du à l’enchevêtrement des myofilaments épais de myosine et 

fins d

(i

sont délimités par les disques Z, point

partie centrale du sarcomère, bande A, comprend la totalité de la longueur des filaments 

épais de myosine, alors que sa partie distale, bande I, est constituée de filaments fins d’actine 

(Figure H-6 A).  

Les filaments épais de myosine sont formés d’environ 300 molécules de myosine, elles 

mêmes composées de deux molécules entrelacées (MHC, Myosine Heavy Chain) constituant 

les queues de myosine (Figure H-6 B). Chaque extrémité N-terminale des chaines lourdes 

(MHC) s’associe 

 de myosine dirigée vers les filaments fins d’actine (Figure H-6 B). Ces têtes globulaires 

de myosine comportent un site de liaison à l’actine ainsi qu’un site catalytique d’hydrolyse de 

l’ATP.  

Les myofilaments fins sont constitués principalement de molécules d’actine rassemblées 

sous forme de chaînes tressées en hélice. Chaque molécule d’actine comporte un site actif sur 

lequel peut se fixer une tête de myosine. Un complexe protéique régulateur est associé à 

l’actine : la tropom

illaire qui couvre le site actif de la molécule d’actine, inhibant ainsi la liaison actine-

myosine. L’autre molécule régulatrice, la troponine, est un complexe de trois polypeptides : la 

troponine T, I et C (Figure H-6 C). La troponine T lie les autres troponines à la tropomyosine, 

la troponine C se lie avec le calcium et la troponine I inhibe la liaison actine-myosine en 

positionnant la tropomyosine sur le site actif de la molécule d’actine et en inhibant également 

l’activité ATPAsique du complexe actine-myodine. 
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La contraction musculaire se fait par glissement des filaments d’actine et de myosine les 

uns sur les autres, permettant ainsi le raccourcissement des sarcomères. 

Outre les protéines contractiles (actine et myosine) et les protéines régulatrices (troponine, 

tro

ments ou à l’élasticité 

et l

pomyosine), les myofibrilles sont également composées de protéines structurales comme la 

titine ou la nébuline, contribuant au maintien de l’alignement de myofila

’extensibilité de la myofibrille. 

 

4. Les étapes de la contraction musculaire 

 

Une des propriétés du muscle squelettique est son excitabilité. L’initiation des 

re est due à une stimulation nerveuse 

igure H-7). Au niveau de la jonction neuromusculaire, le neurone libère son 

neu

tion membranaire, stoppant la libération calcique des RyRs. Les pompes 

phénomènes conduisant à la contraction musculai

(F

rotransmetteur (l’acétylcholine) induisant une dépolarisation membranaire de la fibre 

musculaire (Figure H-7), pouvant engendrer un potentiel postsynaptique excitateur (PPSE). 

Le PPSE peut alors générer un potentiel d’action qui se propage le long du sarcolemme 

jusqu’au cœur de la fibre par le réseau de tubules T. Au niveau des triades, la dépolarisation 

membranaire induit un changement de conformation des canaux dépendants du voltage, les 

récepteurs à la dihydropyridine (DHPRs) localisés au niveau du sarcolemme (Figure H-7). 

Dans le muscle squelettique, ces récepteurs sont couplés physiquement aux canaux calciques 

du réticulum sarcoplasmique, les récepteurs à la ryanodine (RyRs), induisant alors leur 

ouverture (Figure H-7). Le calcium du réticulum sarcoplasmique jonctionnel, formé des 

citernes terminales, va donc être massivement libéré dans le cytoplasme de la cellule 

musculaire augmentant de 10 à 50 fois la concentration calcique intracellulaire basale (100 

nM). Le calcium libéré dans le cytoplasme se lie à la troponine C qui va changer de 

conformation et faire basculer le complexe troponine-tropomyosine, libérant ainsi les sites 

actifs de l’actine (Figure H-8). La tropomyosine ne masque plus les sites de liaison de la 

myosine sur l’actine qui sont alors accessibles aux têtes de myosine : le cycle de contraction 

peut commencer. La contraction va également demander une source d’énergie, sous forme 

d’ATP, et le cycle de contraction aura lieu tant que la concentration en calcium et en ATP 

sera suffisante. 

La relaxation musculaire intervient lorsque le taux de calcium cytoplasmique diminue et 

débute lors de l’arrêt de l’entrée de calcium dans le cytoplasme par l’inactivation des DHPRs 

et la repolarisa
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cal

 

 

 

 

ciques ATPases situées à la membrane du RS (les SERCAs) vont repomper le calcium 

contre son gradient de concentration dans la lumière du RS longitudinal, situé entre deux 

citernes terminales (Figure H-7). Le calcium va également être expulsé du cytoplasme vers le 

milieu extracellulaire par l’échangeur Na+/Ca2+ et la pompe calcium ATPase du sarcolemme 

(PMCA). Une autre partie du calcium pourra également être pompée par les mitochondries. 

Celles-ci participent activement à la contraction et à la relaxation musculaire en fournissant 

l’énergie nécessaire pour le raccourcissement des sarcomères et le repompage du calcium, 

sous forme d’ATP. 

 

Figure H-8 : Formation de la liaison actine-myosine. 
 
Après fixation du calcium sur la troponine C (TnC), celle-ci change de conformation libérant les sites de 
liaison de la myosine localisés sur l’actine. Ce site de liaison est alors accessible pour la tête de myosine 
qui peut alors se fixer à l’actine.  
Source :site internet www.webanatomy.net 
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II. Homéostasie calcique du muscle squelettique 

Le calcium est un messager important au sein des cellules, car il intervient dans différentes 

voies de signalisation et divers processus biologiques. Le calcium nécessaire à ces fonctions 

cellulaires peut provenir du milieu extracellulaire ou des o organites intracellulaires et la 

régulation de son homéostasie se fait grâce aux canaux calciques présents à la membrane de 

ces compartiments. L’homéostasie calcique du muscle squelettique fait intervenir des 

structures particulières dues à la fonction première de ce type cellulaire qui est la contraction 

musculaire. 

 

1. Les voies d’entrée du calcium dans le cytoplasme

 

 

 

1.1. Canaux calciques du sarcolemme 

 

1.1.1. Récepteur aux dihydropyridines (canal calcique de type L) 

Dans le muscle squelettique, le couplage excitation-contraction (CEC) aboutit à une 

libération massive de calcium dans le sarcoplasme nécessaire à la contraction musculaire. Ce 

mécanisme fait intervenir les récepteurs aux dihydropyridines (DHPRs) localisés au niveau du 

sarcolemme, ainsi que les récepteurs à la ryanodine (RyRs) situés sur la membrane du RS. Les 

DHPRs sont majoritairement présents au niveau des tubules T (Fosset et al., 1983).  

La première hypothèse du concept de sensibilité à la variation de potentiel membranaire 

(voltage sensor) impliqué dans le CEC a été évoquée en 1973 par Schneider et Chandler 

(Schneider and Chandler, 1973). Par la suite, il a été proposé un possible lien physique entre 

le senseur de voltage et le canal calcique du RS (Chandler et al., 1976). L’un des candidats 

moléculaires à ces deux hypothèses était le DHPR. Il fait partie de la famille des canaux 

calciques dépendants du voltage ou « CaV » (voir Tableau T-1 pour la correspondance entre 

les différentes nomenclatures). Les CaV sont divisés en deux sous-familles : les canaux 

calciques activés par forte dépolarisation membranaire (HVA pour high voltage activated) et 

les canaux activés lors d’une plus faible dépolarisation membranaire (LVA, pour low voltage 

activated) à partir du potentiel membranaire de repos. Les canaux calciques de type CaV sont 

formés par différentes sous-unités suivant leur répartition tissulaire et possèdent leur propre 

pharmacologie (voir Tableau T-1). Les DHPRs sont des canaux calciques sensibles au 

voltage, appartenant aux HVA, et de type L (pour long lasting) pouvant générer un courant 
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calcique entrant durable (Cognard et al., 1986) s’activant lentement par dépolarisation des 

tubules T. Son implication dans les phénomènes de senseur de voltage et de couplage 

xcitation-contraction dans le muscle squelettique a été démontrée (Rios and Brum, 1987; 

Tan

s par des gènes distincts et pour lesquels il existe différents variants d’épissage 

our revue Hofmann et al., 1999). Cette sous-unité β est coexprimée avec la sous-unité α 

s sous-unités interagissent de 

anière physique (Borsotto et al., 1985; Takahashi et al., 1985; Leung et al., 1988) et cette 

 se fait de manière tissu-dépendante. La sous-

nité β aurait des effets complexes de modulation, régulation de la sous-unité α pouvant ainsi 

mo inova, 2005). De 

plu

st chargé 

pos

e

abe et al., 1988).  

Le DHPR est formé de plusieurs sous unités : α1, α2, β, δ et γ, qui constituent un 

complexe protéique de 430 kDa (Campbell et al., 1988) arrangé en tétrades (Block et al., 

1988), toutes les sous-unités sont membranaires sauf la sous-unité β qui est cytosolique 

(Figure H-9 A).  

La sous-unité β est une sous-unité auxilliaire intracellulaire dont il existe quatre isoformes 

(β1-4) codée

(p

dans tous les canaux HVA avec une stoechimetrie de 1:1. Ce

m

association entre les différentes sous-unité β et α

u

duler l’ouverture du canal et donc le courant résultant (pour revue, Lac

s, la sous-unité β3 augmente significativement l’affinité du canal pour les 

phenylalkilamines tels que le verapamil et le gallopamil.  

La sous unité α1 a été clonée et séquencée en 1987 (Tanabe et al., 1987). Elle est formée 

de quatre domaines (I à IV), eux-mêmes composés de 6 segments hydrophobes 

transmembranaires (S1 à S6) (Figure H-9 B). Le segment S4 de chaque domaine e

itivement et détecte ainsi les variations de potentiel, c’est le domaine senseur de voltage 

(Figure H-9 B). L’épingle à cheveux β (H5) localisée entre les segments S5 et S6 de chaque 

domaine participe à la formation du pore du canal ainsi qu’à sa sélectivité (pour revue, Melzer 

et al., 1995) (Figure H-9 B). La liaison entre la sous-unité β et α1, au niveau de la boucle 

cytoplasmique I-II, est importante pour les propriétés cinétiques d’activation et d’inactivation 

du canal (Pragnell et al., 1994). De même, le domaine I a un rôle crucial dans les différences 

cinétiques observées entre les DHPRs cardiaques (isoforme α1c) et musculaires squelettiques 

(isoforme α1s). Dans le muscle squelettique, le lien physique entre le DHPR et le RyR se fait 

par la boucle II-III cytoplasmique de la sous-unité α1s du DHPR (Tanabe et al., 1990; Leong 

and MacLennan, 1998) (Figure H-9 B et C).  

Le complexe α2/δ a été cloné en 1988 par Ellis et collaborateurs (Ellis et al., 1988). Ce 

complexe est formé de deux sous-unités : la sous-unité α2 extracellulaire qui est liée à la sous-
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unité δ par un pont disulfure et ancre le complexe α2/δ à la membrane via un seul segment 

transmembranaire, tout en stabilisant la sous-unité α1 (De Waard et al., 1996 ; Gurnett et al., 

1996) (Figure H-9 A). La sous-unité α2 procure l’élément structural requis pour la stimulation 

du canal (Gurnett et al., 1996), alors que le domaine δ recèle des régions importantes pour le 

dép

e α1 et β exprimées. 

 type L comparable à celui présent 

che

lacement de la courbe de disponibilité en fonction du potentiel du canal ainsi que pour la 

modulation cinétique de l’inactivation du canal (Felix et al., 1997). Les effets de modulation 

de l’activation et de l’inactivation du canal sont différents en fonction des isoformes des sous-

unité α2/δ ainsi qu

Quant à la sous-unité γ (isoforme γ1), elle est détectée seulement dans le muscle 

squelettique (Jay et al., 1990) mais elle n’est cependant pas essentielle dans la libération 

calcique contrôlée par le voltage (Ursu et al., 2001). L’absence de la sous-unité γ1 provoque 

une augmentation du courant calcique de type L dans les myotubes néonataux provenant de 

souris déficientes en sous-unité γ1 (γ1-/-) par rapport aux souris exprimant cette sous-unité 

(Held et al., 2002). Cette différence est également observée dans des myotubes issus de souris 

âgées de 2 semaines. En revanche, ce courant calcique diminue entre 2 et 4 semaines après la 

naissance chez les souris γ1-/-, et plus tardivement chez la souris γ1+/+ (Held et al., 2002). 

L’expression transitoire de la sous-unité γ1 dans les myotubes provenant de culture primaire 

de souris γ1-/- permet de retrouver un courant calcique de

z les souris γ1+/+ (Held et al., 2002). Il a également été observé une altération du stade 

inactif stable dans les cellules musculaires déficientes en sous-unités γ1 (Held et al., 2002). 

Cette constatation a été confirmée par Ursu et collaborateurs en 2004, par la mise en évidence 

d’une altération spécifique de l’inactivation dépendante du voltage du canal calcique de type 

L, par la sous-unité γ1 dans des fibres matures de muscles de souris(Ursu et al., 2004). 

L’AMPc interviendrait sur la modulation du courant calcique de type L, mais son action serait 

régulée par la sous-unité γ1. En effet, en absence de la sous-unité γ1, le canal serait 

phosphorylé par une protéine kinase dépendante de l’AMPc et serait plus actif (Held et al., 

2002). Dans une étude récente, il a également été démontré que la sous-unité γ1 du DHPR 

pouvait jouer le rôle d’un antagoniste calcique endogène et permettrait de protéger la cellule 

musculaire squelettique des libérations calciques incontrôlées dans certaines conditions de 

fatigue extrême de la cellule, menant à une dépolarisation partielle de la membrane 

(Andronache et al., 2007). 
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Le DHPR est un canal sensible aux dihydropyridines (exemple : nifédipine) (sites de 

liaisons extracellulaires) (Figure H-9 B), aux phenylalkylamines (exemple : verapamil) (sites 

de liaisons intracellulaires) et aux benzothiazépines (exemple : dilitiazem).  

De par ses différentes propriétés, ce canal est donc impliqué dans le couplage excitation-

contraction du muscle squelettique par son lien physique avec le RyR via sa boucle II-III 

cytoplasmique (Figure H-9 C). Il fait entrer, en faible quantité, du calcium dans la fibre 

musculaire lors de la dépolarisation, ce calcium participant peu au CEC (Cognard et al., 

1992b).  

 

1.1.2. Canal calcique de type T 

A des stades précoces du développement, les cellules musculaires squelettiques présentent 

un courant calcique de type T (pour transient), cohabitant avec le courant calcique porté par 

les DHPRs de type L. Contrairement au courant de type L, ce courant calcique est activé à des 

potentiels membranaires plus négatifs (LVA, pour low voltage activated), et présente une 

activation et une inactivation rapide (Cognard et al., 1986; Beam and Knudson, 1988). Au 

cours du développement des cellules musculaires, le courant calcique de type L devient 

majoritaire par rapport à celui de type T (Cognard et al., 1992b). Les canaux calciques de type 

T ne sont pas ou peu sensibles aux dihydropyridines et autres bloqueurs de DHPR. Depuis 

quelques années, de nouvelles molécules plus spécifiques aux canaux calciques de type T ont 

été développées, comme le mibefradil qui est dérivé du tétralol (Liu et al., 1999), l’amiloride 

ou le nickel (Bijlenga et al., 2000) (voir Tableau T-1).  

Ces canaux calciques sont des cibles thérapeutiques dans les pathologies cardiaques telles 

que l’hypertension, ainsi que dans des pathologies neurologiques, principalement l’épilepsie. 

Le rôle de ces canaux n’est pas bien déterminé dans les cellules musculaires squelettiques, 

mais l’utilisation des nouvelles molécules a permis de démontrer leur implication dans la 

fusion des myoblastes (Bijlenga et al., 2000).  

 

1.1.3. Récepteur nicotinique 

Le récepteur nicotinique à l’acétylcholine (nAchR) est un canal cationique pentamérique 

ligand-dépendant. Il laisse principalement transiter les ions Na+ et K+, mais il peut également 

laisser passer des ions Ca2+. Ces canaux sont présents dans divers types cellulaires, 

notamment dans les cellules musculaires, les neurones, les cellules endothéliales, les cellules 

immunitaires ou encore les kératinocytes (Fucile, 2004). Dans les cellules musculaires, les 
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réc

s ce sont les sous-

uni

1.1.4. Echangeur Na+/Ca2+

epteurs nicotiniques permettent la transmission du signal au niveau de la jonction 

neuromusculaire. Dans les cellules musculaires embryonnaires, ces canaux sont composés des 

sous-unités α1 (x2), β1, δ et γ alors que dans les cellules musculaires adulte

tés α1 (x2), β1, δ et ε qui le composent. Les récepteurs nicotiniques des cellules 

musculaires embryonnaires sont plus perméables au calcium que ceux des cellules 

musculaires adultes (Fucile, 2004).  

 

  

La fonction majeure de l’échangeur Na+/Ca2+ est l’extrusion du calcium vers le milieu 

ex s (voir paragraphe 2.2.2 de ce chapitre), mais il 

peu

lorsque la concentration calcique 

intr

tracellulaire dans les conditions normale

t aussi fonctionner en mode inverse et faire entrer du calcium dans le cytoplasme (Lytton, 

2007). La stœchiométrie de l’échange est de 1 ion Ca2+ pour 3 ions Na+ dans les conditions 

physiologiques normales (Donoso and Hidalgo, 1989), mais il peut également faire des 

échanges du type Ca2+/Ca2+ ou Na+/Na+ (Reeves and Sutko, 1983). Il existe 3 isoformes 

d’échangeurs Na+/Ca2+ (NCX pour Na+/Ca2+ exchanger) : NCX1, NCX2 et NCX3 qui est 

l’isoforme présente dans le muscle squelettique (Lytton, 2007).  

L’activité des NCXs est réversible et le sens des mouvements ioniques dépend des 

gradients électrochimiques des ions transportés, ce transport ne nécessite donc pas d’ATP 

(Figure H-10). Quand la membrane est dépolarisée et que la concentration en Na+ augmente, 

les échangeurs peuvent fonctionner en mode inverse et faire entrer une petite quantité d’ions 

calcium. Après la dépolarisation membranaire et 

23 

acellulaire est élevée, les NCXs fonctionnent en mode normal et permettent l’extrusion de 

calcium.  

 

 

 

 

Figure H-10 : Mécanismes d’échange des ions Na+ 
et Ca2+

 
 par NCX. 

En mode normal (forward mode), l’échangeur fait 
entrer 3 ions Na+ et sortir 1 ion Ca2+ dans la cellule. 
En mode inverse (reverse mode), il fait entrer 1 ion 
Ca2+ et il fait sortir 3 ions Na+. 
Source : Lytton, 2007. 
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1.1.5. Les canaux TRPs (transient receptor potential)  

 

L’étude du système de photo-transduction de la lumière en signal nerveux a permis de 

mettre en évidence une mutation chez la drosophile se caractérisant par une réponse 

transitoire des cellules photorécéptrices à la lumière, d’où le nom de « transient receptor 

potential » (TRPs) (Cosens and Manning, 1969).  

a superfamille des TRPs comporte 7 sous-familles pour lesquelles la plupart des canaux 

ca lement perméables au Ca2+. Ces 7 sous familles sont 

les

us formés de 6 segments 

tran

 la vidange calcique du RS, active une entrée capacitative de calcium (Gonzalez et 

al., 1995). Le mécanisme d’activation des SOCs est encore mal défini mais il existe cependant 

trois hypothèses (Figure H-11).  

• Le couplage chimique par messager diffusible : lors de la déplétion des stocks, un 

messager serait libéré par le RS da e 

où il activerait l’ouverture des c a 

nature de ce facteur (CIF, calcium ncore sujette à controverse 

mais serait un acide phosphorylé avec un poids moléculaire inférieur à 500 Da 

(Guibert et al., 2008).  

• Le couplage conformationnel : l’activation des SOCs se ferait par un lien direct 

(protéine-protéine) entre le compartiment de stockage intracellulaire de calcium et 

L

tioniques membranaires sont principa

 TRPCs (canonical), TRPVs (vanilloid), TRPMs (melastatin), TRPPs (polycystin), 

TRPMLs (mucolipin), TRPAs (ankyrin) et TRPNs (No mechanosensitive). Les canaux 

calciques formés par les TRPs ne sont pas sensibles au voltage mais peuvent être activés de 

diverses manières : (i) par la liaison d’un ligand sur son récepteur, ce sont les ROCs (receptor-

operated channels) (Bolton, 1979), (ii) par la vidange des stocks calciques intracellulaires 

(déplétion du RS), ce sont les SOCs (store-operated channels) (Putney, Jr., 1986) ou (iii) par 

l’étirement de la membrane plasmique de la cellule, ce sont les SACs (stretch-activated 

channels) (Guharay and Sachs, 1984). Les TRPs sont to

smembranaires, la boucle localisée entre les segments 5 et 6 formant le pore du canal. Les 

TRPs s’assemblent à la membrane plasmique en homo ou hétérotétramère pour former 

plusieurs types de canaux cationiques (ROCs, SACs ou SOCs). Les SOCs ont été caractérisés 

pour la première fois en 1986 par Putney qui a décrit une entrée capacitative de calcium 

(CCE, capacitative calcium entry) dans des cellules non excitables après déplétion calcique du 

réticulum endoplasmique. Il a été expérimentalement démontré que l’utilisation de molécules 

permettant

24 

ns le cytoplasme diffusant jusqu’à la membran

anaux (Randriamampita and Tsien, 1993). L

 influx factor) est e
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le canal CCE membranaire (Irvine, 1990). De nouvelles entités moléculaires, 

STIM1 (stromal interaction molecule 1) et Orai1, sont proposées dans ce mode 

smique lors de la déplétion des stocks, via 

és (Guo and Huang, 2008). La première hypothèse suppose 

qu’il y it

déplétion, 

membrane

localisée d

plasmique

de façon ach et al., 2007), exerçant un fort effet inhibiteur sur 

l’activa n

liaison ent

d’activation des SOCs (Feske et al., 2006; Zhang et al., 2005) (mécanisme d’action 

détaillé dans le paragraphe suivant). 

• La fusion vésiculaire : les SOCs seraient présents dans des vésicules cytosoliques 

et fusionneraient avec la membrane pla

un mécanisme exogène (Holda and Blatter, 1997).  

Certains canaux TRPs peuvent êtres activés par le diacyglycerol (DAG) (Venkatachalam 

et al., 2003) ou par un analogue du DAG (OAG) et inhibés par le 2-aminoethoxydiphenyl 

borate (2-APB) et le 1-(beta-[3-(4-methoxy-phenyl)propoxy]-4-methoxyphenyl)-1H-

imidazole hydrochloride (SKF-96365). Les TRPs impliqués dans la formation des SOCs sont 

les TRPC1, 2, 4 et 5 ; le TRPV6 et le TRPP2. 

 

De récentes études ont montré la possible implication de nouvelles molécules dans la 

formation des SOCs, STIM1 et Orai1 (Feske et al., 2006; Zhang et al., 2005) (Figure H-12). 

STIM1 est une protéine membranaire du réticulum endoplasmique (RE), avec un seul 

domaine transmembranaire possédant une structure « EF hand » localisée dans la lumière du 

RE et pouvant servir de senseur de calcium (Roos et al., 2005 ; Yeromin et al., 2004) (Figure 

H-12). Lors de la déplétion des stocks internes de calcium, STIM1 pourrait migrer à la 

membrane plasmique et participer à la multimérisation du canal, sans entrer dans la 

composition du pore du canal (Ong et al., 2007). Orai1 est une protéine présente à la 

membrane plasmique de la cellule et comporte 4 domaines transmembranaires (Figure H-12). 

Elle serait impliquée dans la composition du pore des SOCs (Prakriya et al., 2006; Yeromin et 

al., 2006). Plusieurs mécanismes d’action de STIM1 pour activer les SOCs après la déplétion 

des stocks calciques sont propos

 a  un pool de STIM1 à la membrane plasmique de la cellule et que lors de la 

les STIM1 localisés dans la membrane du RE entrent en interaction avec ceux de la 

 de la cellule. La deuxième hypothèse propose que la majorité des STIM1 soit 

ans la membrane du RE avant la déplétion puis soit transportée à la membrane 

 pour s’y insérer et activer le canal. Il existe également STIM2, exprimé seulement 

intracellulaire (Wissenb

tio  des SOCs dans divers types cellulaires (Soboloff et al., 2006). Il semblerait que la 

re STIM1 et STIM2 empêche le transfert de STIM1 à la membrane plasmique 
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(Dziadek a

sont néces

récentes on

al., 2006). 

 

 

 

 

nd Johnstone, 2007). Toutes ces études ont permis d’établir que STIM1 et Orai1 

saires et suffisantes à l’activation d’un courant calcique. Par ailleurs, des études 

t montré que STIM1 pourrait interagir avec TRPC1 (Lopez et al., 2006; Huang et 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2. Canaux calciques du réticulum sarcoplasmique 

 

La majorité du stock intracellulaire de calcium est localisée dans le réticulum 

endoplasmique, appelé réticulum sarcoplasmique dans les muscles striés. Cette organelle 

contient des canaux calciques spécialisés : les récepteurs à la ryanodine (RyRs, ryanodine 

receptors) et les récepteurs à l’inositol trisphosphate (IP3Rs, inositol trisphosphate receptors). 

Ces canaux présentent certaines homologies, notamment au niveau du pore du canal (Mignery 

et al., 1989 ; Shah and Sowdhamini, 2001), mais leur mode d’activation principal est 

différent.  

Les canaux calciques impliqués dans la libération massive de calcium, pour la contraction 

musculaire, sont localisés au niveau des citernes terminales du RS. Cette région contient 

également des protéines à forte capacité de stockage de calcium : sarculémine, calréticuline, 

calséquestrine ou encore l’histidine-rich Ca2+ binding-protéine (Wang et al., 1998 ; 

MacLennan, 2000). Ces protéines permettent de stocker le calcium en grande quantité dans le 

RS, tout en conservant une concentration en ion Ca2+ libre intraluminal non toxique.  

Figure H-12 : Fonctionnement de STIM1 et Orai1. 
 
La déplétion des stocks calciques au niveau du RE est détectée par le domaine EF hands de STIM1 localisé 
dans la membrane du RE. Celui-ci peut alors se dimériser avec Orai1 qui forme le canal calcique.  
Source : Smyth et al., 2006. 26 
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1.2.1. Les récepteurs à la ryanodine 

 

Ces canaux calciques ont été découverts par leurs caractéristiques pharmacologiques de 

haute affinité avec un alcaloïde d’origine végétale, la ryanodine, extraite d’une plante 

d’Amérique du sud (Ryania speciosa). L’effet pharmacologique de la ryanodine sur les 

muscles squelettiques a été démontré en 1969 par Jenden et Fairhurst et a donné le nom de 

récepteur à la ryanodine à ces canaux calciques (Jenden and Fairhurst, 1969). 

1.2.1.1. Structure et fonction des récepteurs à la ryanodine 

 existe trois isoformes majeures de récepteurs à la ryanodine chez les mammifères 

(RyR1, RyR2 et RyR3) (Figure H-13 A) pour lesquels il existe des variants d’épissage. 

Chaque isoforme est codée par un gène qui lui est propre, ces 3 gènes étant localisés sur 

différents chromosomes (Marks et al., 1989). Ces canaux sont ubiquitères et spécifiquement 

répartis selon les types de cellules musculaires. L’isoforme RyR1 est prédominante dans le 

muscle squelettique et localisée au niveau des citernes terminales du RS (Takeshima et al., 

19 e 

de Futatsugi 

et al., 1995). La perte des résidus correspondant à ces régions d’épissage donne lieu à des 

a st le seul 

ente graduellement au cours du 

ent pour devenir majoritaire chez l’adulte. Quant au variant ASII(-)RyR1 il 

devient prédom

oforme RyR3, elle est principalement retrouvée dans le cerveau (Hakamata et al., 

 

Il

89 ; Zorzato et al., 1990) (Figure H-13 B et C). Il existe deux variants d’épissage de ce typ

 RyR en fonction du développement dus à deux régions d’épissage, ASI et ASII ( 27 

v r nts de RyR1 dénommés ASI(-)RyR1 ou ASII(-)RyR1. Le variant ASI(-)RyR1 e

présent au stade embryonnaire et la forme ASI(+)RyR1 augm

ia

développem

inant lors du 1er jour postnatal et diminue avec le temps. Le ratio 

ASII(+)RyR1/ASII(-)RyR1 augmente rapidement après la naissance. La différence 

d’expression de ces variants d’épissage au cours du développement pourrait expliquer le fait 

que le couplage excitation-contraction du muscle squelettique par lien physique entre le RyR1 

et le DHPR apparait à un stade tardif du développement (Takekura et al., 2001). La protéine 

RyR2 est la plus abondante dans le muscle cardiaque (Nakai et al., 1990; Otsu et al., 1990). 

Quant à l’is

1992), mais aussi dans les muscles striés (Tarroni et al., 1997). Ces protéines sont aussi 

présentes dans les muscles lisses sans discrimination d’isoforme (Ledbetter et al., 1994).  

Les récepteurs à la ryanodine sont des homotétramères dont la sous unité possède un poids 

moléculaire d’environ 560 kDa (Hamilton and Serysheva, 2009). Ils présentent un très large 

domaine cytoplamique s’étendant sur environ 90% de la séquence d’acides aminés. Cette 
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pa  et N-terminaux des monomères est appelée le 

 pied » du récepteur à la ryanodine (Figure H-14). Le pore du canal est situé au niveau de 

l’ex

terminale serait 

impliquée dans la sélectivité du canal (Bhat et al., 1997), alors que le domaine N-terminal 

plus im a calmoduline ou le 

cal

est déclen

rtie cytoplasmique constituée des domaines C

«

trémité C-terminale, formant plusieurs segments transmembranaires (Zalk et al., 2007). Le 

nombre de segments transmembranaires n’est pas encore bien défini. Les prévisions les plus 

anciennes suggéraient 4 à 12 segments transmembranaires entrant dans la composition du 

pore du canal (Zalk et al., 2007), alors que les modèles les plus récents prédisent 6 à 8 

segments transmembranaires (Du et al., 2002) (Figure H-14). La partie C-

posant serait la cible de fixation de plusieurs molécules tels que l

cium, et contiendrait également divers sites de phosphorylation (Hakamata et al., 1992), 

pouvant ainsi moduler l’ouverture du pore du canal (Figure H-14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le rôle principal des RyRs dans les muscles striés est le couplage-excitation contraction. 

C’est l’isoforme RyR1 qui intervient dans le muscle squelettique et l’isoforme RyR2 dans le 

muscle cardiaque. Ces deux isoformes n’ont pas le même mode d’action dans ces deux types 

cellulaires (Figure H-15). Dans le muscle squelettique, la libération de calcium par les RyR1 

28 

Figure H-14 : Schématisation de la structure générale des RyRs. 
 
Le pore du canal est ici représenté par 6 segments transmembranaires (M5, M6, M7a, M7b, M8 et M10). 
Les domaines C et N-terminaux sont cytoplasmiques et forment le pied du canal (foot structure). 
L’extrémité N-terminale comporte différentes zones de régulation du canal. Source : Yano et al., 2006. 

chée par une interaction physique directe entre les canaux dépendants du voltage 

(DHPRs) et les RyRs (Proenza et al., 2002) (Figure H-15 A et B). Lors de la dépolarisation 

membranaire, les DHPRs vont changer de conformation et activer les RyRs. Les DHPRs sont 
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assemblés en tétrades à la membrane des tubules T (Figure H-15 A). Juxtaposé en face de 

chaque tétrade de DHPRs, se trouve un canal RyR1 à la membrane du RS (Fill and Copello, 

2002) (Figure H-15A). La distance séparant la membrane du tubule T et celle du RS permet 

l’interaction physique entre les deux types de canaux, assurant une transduction du signal plus 

rapide (Figure H-15 B). Il semblerait que deux régions du RyR1 interviendraient dans 

l’interaction physique avec les DHPRs, nommées R9 (acides aminés 2659 à 3720) et R10 

(1635 à 2636) (Nakai et al., 1998; Proenza et al., 2002). Dans les cellules musculaires 

cardiaques, les récepteurs à la ryanodine de type 2 ne sont pas couplés physiquement avec les 

DHPRs (Figure H-18 C et D). L’activation des RyR2 se fait donc par le phénomène de 

« calcium-induced calcium-release » (CICR). En effet, lors du potentiel d’action cardiaque, 

les DHPRs sont activés et vont laisser entrer du calcium extracel

29 

lulaire dans la cellule. Le 

cal um transitant par les DHPRs va activer les RyR2 et générer une libération massive de 

calcium du RS (Fill et al., 2002). Au niveau structural, les DHPRs ne semblent pas êtres 

associés en tétrades dans les cellules musculaires cardiaques (Figure H-15 C).  

 

ci

 

 (A) 

(C) (D) 

(B) 
 

 

 

 

 

Couplage excitation-
contraction du 
muscle squelettique : 
lien mécanique. 

Couplage excitation-
contraction du 

CICR. 

 

muscle cardiaque :  

 

 

 

Figure H-15 : Les deux mécanismes de couplage excitation-contraction : lien mécanique et CICR. 
 
(A). Arrangement en tétrade des DHPRs (roses), couplés aux RyR1 (bleus), au sein des cellules 
musculaires squelettiques. 
(B). Schématisation du lien mécanique du couplage excitation contraction du muscle squelettique. 
(C). Les DHPRs (jaunes) couplés au RyR2 (verts), ne sont pas arrangés en tétrades dans le muscle 
cardiaque. 
(D). Schématisation du couplage excitation-contraction par CICR dans le muscle cardiaque.  
Source : modifié d’après Protasi, 2002.  
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1.2.1.2. Régulation des RyRs 

 

• Régulation par le Ca2+ et le Mg2+ 

Les récepteurs à la ryanodine sont activés à de faibles concentrations de calcium 

cytoplasmique (1-10 µM) et inhibés à des concentrations en ions Ca2+ plus élevées (1-10 mM) 

(Bull and Marengo, 1993). Cependant, la sensibilité à de fortes concentrations calciques 

cytoplasmiques semble différer selon les isoformes. En effet, les RyR1 sont entièrement 

inhibés avec 1mM de calcium cytoplasmique ce qui n’est pas le cas pour les RyR2 et RyR3. 

Le calcium luminal pourrait également réguler l’activité des canaux calciques RyRs (Donoso 

et al., 1995) par fixation sur des sites de liaisons spécifiques (Ching et al., 2000).  

L’ion Mg2+ cytoplasmique est connu pour être un inhibiteur des récepteurs à la ryanodine 

(Lai et al., 1988; Laver et al., 1997). L’action du magnésium sur les RyRs n’est pas totalement 

élucidée mais il semble que cet ion entrerait en compétition avec le calcium au niveau des 

sites de liaison cytoplasmiques.  

 

• Régulation par l’ATP, la calmoduline et le FKBP12 

’ATP cytosolique est un activateur des récepteurs à la ryanodine (Sonnleitner et al., 

1997). Dans les conditions physiologiques, l’ATP forme un complexe avec le magnésium et 

c’est sous cette forme qu’il est le plus abondant. Cependant, il semblerait que ce soit sous sa 

for e libre qu’il régule les RyRs (Sonnleitner et al., 1997). L’action de l’ATP est également 

dépendante des isoformes, le type 1 des RyRs étant le plus sensible à son action. 

a calmoduline a été le premier peptide dont l’interaction avec les récepteurs à la 

rya od  évidence dans des bicouches lipidiques (Smith et al., 1989) (Figure 

H-16). L’application de la calmoduline, qui est une calciprotéine, active les RyR1 et RyR3 à 

de faibles concentrations calciques (inférieures à 1 µM) et inhibe leur activité à des 

concentrations calciques élevées (supérieures à 1 µM) (Smith et al., 1989; Tripathy et al., 

1995). Pour l’isoforme cardiaque des récepteurs à la ryanodine (RyR2), seule l’action 

in

pr  immunophilines, récepteurs de la molécule immunosuppressive 

FK  

R  (1FKBP par 

m 3; Jayaraman et al., 1992) (Figure H-16). L’action 

L 30 

m

L

n ine a été mise en

hibitrice de la calmoduline a été observée (Fruen et al., 2000). 

Le FKBP12 et FKBP12.6 sont des protéines appartenant à la famille des FK506 binding 

otein (FKBP) qui sont des

506 (voir également chapitre II, partie 5.2.1). Ces protéines peuvent s’associer avec les

yRs dans des proportions stœchiométriques de 4 FKBPs pour 1 tétramère RyR

onomère) (Timerman et al., 199
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principale d yRs serait de stabiliser le canal calcique dans les 

tades ouverts et/ou fermés du canal, mais également de permettre la synchronisation de 

8; Sattelle et al., 2008), tout en diminuant la 

pro

agenknecht 

et 

l en recrutant les RyR1 par mécanisme de 

CICR. Il avait également été démontré que l’ADP ribose cyclique pouvait activer la libération 

 

 

 

e la liaison des FKBP avec les R

s

plusieurs canaux voisins (Marx et al., 199

babilité d’ouverture des canaux (Kaftan et al., 1996). Inversement, la rupture de 

l’interaction entre FKBP et RyR augmente la probabilité d’ouverture du canal et renforce le 

signal calcique dépendant des RyRs (Ahern et al., 1994; Mayrleitner et al., 1994 ; Brillantes et 

al., 1994; McCall et al., 1996). En revanche, l’action de ces protéines sur l’isoforme cardiaque 

des RyRs (RyR2) n’est pas encore élucidée et son action est controversée. La modulation des 

RyR1 dans les muscles squelettiques par les FKBPs est généralement acceptée (Qi et al., 

1998), et son site de liaison sur le RyR serait proche de celui de la calmoduline (W

al., 1997) (Figure H-16). De plus, l’interaction FKBP12/RyR2 semble être modulée par 

l’ADP ribose cyclique, conduisant à l’activation de RyR2 (Fritz et al., 2005). Cette activation 

se ferait par découplage du FKBP12 et du RyR2, engendrant une augmentation de libération 

calcique, permettant ainsi d’amplifier le signa

calcique provenant des RyRs (Kuemmerle and Makhlouf, 1995).
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Figure H-16 : Représentation en 3 dimensions du RyR et localisation des sites de liaison du FKBP et 
de la calmoduline (CaM).  
 
Source : Fleischer, 2008, d’après Wagenknecht and Radermacher, 1997.
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• Effet de la ryanodine 

La ryanodine est un alcaloïde d’origine végétale qui se lie avec une forte affinité aux 

RyRs. Son action induit un changement de conformation du canal de façon identique sur les 3 

isoformes des RyRs. Cette action varie selon la concentration en ryanodine utilisée. A de 

faibles concentrations (~ 10 nM), la ryanodine augmente la fréquence d’ouverture du canal à 

un niveau de conductance normal (Buck et al., 1992). A des concentrations intermédiaires (~ 

1 µM), elle produit des évènements d’ouverture du canal prolongés et elle réduit 

simultanément la conductance ionique du pore (Rousseau et al., 1987; Smith et al., 1988). En 

revanche, utilisée à forte dose (~ 100 µM) elle inhibe le canal et bloque la libération de 

calcium (Zimanyi et al., 1992). Le site de liaison de la ryanodine sur les RyRs a été 

expérimentalement localisé au niveau du domaine C-terminal, entrant dans la structure du 

pore du canal (Callaway et al., 1994). 

D’autres phénomènes entrent en jeu dans la régulation des RyRs, comme la 

phosphorylation des canaux par la protéine kinase A (PKA), qui activerait ces canaux. Il 

existe également d’autres molécules pouvant inhiber la libération calcique à travers ces 

canaux, tel que le rouge de ruthénium. Des toxines provenant de venin d’un scorpion africain 

Pandinus imperator peuvent activer ou inhiber les RyRs, ce sont les imperatoxines. 

’imperatoxine A (IpTxa) est un peptide d’environ 33 acides aminés et active les RyRs avec 

ne haute affinité (el Hayek et al., 1995; Zamudio et al., 1997b). Quant à l’imperatoxine I 

pTxi) c’est une protéine hétérodimérique d’une quinzaine de kDa qui a la propriété d’inhiber 

s RyRs (Zamudio et al., 1997a; Valdivia et al., 1992). 

1.2.2. Les récepteurs à l’IP3

32 
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Les récepteurs à l’IP3 (IP3Rs) sont des canaux calciques ligand-dépendants. Ils sont 

ctivés par la liaison de l’inositol 1,4,5-trisphospate (IP3) qui est un second messager résultant 

u métabolisme du phosphatidylinositol-4,5-bisphophate (PIP2) (Berridge and Irvine, 1984) 

igure H-17). En effet, en réponse à une stimulation par un agoniste, les récepteurs 

ansmembranaires couplés à des protéines G peuvent activer une phospholipase C (PLC). 

ette PLC, activée par une protéine G, hydrolyse le PIP2 membranaire en diacylglycérol 

(D ) 

(F teur induit une activation de celui-ci et donc 

l’ cytosol, permettant ainsi la 

a

d

(F

tr

C

AG) qui reste membranaire et en IP3 diffusant dans le cytosol (Berridge et al., 1984

igure H-17). La liaison de l’IP3 sur son récep

ouverture du canal libérant le calcium du stock vers le 
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transduction et/ou l’amplification du signal cellulaire (Berridge et al., 1984), que ce soit dans 

des

 al., 1987a). En 1991, Maeda et collaborateurs ont 

dém

3Rs.  

Chez les mammifères, les 3 isoformes IP3R-1, IP3R-2 et IP3R-3 sont exprimées et 

po ’environ 65% avec des propriétés distinctes, un poids 

moléculaire d’environ 300 kDa et une séquence d’environ 2700 acides aminés. Il existe trois 

var

 cellules excitables ou non (Figure H-17). Les récepteurs à l’IP3 les plus sensibles à l’IP3 

sont ceux de type 2, puis ceux de type 1 et enfin les moins sensibles à l’IP3 sont ceux de type 

3 (Miyakawa et al., 1999). Ces canaux calciques intracellulaires sont retrouvés dans divers 

tissus, tels que le cerveau, les tissus nerveux, le foie, les reins, au sein desquels ils sont 

impliqués dans des processus biologiques variés incluant entre autres la sécrétion d’hormones, 

l’expression de gènes ou encore la prolifération cellulaire. 

 

1.2.2.1. Origine et structure 

Les récepteurs à l’IP3 ont été purifiés pour la première fois dans du tissu provenant du 

cerebellum (Supattapone et al., 1988), suite à l’observation de la forte capacité de ce tissu à 

lier l’IP3 à forte densité (Worley et

ontré l’arrangement en homotétramère des IP3Rs (Maeda et al., 1991) (Figure H-18 A).  

Le récepteur à l’IP3 a été cloné pour la première fois à partir d’ADNc provenant du 

cerveau (Furuichi et al., 1989; Mignery et al., 1990). De nos jours, 3 isoformes des IP3Rs sont 

bien connus (IP3R-1, IP3R-2 et IP3R-3), codés par 3 gènes distincts (Nakagawa et al., 1991). 

Cependant, la présence d’une quatrième isoforme de récepteur à l’IP3 a été évoquée (Ross et 

al., 1992). Les isoformes 2 et 4 présentant de fortes similarités, l’hypothèse qu’elles soient 

issues de l’épissage d’un même gène a été avancée (Ross et al., 1992). Toutefois des 

informations supplémentaires de la séquence de ces gènes entiers de ces isoformes sont 

requises afin de déterminer leur lien véritable avec les IP

ssèdent une homologie de séquence d

iantes de récepteur à l’IP3 de type 1 (SI, SII et SII), qui résultent de la présence de sites 

d’épissage alternatif (Nakagawa et al., 1991; Ross et al., 1992; De Smedt et al., 1994). Bien 

qu’étant ubiquitaires, les différentes isoformes des IP3Rs peuvent êtres majoritaires dans 

certains tissus. L’IP3R-1 est l’isoforme privilégiée des tissus nerveux, notamment le cervelet 

(De Smedt et al., 1997), mais il est également présent dans des lignées cellulaires de muscle 

squelettique (Balghi et al., 2006a) et dans le cœur. La localisation principale de l’isoforme 

IP3R-2 est le foie, alors que l’IP3R-3 se retrouve majoritairement dans le muscle lisse mais 

également dans le muscle squelettique (De Smedt et al., 1997).  
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La région du canal calcique possède des homologies de séquences avec la région du canal 

du récepteur à la ryanodine. Cette région du canal est localisée au niveau du domaine C-

terminal (Nakade et al., 1991), caractérisée par 6 segments transmembranaires et la projection 

cytoplasmique de l’extrémité C-terminale (Jiang et al., 2002) (Figure H-18 B et D). La 

séquence du pore du canal possède des similarités de structures avec celles des canaux 

potassiques et calciques dépendants du voltage. Des expériences de mutagénèse dirigée ont 

permis de déterminer la sélectivité calcique du canal au niveau du résidu Asp2550 (Boehning 

et al., 2001). La partie N-terminale correspond au domaine de liaison à l’IP3, des résidus 224 

à 578 18 B). De multiples sites du domaine N-terminal 

son

-

uni

 une hypothèse d’implication 

des IP3Rs dans les libérations calciques au sein des cellules musculaires, basée sur des 

(Yoshikawa et al., 1999) (Figure H-

t nécessaires à la liaison de l’IP3 sur son récepteur, mettant en évidence une structure 

tertiaire de la protéine, correspondant à une poche de liaison à l’IP3 (Yoshikawa et al., 1996; 

Yoshikawa et al., 1999; Bosanac et al., 2002) (Figure H-18 B). Il est intéressant de noter que 

l’extrémité N-terminale d’une sous-unité peut se lier à l’extrémité C-terminale de la sous

té adjacente du tétramère (Boehning and Joseph, 2000), permettant de former une liaison 

plus stable au sein du tétramère (Figure H-18 A). Entre le domaine N-terminal de liaison à 

l’IP3 et le domaine C-terminal du pore, se trouve le domaine central correspondant au 

domaine de régulation du canal, contenant des sites de liaison au calcium, à la calmoduline et 

autres facteurs de modulation (Figure H-18 C). L’étude de la structure en 3 dimensions de 

l’IP3R a montré deux stades conformationnels du récepteur, l’un en carré et l’autre en moulin 

à vent (Hamada et al., 2002). La conversion d’un état à l’autre est régulée par le calcium.  

 

1.2.2.2. Localisation intracellulaire et rôle de l’IP3R 

Des études ont montré une localisation intracellulaire des récepteurs à l’IP3, notamment 

au niveau des sites de libérations calciques du RE et de l’appareil de Golgi (Lin et al., 1999). 

Les IP3R ont également été identifiés dans des granules sécrétoires et à la membrane 

plasmique des cellules (Khan et al., 1992) et plus récemment au niveau du réticulum 

nucléoplasmique (Leite et al., 2003; Echevarria et al., 2003). La localisation des IP3Rs dans 

différents organelles des cellules suggère leur implication dans une multitude de processus 

biologiques. 

L’implication des récepteurs à l’IP3 lors de libérations calciques au sein du muscle reste 

controversée. Cependant, leur présence et leurs fonctionnalités ont été établies au début des 

années 80. En effet, en 1986, Volpe et collaborateurs ont proposé
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trav

tion 

calcique correspondant au calcium libéré par les RyRs et la composante lente due au calcium 

libéré  lors de la dépolarisation 

me

is en évidence la présence des récepteurs à l’IP3 dans les cellules satellites et au 

niv

aux effectués par différentes équipes (Volpe et al., 1986). Ils y recensent la localisation de 

libérations calciques médiées par les IP3Rs au niveau des citernes terminales des tubules-T et 

du RS des fibres pelées (Volpe et al., 1985; Vergara et al., 1985), ainsi qu’une augmentation 

des phospho-inositides après stimulation électrique tétanique ou dépolarisation K+ prolongée 

(Vergara et al., 1985; Novotny et al., 1983). Toutes ces observations leurs permettent de 

proposer l’hypothèse selon laquelle le signal calcique généré par les récepteurs à l’IP3 dans le 

muscle squelettique pourrait amplifier le signal calcique déjà existant. Cependant, les IP3Rs 

ne sont pas les acteurs majeurs du couplage excitation-contraction des muscles squelettiques.  

Plus récemment, les travaux successifs de Powell et Jaimovich ont permis de définir 

plusieurs implications possibles des libérations calciques générées par les IP3Rs au sein de 

divers processus biologiques. En effet, après avoir localisé les IP3Rs dans des zones proches 

des tubules T (Carrasco et al., 1988) et démontré que les cellules musculaires possédaient 

toute la machinerie nécessaire à la voie de l’IP3 (Carrasco and Figueroa, 1995), ce groupe 

s’est intéressé au rôle des IP3Rs au sein des cellules musculaires. La présence des IP3Rs a été 

confirmée dans les cellules musculaires en culture (Liberona et al., 1998; Powell et al., 2001) 

(Figure H-19 A) ainsi que dans le muscle squelettique adulte (Moschella et al., 1995; 

Salanova et al., 2002), mais leur fonctionnalité restait à être certifiée. Lors des dépolarisations 

membranaires à l’aide d’une solution à forte concentration en K+, la libération calcique 

engendrée comporte 2 composantes avec des cinétiques de libération différentes (Jaimovich 

and Rojas, 1994; Jaimovich et al., 2000) (Figure H-19 B): la composante rapide de libéra

par les IP3Rs (Figure H-19 B). De plus, il semblerait que

mbranaire par une solution riche en potassium il y ait une augmentation de la masse d’IP3 

intracellulaire (Jaimovich et al., 2000). Une composante nucléaire de libération calcique 

portée par les IP3Rs a également été mise en évidence dans les cellules musculaires 

(Jaimovich et al., 2000; Estrada et al., 2001). Il a été suggéré que la composante calcique 

dépendante des IP3Rs au niveau cytoplasmique et nucléaire pouvait être impliquée dans la 

régulation de gènes (Powell et al., 2001; Carrasco et al., 2003). A la même période, ce groupe 

a également m

eau de la jonction neuromusculaire, suggérant leur implication dans la régulation de gènes 

des cellules satellites et leur contribution à la croissance des fibres musculaires ainsi qu’à la 

stabilisation de la jonction neuromusculaire (Powell et al., 2003). La possible implication des 

IP3Rs dans le concept de couplage excitation-transcription au sein des cellules musculaires 
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suqlettiqyes a été proposé par Araya en 2003 (Araya et al., 2003). Dans certains types 

cellulaires, ces canaux peuvent également participer à l’amplification des processus 

conduisant à la mort cellulaire, par la libération massive de calcium dans le cytoplasme (voir 

paragraphe « mort cellulaire » de ce chapitre). Comme l'ont montré des travaux au sein de 

notre laboratoire (Balghi et al., 2006b), ces canaux calciques, dans les myotubes, peuvent 

aussi intervenir dans les évènements de libération calcique spontanés localisés (phénomènes 

de type spark) et jouer un rôle de régulateur de la concentration calcique du RS. 

 

1.2.2.3. Régulation des IP3Rs 

 

• Régulation par le calcium 

Il a été montré, sur des récepteurs à l’IP3 isolés, que le calcium à des concentrations 

physiologiques faibles pouvait avoir un effet coopératif positif sur la probabilité d’ouverture 

du canal et un effet d’inhibition à des concentrations plus élevées (Bootman and Berridge, 

1995). Les récepteurs à l’IP3 fonctionneraient alors en mode CICR (calcium induced-calcium 

release) pour des concentrations calciques de l’ordre du µM (Iino and Endo, 1992). D’autres 

études menées elles aussi sur des IP3Rs purifiés n’ont pas rapporté d’effet inhibiteur du 

calcium sur le canal, suggérant la perte d’une molécule intermédiaire qui inhiberait le 

récepteur à l’IP3 (Danoff et al., 1988). Plusieurs sites de fixation de l’ion Ca2+ ont été mis en 

évidence (Mignery et al., 1992; Mak et al., 1999), le plus important étant celui localisé au 

niveau du résidu Asp-2100 (Miyakawa et al., 2001). De plus, suivant la charge calcique du 

RS, les récepteurs à l’IP3 semblent être plus ou moins sensibles à l’IP3. En effet, lorsque le 

RS présente un taux calcique important, les IP3Rs sont plus sensibles à l’IP3 et sont donc 

activés plus facilement (Missiaen et al., 1991). La sensibilité des IP3Rs au calcium est 

variable d’une isoforme à l’autre, les récepteurs à l’IP3 de type 2 et 1 étant les plus sensibles 

au calcium et les IP3R-3 les moins sensibles (Miyakawa et al., 1999). 

 

• Régulation par phosphorylation 

Les récepteurs à l’IP3 peuvent êtres phosphorylés par une multitude de protéines kinases. 

La protéine kinase dépendante de l’AMP-cyclique (PKA) et la protéine kinase dépendante du 

GMP-cyclique (PKG) peuvent phosphoryler les IP3Rs en deux sites, sur la serine 1589 

(S1589) et sur la serine 1755 (S1755) (Ferris et al., 1991a), régulant ainsi l’activité du canal. 

De même, la protéine kinase C (PKC) et la protéine kinase II calcium-calmoduline 
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dépendante (CAMK-II) peuvent phosphoryler les IP3Rs, sur des sites différents de ceux de la 

PKA et PKG, augmentant la libération calcique des IP3Rs médiée par l’IP3 (Ferris et al., 

1991b; Matter et al., 1993).  

 

• Régulation par l’ATP 

L’ATP influence l’activité des IP3Rs indépendamment de l’état de phosphorylation de la 

protéine. A des concentrations physiologiques, l’ATP peut stimuler l’ouverture du canal et 

permettre la libération de calcium (Mak et al., 1999). Le mécanisme faisant intervenir l’ATP 

serait ouvert (Mak et al., 1999). Les IP3Rs de type 1 

ont les plus sensibles à l’ATP suivis des IP3R-2, alors que les IP3R-3 n’y sont pas sensibles 

2-aminoethoxydiphényl 

borate (2-APB) (Maruyama et al., 1997). Cette molécule inhibe la libération de calcium par 

écifique de ces canaux. En effet, il bloquerait 

éga

la stabilisation du canal dans son état 

s

(Miyakawa et al., 1999). 

 

• Régulation par la calmoduline et FKBP12 

La calmoduline peut se lier aux IP3Rs en deux régions, une au niveau du domaine N-

terminal et l’autre au niveau du domaine régulateur (Yamada et al., 1995; Adkins et al., 

2000). La liaison de la calmoduline sur l’IP3Rs semble inhiber la liaison de l’IP3 sur son 

récepteur (Sipma et al., 1999).  

De la même façon que pour les RyRs, le FKBP12 peut se lier aux IP3Rs (Cameron et al., 

1995; Cameron et al., 1997). Lors de l’ajout de FK506, drogue immunosuppressive ayant 

pour récepteur le FKBP12, qui va dissocier la liaison établie entre le FKBP12 et les IP3Rs, il 

y a une augmentation de la libération calcique médiée par les IP3Rs (Cameron et al., 1995). 

Cette observation suggère la stabilisation des IP3Rs dans un état inactif lorsqu’ils sont liés au 

FKBP12.  

 

• Modulation des IP3Rs par des agents pharmacologiques 

Un antagoniste des récepteurs à l’IP3 largement utilisé est le 

les IP3Rs mais n’est pas un bloqueur sp

lement les pompes calciques intracellulaires (Missiaen et al., 2001), dont la pompe 

ATPasique du RS (la SERCA pour sarco-endoplamisque reticulum calcium ATPase) 

(Peppiatt et al., 2003), favorisant la sortie passive du calcium des stocks et donc 

l’augmentation progressive du calcium intracellulaire. De plus, le 2-APB peut également 
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moduler les entrées de calcium membranaires par les canaux impliqués dans les SOCEs 

(Soulsby and Wojcikiewicz, 2002).  

Une autre molécule est généralement utilisée comme inhibiteur des IP3Rs, isolée à partir 

d’une éponge d’Australie de l’espèce Xestospongia, la xestospongine C (XeC) (Gafni et al., 

s existent mais c’est la XeC qui est le 

com

 par son action d’inhibition de la calcineurine (Genazzani et al., 

1999).  

ussi diminuer la libération de calcium 

pro

1997; Wilcox et al., 1998). Plusieurs xestospongine

posant le plus actif. Cependant, cette molécule n’est pas spécifique des IP3Rs car elle 

inhibe également les pompes calciques ATPasiques du RS (Castonguay and Robitaille, 2002).  

La cyclosporine A (CsA), drogue immunosuppressive se liant à son immunophiline, la 

cyclophiline, peut également inhiber les IP3Rs en empêchant l’IP3 de se lier à son récepteur 

(Misra et al., 1998). De plus, son utilisation à long terme permettrait de diminuer la 

transcription de l’IP3R-1

L’héparine de bas poids moléculaire peut elle a

venant des IP3Rs en inhibant la liaison de l’IP3 à son récepteur (Worley et al., 1987b; 

Cullen et al., 1988; Ghosh et al., 1988). 

 

 

2. Les voies d’extrusion et les systèmes tampons du calcium cytoplasmique 

 

Lors de la dépolarisation membranaire, une grande quantité de calcium est libérée dans le 

myoplasme, afin de permettre la contraction musculaire. Cependant, une concentration 

intracellulaire élevée de calcium de manière prolongée peut être fatale à la cellule et doit être 

rapidement régulée. Il existe donc différents systèmes permettant de diminuer rapidement le 

taux de calcium intracellulaire au sein des cellules.  

boucle cytoplasmique, située entre les segments 4 et 5, impliquée dans l’hydrolyse de l’ATP 

 

2.1. Repompage vers le RS 

 

Le repompage du Ca2+ vers le RS se fait contre le gradient de concentration à l’aide de la 

SERCA (sarco-endoplasmique reticulum calcium ATPase), protéine ubiquitaire. Il existe 

plusieurs isoformes de SERCA codées par 3 gènes différents (Otsu et al., 1993). C’est une 

protéine de 100 kDa constituée d’une large tête cytoplasmique (Figure H-20). Elle possède 10 

segments transmembranaires qui participent à la formation du pore calcique ainsi qu’une 
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(MacLennan et al., 1985) (Figure H-20). Cette pompe permet le transport de deux ions Ca2+ 

pour l’hydrolyse d’une molécule d’ATP (Zhang et al., 2000).  

Les SERCAs peuvent être inhibées par différentes molécules comme la thapsigargine 

(Inesi and Sagara, 1994) ou encore l’acide cyclopiazonique (Demaurex et al., 1992). Cette 

inhibition diminue le phénomène de relaxation du muscle et provoque une libération passive 

du Ca2+ du RS vers le cytoplasme.  

 

2.2. Extrusion vers le milieu extracellulaire 

 

2.2.1. La pompe calcique ATPasique du sarcolemme (PMCA) 

La pompe calcium ATPase du sarcolemme, la PMCA (plasma membrane Ca2+-ATPase) 

permet l’extrusion du calcium du cytoplasme contre son gradient de concentration. De la 

mê

ts transmembranaires et la boucle cytoplasmique 

possédant l’activité catalytique (Figure H-21). Il existe 5 isoformes de cette protéine chez 

l’Homme : PMCA1, PMCA2, PMCA3, PMCA4 et PMCA5 (Monteith et al., 1998).  

2.2.2. L’échangeur Na+/Ca2+

me façon que la SERCA, elle hydrolyse l’ATP pour expulser le Ca2+ vers le milieu 

extracellulaire. Elle possède des structures similaires à la SERCA du RS (Strehler and 

Zacharias, 2001), tels que les segmen

 

 

 1998).  

 

 

Comme nous l'avons noté en 1.1.4 où l'on en trouvera une description plus détaillée, 

l’échangeur Na+/Ca2+ (NCX) situé au sarcolemme participe à la diminution de la 

concentration calcique cytoplasmique. 

Cette protéine serait impliquée dans la régulation du calcium lors d’une contraction 

musculaire intense et prolongée (Balnave and Allen,

 

2.3. Rôle des mitochondries

Les mitochondries sont des organites intracellulaires d’une taille de l’ordre du µm, dont le 

rôle principal est la production d’énergie sous forme d’ATP grâce à la phosphorylation 

oxydative. La mitochondrie permet de fournir une grande quantité d’énergie nécessaire à la 

contraction musculaire grâce au cycle de Krebs et à la respiration mitochondriale.  

Cependant, une autre caractéristique de la mitochondrie est sa capacité à séquestrer le 

calcium (Rizzuto et al., 1992; pour revue, Rizzuto et al., 2000). Cette organelle participerait 
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activement à l’homéostasie calcique de la cellule. Cette régulation pourrait être impliquée 

dans l’apoptose des cellules par augmentation de la concentration calcique 

intr

lux calciques importants dans les myotubes déficients en 

dystrophine les mitochondries ont une recapture calcique augmentée, contrairement aux 

ux calciques sont plus faibles avec une 

capture mitochondriale également diminuée (Vandebrouck et al., 2006). 

a troponine C fait partie des protéines impliquées dans la contraction musculaire. Elle 

ap nt le Ca2+ par ses domaines « EF hands » (Farah and 

Re

épolarisation membranaire, la fixation du Ca2+ sur les 

site

pomyosine. C’est le début de la 

contraction musculaire.  

 cytosolique soluble découverte en 1952 par J.G Henrotte 

enrotte, 1952). Elle appartient elle aussi à la famille des protéines à motif « EF hands » et 

pos

s muscles 

com

amitochondriale engendrant la libération du cytochrome c, protéine pro-apoptotique 

(Green and Reed, 1998; McCormack and Denton, 1990). De plus, les mitochondries semblent 

être impliquées dans la régulation des évènements de libération calcique spontanée (Isaeva 

and Shirokova, 2003). Lors des inf

myotubes exprimant la mini-dystrophine où les infl

re

 

2.4. Calciprotéines cytoplasmiques 

 

Le myoplasme contient des protéines capables de fixer le calcium et donc de jouer le rôle 

de tampon calcique. Les trois protéines liant le calcium avec une haute affinité dans le muscle 

sont la troponine C, la parvalbumine et la calmoduline, et sont impliquées dans la régulation 

de la concentration calcique ainsi que de la contraction et de la relaxation musculaire 

(Berchtold et al., 2000).  

L

partient à la famille des protéines fixa

inach, 1995). Ces sites « EF hands » de fixation au Ca2+ sont localisés sur les domaines 

globulaires (C et N terminal) de la troponine C (2 sites par domaine). Lors de l’augmentation 

de Ca2+ intracellulaire induite par une d

s « EF hands » de la troponine C engendre un changement de conformation de la protéine, 

levant ainsi l’inhibition exercée par la troponine I sur la tro

La parvalbumine est une protéine

(H

sède deux sites de fixation au Ca2+. Chez les mammifères, il existe deux isoformes de 

parvalbumine. L’isoforme α est celle du muscle adulte et l’isoforme β est présente chez 

l’embryon (Fohr et al., 1993). Son implication dans la relaxation a longtemps été 

controversée. Cependant, elle semble être en quantité plus importante dans le

posés majoritairement de fibres rapides, contrairement aux muscles composés 

majoritairement de fibres lentes (Fuchtbauer et al., 1991; Carroll et al., 1997). Ceci suggère 
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une implication de la parvalbumine dans la relaxation des fibres musculaires rapides de 

mammifères.  

Autre calciprotéine cytoplasmique, la calmoduline qui fait elle aussi partie des protéines à 

domaines « EF hands » et fixant le calcium. Cependant, étant plus faiblement exprimée que la 

troponine C ou la parvalbumine, elle ne peut jouer de véritable rôle de tampon calcique. En 

revanche, elle permet la régulation des canaux calciques du RS, tels que les IP3Rs (Kasri et 

al., 2006) et les RyRs (Wright et al., 2008).  

 

 

3. Le signal calcique dans la cellule musculaire squelettique 

Le calcium est un messager intracellulaire universel dont dépendent de nombreux 

pro

eloppement, l’apprentissage et la mémoire ou encore la 

séc

 

cessus biologiques. Les signaux calciques, c'est-à-dire les variations du niveau de calcium 

(sa concentration libre), engendrant les diverses voies de signalisation vont ainsi avoir une 

action différentielle en fonction du niveau de calcium libéré et du contexte spatio-temporel. 

Cette variabilité de signaux calciques permet à la cellule de contrôler différents phénomènes 

comme la prolifération, le dév

rétion et la contraction. Mais à de forts taux et sur une durée trop longue, le calcium peut 

être toxique pour la cellule et engendrer la mort cellulaire.  

Dans cette partie, trois processus majeurs de la cellule musculaire squelettique, sous 

contrôle du calcium, vont être abordés : le couplage excitation-contraction, la transcription de 

gènes et la mort cellulaire. 

 

3.1. Le couplage excitation-contraction 

 

Comme nous l’avons vu précédemment, l’activation de la contraction et de la relaxation 

musculaire se fait par le calcium et la régulation de son homéostasie au sein des cellules 

musculaires. Le couplage excitation-contraction (CEC) regroupe la succession de mécanismes 

de la dépolarisation membranaire, passant par la libération de calcium dans le cytoplasme, 

jusqu’à la contraction de la cellule musculaire. Ici nous envisagerons le CEC dans son 

acceptation restreinte aux mécanismes permettant le lien entre la dépolarisation de la 

membrane et la libération de calcium par le RS. Après dépolarisation locale de la membrane 

provoquée par un influx nerveux au niveau de la jonction neuromusculaire, il y a induction 
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d’un potentiel d’action qui se propage le long de la membrane jusqu’au cœur de la fibre via 

les tubules T. C’est au niveau des tubules T que le couplage excitation-contraction a lieu, 

per

ocié une capacité de la fibre à libérer du calcium 

rovenant du RS, pouvant induire une force de contraction (Chandler and Schneider, 1976). 

es phénomènes ont lieu au niveau de la triade où sont localisés les canaux participant au 

iques/récepteurs aux 

dihydropyridines sarcolemmiens - sensibles au voltage - et d'autre part les canaux 

cal

 mécanisme de "calcium-induced 

cal

alciques du RS (Figure H-22 C). Dans le muscle squelettique, c’est 

le lien mécanique direct qui prédomine alors que dans le muscle cardiaque c’est le phénomène 

 

mettant la transduction du signal du sarcolemme au RS.  

Schneider et Chandler ont observé le premier signal du processus de couplage qui apparaît 

comme un courant (dans le sens entrant conventionnel) prenant origine dans le mouvement de 

charges au niveau de la membrane des tubules T (Schneider et al., 1973). Il a été montré plus 

tard qu’à ce mouvement de charges était ass

p

C

couplage (Figure H-22 A). Ces canaux sont d'une part les canaux calc

ciques/récepteurs à la ryanodine du RS libérant le Ca2+ dans le cytoplasme (Figure H-22 

B). La structure de la triade permet le rapprochement entre les RyR de deux citernes 

terminales du RS, situées de part et d’autre d’un tubule T, et les DHPR localisés au niveau de 

la membrane du tubule T (Figure H-22 A).  

Le mouvement de charges membranaires est expliqué par le changement de conformation 

des parties chargées des DHPRs sous l'effet de la variation de potentiel. La description du lien 

fonctionnel entre ce changement de conformation et la libération calcique du RS, médiée par 

les RyRs, repose sur 3 modèles : (i) un couplage par un

cium release" (CICR), (ii) un mécanisme impliquant un second messager autre que le 

calcium et (iii) un lien mécanique direct entre les canaux dépendants du voltage du 

sarcolemme et les canaux c

de CICR qui permet d’activer la contraction.  

(i) Le couplage par CICR (Figure H-22 C.1) 

Ce couplage est celui impliqué dans la contraction du muscle cardiaque (Endo, 1977) et 

fait intervenir les RyRs de type 2. Ce mécanisme a largement été décrit dans le muscle 

cardiaque dans différents travaux de Fabiato (Fabiato, 1983). Lors de la dépolarisation 

membranaire, les DHPRs s’activent, laissant entrer du calcium dans la cellule. Ces ions Ca2+ 

peuvent à leur tour activer les RyR2 du RS, permettant alors la libération secondaire de 

calcium du RS vers le cytoplasme afin de permettre la contraction de la cellule musculaire.  
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Ce mécanisme est prépondérant dans les cellules musculaires cardiaques mais ne semble 

pas intervenir de façon majoritaire dans le muscle squelettique (Rios et al., 1987), du moins 

dans le muscle adulte sain car ce type de couplage a pu être mis en évidence lors de la 

myogenèse in vitro (Cognard et al., 1992a). Le mécanisme de CICR est tout de même présent 

dans le muscle squelettique, notamment dans la propagation des vagues calciques. 

 

(ii) Mécanisme impliquant un 2nd messager (Figure H-22 C.2) 

L’hypothèse d’un second messager pouvant être impliqué dans le CEC a été proposée en 

1985 par Volpe et collaborateurs ainsi que par Vergara et collaborateurs (Volpe et al., 1985; 

Vergara et al., 1985). Le candidat proposé au rôle de 2nd messager fut l’IP3 qui pourrait 

induire une libération calcique via sa fixation sur les RyRs. En revanche, l’implication de 

l’IP3 et de ses récepteurs (IP3Rs) dans le CEC reste très controversée (discuté dans le 

paragraphe 2.2.2 du chapitre II). Il semblerait que l’IP3 et ses récepteurs localisés à la 

membrane du RS soient impliqués dans la régulation du CEC et pourraient jouer un rôle 

d’amplification du signal calcique (Araya et al., 2003).  

 

(iii) Le couplage par lien mécanique direct (Figure H-22 C.3) 

Nous avons vu précédemment qu’il y a un lien physique entre le DHPR et le RyR1 dans le 

muscle squelettique. Lors du potentiel d’action, la variation de potentiel de la membrane 

engendre un changement de conformation des DHPRs qui se répercute au niveau de la boucle 

II-III cytoplasmique de la sous unité α1s du DHPR, faisant le lien physique entre les DHPRs 

et le RyR1 du RS (Tanabe et al., 1990; Leong et al., 1998). La boucle II-III des DHPRs 

semble être en interaction avec deux régions R9 et R10 du RyR1 (Nakai et al., 1998; Proenza 

et al., 2002). Le changement de conformation de la boucle cytoplasmique des DHPRs entraine 

l’ouverture du RyR1 par lien physique et permet la libération massive de calcium dans le 

aire. L’hypothèse d’un lien mécanique 

dir

la 

régulation de l’expression des gènes lors de la myogénèse, du développement et de la 

cytoplasme, engendrant ainsi la contraction muscul

ect entre les canaux du sarcolemme et du RS est supportée par une transduction rapide du 

signal de l’ordre de 2 ms. 

 

3.2. La transcription de gènes 

 

Comme dans toutes les cellules, les facteurs de transcription jouent un rôle majeur dans 
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dif

sé dans les 

cellules musculaires squelettiques où la majorité des études a été effectuée par le groupe de 

ns le muscle strié est le cAMP/Ca2+-

response element binding (CREB) protein, impliqué dans la transcription de gènes régulant la 

 le « muscle regulatory 

fac

., 2008). De plus, la translocation du NFκB dans le noyau semble 

être induite par le calcium libéré entre autre par les IP3Rs (Valdes et al., 2007). 

3.2.1. La Calcineurine : un intermédiaire essentiel dans la signalisation

férenciation des cellules musculaires. La régulation de ces facteurs de transcription est 

intimement liée au calcium intracellulaire qui y joue un rôle central (Berridge et al., 2000; 

Carrasco et al., 2003). Le concept de couplage excitation-transcription a émergé dans les 

années 90 pour les cellules excitables notamment les cellules musculaires cardiaques et lisses 

(Atar et al., 1995; Barlow et al., 2006;Wamhoff et al., 2006) et il est peu caractéri

Jaimovich.  

Le couplage excitation-transcription définit la succession des événements se produisant 

lors de l’activation de la cellule, de la dépolarisation membranaire à la transcription de gènes 

en passant par la libération de calcium intracellulaire. Tous ces phénomènes font en 

particulier intervenir des canaux de libération calcique ainsi que divers effecteurs tels que la 

calcineurine et les facteurs de transcription. Les canaux de libération calcique impliqués dans 

ce couplage sont les RyRs et les IP3Rs (Jaimovich et al., 2000; Valdes et al., 2007; Valdes et 

al., 2008). 

L’un des facteurs de transcription les plus étudiés da

prolifération et la migration cellulaire. D’autres facteurs tels que

tor » (MRF) ou le « myocyte enhancer factor 2 » (MEF2) sont impliqués dans 

l’établissement du lignage myogénique et le contrôle de la différenciation cellulaire.  

Le « nuclear factor of activated T-cells » (NFAT) étant un des facteur de transcription de 

cytokines, a beaucoup été étudié dans les cellules immunitaires (Crabtree and Clipstone, 

1994). Il en est de même pour le « nuclear factor κB » (NFκB), qui joue un rôle dans 

l’initiation de la mort cellulaire (pour revue, Mourkioti and Rosenthal, 2008) et dans la 

transcription de cytokines. Ces deux facteurs de transcription sont particulièrement 

intéressants pour notre thématique car ils apparaissent être en relation avec les récepteurs à 

l’IP3 (Jaimovich and Carrasco, 2002). En effet, la translocation du NFAT dans le noyau induit 

l’augmentation de l’ARNm du récepteur à l’IP3 de type I dans les cellules musculaires 

squelettiques (Valdes et al

 

 

La calcineurine est une sérine/thréonine phosphatase ubiquitaire, détectée pour la première 

fois dans le cerveau par Wang et Desai en 1976 et purifiée en 1978 par Klee et Krinks (Wang 
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and Desai, 1976; Klee and Krinks, 1978). Un an plus tard, Klee et collaborateurs mettent en 

évidence l’affinité de cette protéine du système nerveux pour le calcium et la calmoduline et 

de ce fait la baptisent « calcineurine » (Klee et al., 1979).  

Cette phosphatase est un hétérodimère constitué d’une sous-unité catalytique de 59 kDa 

qui lie la calmoduline, c’est la calcineurine A, et d’une sous-unité régulatrice intrinsèque de 

19 kDa liant le calcium, la calcineurine B (pour revue, Rusnak and Mertz, 2000) (Figure H-23 

A). La sous-unité A de la calcineurine possède un domaine catalytique, homologue aux autres 

pro

uels « EF-hands » (Figure H-23 A). Lorsque la calmoduline et le calcium sont liés 

à la

téines sérine/thréonine phosphatases, ainsi que trois domaines régulateurs situés en C-

terminal qui lui sont propres (Figure H-23 A). Ces trois domaines régulateurs sont le site de 

liaison à la calcineurine B, le site de liaison à la calmoduline, ainsi que le domaine 

« autoinhibiteur » (Figure H-23 A). Cette sous-unité possède également des sites de 

phosphorylation qui semblent jouer un rôle dans sa régulation (pour revue, Rusnak et al., 

2000). La calcineurine B peut lier avec une haute affinité quatre ions calcium, chacun sur des 

sites individ

 calcineurine, il y a levée de l’inhibition et exposition du site actif de la calcineurine, qui 

peut alors déphosphoryler diverses protéines, telles que NFAT (pour revue, Rusnak et al., 

2000) (Figure H-23 B). De plus, la calcineurine pourrait également activer le NFκB, mais le 

mode d’action de la calcineurine sur ce facteur de transcription n’est pas encore entièrement 

élucidé dans le muscle squelettique (Alzuherri and Chang, 2003).  

La cyclosporine A (CsA) et le FK506, deux drogues immunosuppressives, se lient 

spécifiquement à leur immunophiline, formant les complexes CsA-cyclophiline et FK506-

FKBP (FKBP, FK506 binding protein) (Figure H-23 B). Ces complexes vont alors pouvoir 

inhiber l’activité phosphatase de la calcineurine (Liu et al., 1991; Schreiber and Crabtree, 

1992) (Figure H-23 B). Ces deux molécules ont permis de montrer l’implication de la 

calcineurine dans la transcription de plusieurs gènes, notamment celle de l’IP3R1 (Genazzani 

et al., 1999).  

 

3.2.2. NFAT 

Ce facteur de transcription, découvert en 1988 par Shaw et collaborateurs dans les cellules 

Jurkat (Shaw et al., 1988), est connu pour induire la transcription de cytokines telles que l’IL-

2 o  composée 

de 

u l’IL-3 (pour revue, (Crabtree et al., 1994). NFAT est une famille multigénique

5 membres (entre parenthèses : nouvelle terminologie) : NFAT1 (NFATc2), NFAT2 

(NFATc1), NFAT3 (NFATc4), NFAT4 (NFATc3) et NFAT5 (TonEBP). Ces différentes 
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isoformes sont distribuées dans divers tissus et impliquées dans l’expression de plusieurs 

cytokines et de gènes participant à la réponse immunitaire (pour revue, Rao et al., 1997).  

Deux grandes régions d’homologie de séquence sont présentes dans toutes les isoformes : 

le 

usculaires comme la 

ma

e NFATc1 dans le noyau dans les myotubes matures requiert la libération de 

alcium par les RyRs (Stiber et al., 2005). En 2008, Valdés et collaborateurs ont confirmé que 

la translocation de NFAT dans les myotubes matures est initiée par la libération de calcium 

via

« DNA-binding domain » (DND) et le « NFAT homology region » (NHR). Le domaine 

DND, qui lie l’ADN, est hautement conservé dans chaque isoforme et possède également des 

similarités de séquences avec le DND des facteurs de transcription de la famille Rel (dont 

NFκB est membre). Le deuxième domaine hautement conservé est le NHR, liant la 

calcineurine et présent seulement dans les protéines de la famille du NFAT. Les domaines 

variables d’un facteur à l’autre sont les « transactivation domain » (TAD) localisés en C- et 

N-terminal (pour revue, Rao et al., 1997).  

La translocation du NFAT dans le noyau est dépendante de la calcineurine (Figure H-24). 

Une fois activée par le calcium et la calmoduline, cette dernière va déphosphoryler le NFAT, 

lui permettant alors d’entrer dans le noyau, en exposant son signal de localisation nucléaire 

(NLS, nuclear localization signal), et d’activer la transcription de gènes cibles (pour revue, 

Hogan et al., 2003) (Figure H-24). 

Dans le muscle squelettique trois isoformes de NFAT sont présentes : NFATc1, NFATc2 

et NFATc3. Ces trois isoformes sont exprimées à un niveau similaire au stade de myoblaste, 

myotube natif ou myotube mature (Abbott et al., 1998). Ces facteurs de transcription sont 

impliqués dans divers processus du développement des cellules m

turation des myotubes ou encore la différenciation et la détermination des myotubes en 

fibres lentes ou rapides (pour revue, Schulz and Yutzey, 2004). 

Dans les myotubes matures, l’isoforme NFATc1 répond aux augmentations de calcium 

(Abbott et al., 1998). Il a également été démontré, dans des conditions physiologiques 

normales, que la libération de calcium provenant des IP3Rs augmente la translocation de 

NFATc1 dans les myoblastes mais pas dans les myotubes matures. En revanche, la 

translocation d

c

 les RyRs et non les IP3Rs, dans des conditions physiologiques (Valdes et al., 2008). 

L’apport de calcium extracellulaire n’est pas nécessaire à l’initiation de la translocation du 

NFAT dans le noyau, mais prolonge sa localisation nucléaire. Cependant, leur étude démontre 

qu’il y a une augmentation de l’ARNm de l’IP3R1 dans les cultures primaires après 

stimulation électrique ou dépolarisation membranaire par une solution riche en potassium. De 
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plus, l’inhibition de la calcineurine bloque l’activation de NFAT et diminue le taux d’ARNm 

de l’IP3R1 après stimulation (Valdes et al., 2008).  

Tout cela suggère que l’activité de NFAT est régulée par le calcium provenant de 

différentes sources suivant le stade de maturation des cellules musculaires. De plus, le NFAT 

semble être impliqué dans la régulation de l’expression de l’IP3R1 dans les cellules 

musculaires squelettiques. 

 

3.2.3. NFκB 

Le NFκB, découvert en 1986 par Sen et Baltimore (Sen and Baltimore, 1986), est un 

facteur de transcription impliqué dans divers processus biologiques tels que la réponse 

imm

el A), p50, p52, cRel et RelB (pour revue, Mourkioti et 

al.,

008). Il possède différentes 

fon

unitaire (Li and Verma, 2002), notamment en activant la transcription de l’IL-2. Il est 

également impliqué dans la prolifération cellulaire, la tumorogenèse ou encore l’apoptose 

(pour revue, Siebenlist et al., 1994). Cette famille NFκB/Rel est composée de plusieurs 

protéines, dont cinq membres sont présents chez les mammifères et qui ont pour forme 

active : p65 (autrement dénommé R

 2008). Ces sous-unités peuvent s’assembler en homo ou hétérodimères. L’hétérodimère 

p65/p50 est considéré comme étant la forme canonique de NFκB car c’est le complexe le plus 

abondant (pour revue, Siebenlist et al., 1994). Ces protéines sont caractérisées par un domaine 

hautement conservé de 300 acides aminés en N-terminal. Ce domaine d’homologie de 

séquence a été nommé « NRD domain » (NFκB/Rel/dorsal domain) et depuis peu « Rel 

homology domain » (RHD) (pour revue, Mourkioti et al., 2

ctions nécessaires à l’activité du facteur de transcription car il participe à la dimérisation 

des sous-unités ainsi qu’à leur liaison avec l’ADN au niveau des promoteurs. Au niveau C-

terminal du domaine RHD, se trouve une série d’acides aminés positifs servant de signal pour 

la transclocation du NFκB dans le noyau des cellules. Cette séquence d’acides aminés est 

appelée « nuclear localization signal » (NLS) (pour revue, Grimm and Baeuerle, 1993). Dans 

les cellules non excitables, NFκB est retenu dans le cytoplasme par sa protéine inhibitrice 

IκB, appartenant à une famille comportant plusieurs membres (IκBα, IκBβ, IκBγ, IκBε and 

Bcl-3) (Figure H-25). Les deux principaux représentants sont IκBα et IκBβ, spécifique de la 

protéine cRel et NFκB respectivement (Kerr et al., 1991). 

La translocation de NFκB dans le noyau par la voie dite classique se fait par la levée de 

l’inhibition de IκB sur NFκB par l’intermédiaire d’un complexe protéique IKK (Figure H-25). 

Ce complexe comporte une protéine kinase formée par deux sous-unités catalytiques, 
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IKKα/IKK1 et IKKβ/IKK2, régulées par une troisième sous-unité, IKKγ (ou NEMO pour 

« named NFκB essential modulator ») (Figure H-25). Une fois phosphorylée et ubiquitinylée, 

IκB

terleukines, ou encore des composants de la paroi des bactéries 

omme les lipopolysaccharides (LPS). Ces ligands vont se lier à leurs récepteurs qui vont 

alo  IKK, conduisant ainsi à la translocation de NFκB dans le noyau et à 

la t

 et peut participer à la régulation de 

l’h

 va être dégradée par le protéasome, libérant NFκB dans le cytoplasme pouvant alors être 

transloqué dans le noyau (pour revue, Mourkioti et al., 2008) (Figure H-25). Le complexe 

IKK peut être activé par différents signaux extracellulaires, tels que le « tumor necrosis 

factor » (TNF), diverses in

c

rs activer le complexe

ranscription de gènes cibles (pour revue, Mourkioti et al., 2008). 

Dans le muscle squelettique, ce facteur de transcription semble être impliqué dans 

différentes étapes de la myogénèse, ainsi que dans l’activation des cellules satellites lors de la 

régénération musculaire. Ceci suggère un rôle potentiel de NFκB dans la régénération 

musculaire dans diverses pathologies. Le calcium impliqué dans la translocation du NFκB 

dans le noyau des cellules musculaires squelettiques paraît provenir, entre autres, des IP3Rs 

ainsi que des RyRs (Valdes et al., 2007). La modulation de la libération calcique de ces 

canaux pourrait donc contrôler la transcription de gènes dépendants de la voie NFκB.  

Les libérations calciques provenant du RS permettent donc le couplage excitation-

contraction mais également le couplage excitation-transcription de gènes. En effet, en 

fonction de la cinétique de libération calcique ainsi que la localisation (Valdes et al., 2008), le 

calcium provenant du RS peut induire la translocation de divers facteurs de transcription, tels 

que NFAT et NFκB, et donc l’expression de différents gènes suivant le stade de maturation de 

la cellule musculaire squelettique (Valdes et al., 2008) (Figure H-26).  

 

3.3. La mort cellulaire 

Le calcium est un messager important dans divers processus biologiques permettant le bon 

fonctionnement de la cellule et le maintien de son intégrité, mais lorsqu’il y a une 

dérégulation de son homéostasie, cet ion peut induire la mort cellulaire de plusieurs façons. 

Son rôle dans l’induction de la mort cellulaire reste complexe. Ici deux aspects seulement 

seront évoqués, celui impliquant la mitochondrie et celui impliquant le facteur NFκB.  

La mitochondrie possède la capacité de stocker le Ca2+

oméostasie calcique de la cellule, générant un flux calcique continuel entre le RS et la 

mitochondrie (pour revue, Berridge et al., 2000). Nous avons vu précédemment, que lorsque 

la mitochondrie est en surcharge calcique, elle libère le cytochrome c dans le cytoplasme de la 
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cellule, qui va alors initier la mort cellulaire par apoptose (Green et al., 1998; McCormack et 

al., 1990). Cette libération du cytochrome c est régulée par deux types de protéines, les 

protéines de survie cellulaire de la famille de Bcl-2 et les protéines de mort cellulaire de la 

famille Bax, Bad. Ces protéines sont localisées au niveau de la membrane de la mitochondrie 

où se trouve le pore mitochondrial de grande conductance (mPTP, mitochondrial permeability 

transition pore). Ce pore oscille entre l’état fermé ou ouvert afin de réguler la sortie de Ca2+ 

de la matrice mitochondriale. Lorsqu’il reste trop longtemps dans l’état d’ouverture, il induit 

la libération du cytochrome c et donc l’activation de la voie des caspases conduisant à 

l’apoptose. Bax et Bad accélèrent l’ouverture du mPTP et contribuent donc à la libération du 

cyt

s dans 

div

myogéniques (C2C12) 

(Biswas et al., 2003). Il semblerait que cette voie soit également impliquée dans la mort des 

ouris mdx (modèle murin de la dystrophie musculaire de 

Du

 active 

du 

ochrome c contenu dans la membrane de la mitochondrie (Shimizu et al., 1999), alors que 

Bcl-2 semblent bloquer l’apoptose induite par le Ca2+ (Barr and Tomei, 1994; Reed, 1994).  

Le calcium peut induire la mort cellulaire par le biais d’un autre mécanisme impliquant le 

facteur de transcription NFκB. Différents signaux peuvent activer le complexe NFκB, 

engendrant une variété de réponses allant de la survie cellulaire à la mort cellulaire selon les 

facteurs de transcription activés. La voie du NFκB reste relativement complexe car elle fait 

intervenir une multitude de récepteurs et différentes isoformes du NFκB, impliqué

erses réponses cellulaires tissu-dépendantes (pour revue, Mourkioti et al., 2008). 

Cependant, dans le muscle squelettique l’inhibition de la voie NFκB prévient la 

dégénérescence musculaire ainsi que la mort des fibres musculaires dans plusieurs modèles 

d’atrophie musculaire (Cai et al., 2004; Mourkioti et al., 2006; Hunter et al., 2002). De plus, il 

a été montré un lien critique entre le stress mitochondrial, la signalisation calcique et 

l’activation de la voie NFκB dans la mort cellulaire dans des lignées 

fibres musculaires chez les s

chenne) car l’inhibition du NFκB permet d’augmenter la force des muscles, de diminuer la 

fatigue musculaire et d’induire la régénération musculaire (Messina et al., 2006).  

Les récepteurs à l’IP3 pourraient également participer à la mort cellulaire, notamment 

l’isoforme de type 1 dans les lymphocytes B immatures (Figure H-27). Il semblerait que la 

caspase 3 pourrait cliver l’IP3R-1 en un site particulier, engendrant une conformation

canal permettant une libération continuelle du Ca2+ provenant du RE vers le cytoplasme 

(Nakayama et al., 2004), ce phénomène accélérant la mort cellulaire (Assefa et al., 2004) 

(Figure H-27). De plus, le cytochrome c (protéine pro-apoptotique), libérée par la 

mitochondrie, se fixerait sur l’IP3R et le maintiendrait en conformation ouverte permettant la 
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libération de Ca2+ (Boehning et al., 2003) (Figure H-27). Ces deux phénomènes 

participeraient à l’amplification du processus de mort cellulaire, ce qui pourrait également être 

le cas dans des pathologies présentant une dérégulation calcique (Figure H-27).  

La balance entre mort cellulaire et survie cellulaire est en perpétuel équilibre et peut 

facilement basculer vers de la mort cellulaire par une simple dérégulation calcique. Ce 

phénomène se retrouve dans de nombreuses pathologies, dont la dystrophie musculaire de 

Duchenne.  

 

 

4. Les évènements de libération calcique spontanée et localisée 

 

4.1. Généralités 

 

Des évènements de libération calcique spontanée et localisée ont pu être observés pour la 

première fois grâce à l’avancée technologique de la microscopie confocale et des sondes 

calciques fluorescentes dynamiques, telles que le fluo-3. Ils ont été mis en évidence 

initialement dans les myocytes cardiaques (Cheng et al., 1993; Niggli et al., 1994) et dans les 

muscles squelettiques d’amphibiens (Tsugorka et al., 1995; Klein et al., 1996). Ces premiers 

évènements visualisés dans le muscle cardiaque ont été caractérisés et nommés « sparks » 

signifiant étincelles en anglais, de part leurs propriétés de cinétique temporelle rapide (Figure 

H-28). Ces évènements de libération calcique apparaissent au repos dans les muscles 

squelettiques des amphibiens (Klein et al., 1996) mais également après stimulation par 

dépolarisation membranaire (Klein et al., 1996; Lacampagne et al., 1996). La fréquence 

d’apparition des sparks est augmentée lors de la dépolarisation membranaire (Klein et al., 

1996; Lacampagne et al., 1996), sans pour autant modifier les caractéristiques d’amplitude, 

cinétiques et spatiales de l'évènement unitaire lui-même. De même, l’utilisation de 

potentialisateur du phénomène de CICR (caféine) augmente la fréquence de ces évènements 

(Brum et al., 2000), alors que l’utilisation d’inhibiteurs de CICR et de RyRs diminue cette 

activité de libération calcique spontanée (Hui et al., 2001). Il a également été observé que lors 

du couplage excitation-contraction dans les cellules musculaires cardiaques, des phénomènes 

de sparks étaient provoqués par l’influx calcique provenant des DHPRs, via le phénomène de 

CICR (Wang et al., 2001).  
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Une multitude de types cellulaires présente ces évènements de libération calcique 

spontanée et localisée, au repos ou lors de dépolarisation membranaire (pour revue, Cheng 

and Lederer, 2008), dont les 3 types de cellules musculaires : le muscle lisse (Arnaudeau et 

al.,

revue, Cheng et al., 2008). Traditionnellement, le terme de « spark » est employé 

pour des évènements de libération calcique provenant des RyRs, alors que le terme de « puff » 

ou « blip » fait référence aux évènements médiés par les IP3Rs. Ainsi le « blip » est un petit 

ts mixtes faisant 

tervenir les RyRs et les IP3Rs. De manière générale, ce terme est employé pour désigner 

ation calcique localisée. Un autre phénomène bien connu dans le 

uscle squelettique est celui de l’évènement de libération calcique de faible amplitude et de 

lon

 rat, les évènements de libération calcique n’ont pas les mêmes 

caractéristiques morphologiques que ceux observés dans les fibres musculaires d’amphibiens 

 1996; Gordienko et al., 1998; Jaggar et al., 1998), le muscle cardiaque (Cheng et al., 

1993), et le muscle squelettique (Lacampagne et al., 1996; Shirokova et al., 1998). Ces 

évènements peuvent revêtir différents aspects spatio-temporels correspondant à un terme 

défini (pour 

« puff ». Cependant, l’appellation « spark » est utilisée pour des événemen

in

tout évènement de libér

m

gue durée, nommé « ember » (Gonzalez et al., 2000). A ces libérations calciques dans le 

cytoplasme correspondent des déplétions calciques locales simultanées du RS, appelées 

« blink » (Brochet et al., 2005), autrement nommées « skraps » (nom à l’envers de « sparks ») 

dans le muscle squelettique (Launikonis et al., 2006) (Figure H-29).  

 

4.2. Les sparks et autres évènements de libération calcique dans le muscle 

squelettique de mammifère 

 

Contrairement aux amphibiens, il y a une absence de libération calcique spontanée 

localisée dans le muscle de mammifère adulte à l’état de repos (Shirokova et al., 1998), et une 

libération calcique diffuse à cinétique rapide lors de la dépolarisation membranaire, mais pas 

d’activité sparks (Shirokova et al., 1998; Shirokova and Rios, 1997). Cependant, certaines 

conditions expérimentales permettent de provoquer l’apparition de ces évènements calciques 

dans les fibres musculaires de mammifères adultes (pour revue, Csernoch, 2007; Cheng et al., 

2008).  

Des évènements de libération calcique spontanée localisée ont été observés dans des fibres 

pelées de muscle de mammifère adulte (Kirsch et al., 2001) ainsi que dans des fibres de 

mammifère adulte perméabilisées à la saponine (Zhou et al., 2003; Ward et al., 2004). Dans 

les fibres perméabilisées de
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(Zh

 Les fibres musculaires 

squelettiques sont plongées dans une solution hyposmotique, puis sont réintroduites dans une 

t al., 2005). Ces évènements calciques sont des « bursts », 

vec une amplitude large comparable à celle des sparks et une phase de plateau au niveau 

tem

 T dans les muscles squelettiques adultes de mammifère (Kirsch et al., 

200

ou et al., 2003; Ward et al., 2004). En effet, ils ont une amplitude plus faible, une 

cinétique de montée plus lente et une largeur spatiale plus importante (Zhou et al., 2003; 

Ward et al., 2004). De plus l’échange de glutamate (anion intracellulaire majoritaire) par des 

ions sulfates modifie la fréquence des évènements de libération calcique spontanée dans les 

fibres pelées (Zhou et al., 2003). De même, la présence de SO4
2- dans la solution interne, 

révèle l’apparition d’évènements de libération calcique provoqués par dépolarisation 

membranaire sous forme d’embers de durée longue et de faible amplitude dans les fibres 

intactes de mammifère adulte (Zhou et al., 2003; Csernoch et al., 2004). Il a été mis en 

évidence la présence d’évènements de libération calcique induits par dépolarisation 

membranaire dans des fibres musculaires intactes de rat perméabilisées à leurs extrémités, par 

la technique de « double vaseline-gap » (Csernoch et al., 2004). Une étude récente utilisant la 

technique d’isolation des fibres intactes par silicone couplée au voltage clamp a montré la 

présence de signaux calciques ayant les caractéristiques des embers dans les fibres 

musculaires squelettiques de souris (Csernoch, 2007). Ces évènements sont activés par la 

dépolarisation membranaire et interrompus par la repolarisation membranaire. Une autre 

méthode est utilisée pour visualiser les sparks dans les fibres intactes de muscle de 

mammifère adulte, celle du choc osmotique (Wang et al., 2005).

solution isotonique. Des évènements de libération calcique spontanée apparaissent dans les  

régions sous-membranaires (Wang e

a

porel correspondant aux embers. Les sparks sont également présents dans les cellules 

musculaires de souris en développement (Shirokova et al., 1999; Balghi et al., 2006b). 

 

4.3. Mécanismes impliqués dans ces libérations calciques spontanées 

 

Les évènements de libération calcique spontanée semblent êtres localisés à l’endroit 

présumé des tubules

1). Dans les cellules musculaires de mammifères en culture (en déveoppement), les 

libérations calciques spontanées semblent être localisées dans des régions périphériques où les 

complexes entre les tubules-T et le RS ne sont pas encore formés (Shirokova et al., 1999; 

Zhou et al., 2006). Ces observations suggèrent l’implication d’une protéine du tubule T (le 

DHPR) dans l’inhibition des évènements de libération calcique spontanée du muscle 
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squelettique, qui pourraient être médiés par les RyRs (pour revue, Csernoch, 2007). Dans les 

cellules musculaires squelettiques de mammifères ce sont les isoformes RyR1 et RyR3 qui 

sont exprimées, dont les homologues sont RyRα et RyRβ respectivement chez les amphibiens 

(voir paragraphe sur les RyRs de ce chapitre). Cependant, dans les fibres musculaires 

squelettiques de mammifère les RyR3 ont une expression majoritaire après la naissance puis 

leur taux d’expression diminue pour atteindre un niveau négligeable dans le muscle adulte 

(Tarroni et al., 1997; Flucher et al., 1999). L’hypothèse de l’implication des RyR3 dans ces 

évènements de libération calcique a été proposée, d’autant plus que cette isoforme n’est pas 

couplée et donc pas régulée par les DHPRs. Ces récepteurs sont localisés dans des régions 

parajonctionnelles (non couplés aux DHPRs) dans les cellules musculaires squelettiques des 

amphibiens et dans les cellules musculaires embryonnaires de mammifères et ne sont pas sous 

le contrôle direct des tétrades de DHPRs, contrairement aux RyR1 (Felder and Franzini-

Armstrong, 2002) ; (pour revue, Cheng et al., 2008) (Figure H-30). Des études menées dans 

des cellules musculaires squelettiques en culture provenant de souris KO pour les RyR1 ou 

RyR3 montrent que des sparks peuvent êtres générés dans ces deux types cellulaires (Conklin 

et al., 2000; Ward et al., 2000). Les canaux RyR3 non couplés et donc non contrôlés par les 

DHPRs pourraient initier la libération calcique qui pourrait s’amplifier par ouverture des 

RyR1. Chaque type de canal peut provoquer des évènements de libération calcique lorsqu’il 

est exprimé seul, mais lorsque les deux sont co-exprimés, il y aurait amplification du signal. 

Un travail récent utilisant l’électrotransfection d’ADNc de RyR1 ou RyR3 dans le muscle 

squelettique adulte de souris a permis de montrer l’implication de ces canaux dans les 

évènements de libération calcique lors de dépolarisation membranaire (Pouvreau et al., 2007). 

En effet, l’expression de RyR3 exogène mais pas de RyR1 engendre la présence de sparks 

lors de la dépolarisation membranaire des cellules musculaires squelettiques. Les sparks 

nt amplifier la 

ponse calcique à la dépolarisation par le phénomène de CICR. Ces sparks sont spécifiques 

des

produits par le RyR3 exogène lors de la dépolarisation membranaire peuve

ré

 RyR3 qui ne sont pas en contact avec les canaux senseurs de voltage du sarcolemme 

(DHPRs). Ces récepteurs à la ryanodine peuvent alors être activés par le phénomène de CICR 

médié par calcium transitant à travers les RyR1 couplés aux DHPRs, et libérer du calcium 

sous forme de sparks. Les deux types de canaux seraient donc nécessaires aux sparks 

contrôlés par le voltage. De plus, lors de choc osmotique, il y a apparition de sparks sous-

sarcolemmiens (Wang et al., 2005) dans les fibres de muscle de mammifère adulte. Les 

auteurs expliquent ce phénomène par le découplage des RyRs du RS et des DHPRs du 



Etat de l’art 

 

54 

sarcolemme par le gonflement de la cellule pendant le choc hyposmotique. Lors du retour en 

milieu isotonique les récepteurs restent dans leur état découplé. Les RyRs ne sont plus sous 

contrôle des DHPRs et peuvent alors libérer spontanément du calcium (Wang et al., 2005). 

Les IP3Rs peuvent également intervenir dans les évènements de libération calcique 

spontanée et localisée dans les cellules musculaires. Effectivement, dans les myocytes de 

veine porte de lapin, les IP3Rs auraient la capacité de recruter des domaines proches 

contenant des RyRs, provoquant ainsi une libération calcique plus large et une propagation 

saltatoire de vague calcique (Gordienko and Bolton, 2002). Il y aurait donc interaction entre 

RyRs et IP3Rs pour moduler l’activité calcique spontanée (Boittin et al., 1999). Ces canaux 

(IP3Rs) sont également impliqués dans les sparks générés dans les myotubes de cellules 

musculaires déficientes en dystrophine ou exprimant la mini-dystrophine (Balghi et al., 

2006b). 
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III. La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) 
 

1. Caractéristiques cliniques de la DMD 

 

1.1. Historique 

La dystrophie musculaire de Duchenne est une pathologie musculaire sévère (Figure H-

31) qui a été caractérisée en 1861 par Guillaume Duchenne de Boulogne. Elle fut 

précédemment décrite par William John Little et Edward Meyron mais associée à une carence 

nutritionnelle. En 1868, Duchenne découvrit que cette pathologie était liée aux muscles et 

observa le remplacement du tissu musculaire par le tissu fibreux ou conjonctif. Il établit 

également des critères diagnostiques et des traitements par hydrothérapie et massages 

accompagnés de stimulations électriques pour améliorer la condition des patients. 

illiam Richard Gowers observa en 1886 que la transmission de la maladie était 

augmentée dans des familles présentant des antécédents du côté de la mère. Il remarqua 

également qu’une femme pouvait mettre au monde des enfants de pères différents mais 

souffrant tous de dystrophie. Ces premières observations établirent que la pathologie était 

musculaire et probablement transmise par la mère.  

 

 

 

 

 

 

 

1.2. Pathologie 

La dystrophie musculaire de Duchenne est une myopathie génétique affectant tous les 

muscles (muscles squelettiques, lisses et cardiaques) et principalement les garçons avec une 

incidence de 1/3500 nouveau-nés mâles (Emery, 1993). Elle se caractérise par une 

W
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Figure H-34 : Représentati
 

on d’un patient atteint de la DMD. 

On peut observer une hypertrophie des mollets caractéristique, 
ainsi qu’une déformation de la colonne vertébrale. 
Source : d’après le site www.unige.ch 
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dégénérescence progressive des tissus musculaires entraînant une diminution puis une perte 

de la force musculaire. Les premiers signes sont généralement visibles vers l’âge de 3 ans et 

e manifestent par l’apparition retardée de la marche, ainsi que de nombreuses chutes et des 

ancelante et sur la pointe des pieds, une 

ypertrophie des mollets est également observée. Au fil des années, la dégénérescence des 

ait ressentir par une augmentation des contractures musculaires et de 

raid

 infections 

bro

Becker (DMB), caractérisée en ). Elle est 

moins sévère que la DMD et présente une évolution plus lente mais variable. Les muscles 

perdent progressivement leur force, leur volume et leur souplesse. La démarche est moins 

assurée et les crampes sont fréquentes. La marche est possible tardivement (jusqu’à l’âge de 

40 ans passés) et les muscles des b ue 

peut être présente et doit être surveil

 

1.3. Diagnostic 

Le diagnostic se fait par l’observation d’un déficit moteur ainsi qu’une hypertrophie 

musculaire. D’autres signes cliniques permettent de certifier le diagnostic, comme une 

augmentation du taux de créatine kinase sérique (enzyme musculaire libérée dans le sang lors 

e lésions musculaires). Une biopsie musculaire et l’analyse de la quantité de dystrophine 

er le diagnostic et de définir le type de myopathie (BMD ou DMD) 

don

s

difficultés à se relever. La marche est souvent ch

h

muscles proximaux se f

eurs articulaires, obligeant l’enfant à se lever par la méthode dite de Gower (Figure H-32). 

Vers l’âge de 10-12 ans, la montée des escaliers puis la marche deviennent impossibles. Les 

enfants perdent alors leur faculté ambulatoire et l’utilisation d’un fauteuil roulant devient 

nécessaire. Les muscles dorsaux sont alors atteints, provoquant une scoliose généralement 

grave et l’utilisation de leurs membres supérieurs se limite peu à peu. L’affaiblissement des 

muscles respiratoires provoque une rétention du monoxyde de carbone ainsi qu’une anoxémie 

(diminution de la quantité d’oxygène dans le sang), et rend l’enfant sensible aux

ncho-pulmonaires. Une défaillance du muscle cardiaque apparaît plus tardivement mais 

doit cependant être surveillée dès le plus jeune âge. Le décès par insuffisance cardiaque et 

respiratoire survient vers l’âge de 25 ans.  

Une autre forme de dystrophie liée au sexe existe, c’est la dystrophie musculaire de 

1955 par Becker et Kiener (Becker and Kiener, 1955
56 

ras peuvent également êtres touchés. L’atteinte cardiaq

lée. 

d

exprimée permet d’affin

t le patient est atteint. De plus, l’analyse de la séquence d’ADN contenu dans les globules 

blancs (obetnus lors d’une prise de sang) permet de determiner le type de mutation impliquée. 
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1.4. Origine génétique et hérédité 

Le gène impliqué dans la DMD et la DMB a été identifié en 1986 (Monaco et al., 1986) et 

il est localisé sur le bras court du chromosome X au niveau du locus Xp21 (Figure H-33 A). 

Le produit de ce gène, nommé DYS, est une protéine, la dystrophine, caractérisée en 1987 par 

Hoffman (Hoffman et al., 1987)(Figure H-33 B). Cette protéine est exprimée dans différents 

types cellulaires mais elle est principalement retrouvée dans tous les tissus musculaires (lisses, 

squelettiques et cardiaques). Les mutations du gène les plus fréquentes conduisent à une 

protéine tronquée, ne pouvant assurer sa fonction. Le gène de la dystrophine est un gène très 

long (plus de 2,6 millions de paires de bases) ce qui augmente le nombre de mutations 

potentielles. La partie codante du gène est composée de 79 exons séparés par des introns 

pouvant atteindre 200 kilobases (Koenig et al., 1987). Les mutations peuvent revêtir 

différentes formes, comme la délétion d’exons, la duplication ou la mutation ponctuelle en un 

point. Ceci conduit généralement à un décalage du cadre de lecture entrainant un codon stop 

prématuré et donc à la formation d’une protéine tronquée. La dystrophine, qui est une protéine 

sous-membranaire, n’est alors plus localisée à la membrane (Figure H-33 C). 

La transmission de cette pathologie est récessive et liée au chromosome X (Figure H-34). 

Les

2. Approches et découvertes expérimentales de la DMD

 mères sont alors porteuses génétiques mais saines car ne présentant pas de signes de la 

maladie. Les femmes ayant 2 chromosomes X et en transmettant un à leurs enfants, la 

probabilité qu’une mère porteuse le transmette à son enfant est de 1 sur 2 (Figure H-34). Il 

peut également survenir une mutation spontanée dans l’ovule, la mère n’est alors pas porteuse 

de l’anomalie génétique. 

 

 

 

 

2.1. Les modèles animaux 

Plusieurs modèles animaux existent, présentant une absence d’expression de la 

dystrophine dans les fibres musculaires. Trois modèles animaux sont bien connus et utilisés 

en laboratoires : la souris mdx, le chien GRMD et le chat HFMD. 
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2.1.1. La souris mdx (X-linked Muscular Dystrophy) (Figure H-35) 

re expliquée par 

de 

 des souris possèdent un potentiel régénératif élevé (Grounds and 

cGeachie, 1992). 

 

 

 

 

 

Cette souris est issue de la souche C57BL/10ScSn, sur laquelle est apparue une mutation 

ponctuelle sur l’exon 23 du gène codant la dystrophine, conduisant à un codon stop prématuré 

(Sicinski et al., 1989) et donc à une protéine de la dystrophine tronquée non fonctionnelle. 

Cependant, la faiblesse musculaire n’est pas une caractéristique évidente chez les souris 

mdx et leur durée de vie n’est pas extrêmement réduite comparativement aux humains atteints 

de DMD (Lynch et al., 2001; Pastoret and Sebille, 1995). Ces souris présentent quand même 

un pic de nécrose musculaire à 3-4 semaines (Tanabe et al., 1986). Les fibres sont régénérées 

et la majorité d’entre elles exhibent des noyaux centraux. Après la crise de nécrose précoce, le 

cycle de dégénération/régénération est continu et le remplacement des fibres musculaires par 

du tissu conjonctif est limité. Cependant, le diaphragme de la souris mdx possède un 

phénotype pathologique plus marqué que les autres muscles et plus proche des patients DMD 

(Stedman et al., 1991). De même, les souris mdx âgées présentent plusieurs caractéristiques de 

la pathologie, mais à des stades plus tardifs de leur vie comparativement aux patients DMD. 

Cette différence observée entre les souris mdx et les patients DMD peut êt

multiples phénomènes. En effet, il semblerait que la souris compense l’absence de la 

dystrophine par une autre protéine ayant 80% d’homologie de séquence avec la dystrophine, 

l’utrophine (De La et al., 1999). Il a été montré que des souris mdx également déficientes en 

utrophine exhiberaient des caractéristiques phénotypiques plus sévères et similaires aux 

patients DMD (Deconinck et al., 1997; Grady et al., 1997). D’autres hypothèses suggèrent 

que les cellules satellites
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Figure H-35 : Photographie de souris mdx, modèle murin de la DMD. 
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2.1.2. La dystrophie musculaire canine 

La déficience en dystrophine a été observée dans plusieurs races de chiens mais le 

phénotype le mieux caractérisé est celui du golden retriever (GRMD pour golden retriever 

muscular dystrophy) (Cooper, 1989). La faiblesse musculaire est progressive et apparaît vers 

deux mois. La durée de vie de ces animaux est significativement réduite, contrairement aux 

souris mdx (Valentine et al., 1992). Les études histologiques des muscles des chiens GRMD 

présentent une nécrose, une fibrose ainsi qu’une régénération (Valentine et al., 1990). La 

stature de ces chiens est raide et leur démarche est hésitante. Ces animaux ont également une 

difficulté à ouvrir leur mâchoire et donc à se nourrir. Ce modèle animal est plus proche du 

phénotype DMD que le modèle murin mais peu pratique pour une l'expérimentation courante 

en raison des contraintes d'élevage et des problèmes d’éthique. 

 

2.1.3. La dystrophie musculaire féline 

La dystrophie musculaire féline (hypertrophic feline muscular dystrophy, HFMD) est rare 

et 

2.2. La dystrophine et son complexe protéique associé 

2.2.1. Structure de la dystrophine

on observe une nette diminution d’expression de la dystrophine dans les muscles ainsi 

qu’une délétion du promoteur de la dystrophine musculaire (Winand et al., 1994). Les 

symptômes sont visibles au cours de la première ou deuxième année de vie de l’animal. Ceux-

ci présentent une hypertrophie musculaire, une démarche anormale, une langue proéminente, 

ainsi que des signes histologiques de nécrose mais pas de fibrose musculaire (Gaschen et al., 

1992). Ces chats sont également atteints de cardiomyopathie et l’avancée de la maladie 

provoque la mort prématurée (dans les 2 premières années de vie) chez la majorité des 

individus. 
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C’est une protéine intracellulaire du cytosquelette, de 427 kDa, appartenant à la famille 

es protéines β-spectrine/α-actinine (Koenig et al., 1988). Elle est présente dans le muscle, le 

ortex cérébral et les cellules de Purkinje du cervelet, son expression étant sous l’influence de 

ois promoteurs spécifiques à chaque isoforme majoritaire dans chacun des tissus (pour 

vue, Blake et blaste, mais elle 

st détectable lorsque les cellules se différencient au stade de myotube (Lev et al., 1987; 

d

c

tr

re al., 2002). La dystrophine n’est pas exprimée au stade de myo

e
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Nu  tissus musculaires squelettiques, lisses et 

car

 

(notamment le β-dystroglycane). 

 trouve un domaine riche en cystéines. Il 

dystrophine. 

La structure et la localisation sous-membranaire de la dystrophine lui confèrent le rôle de 

ssocié à la dystrophine (DAPs, 

ystrophin-associated proteins), et le cystosquelette, par sa liaison à l’actine (Figure H-36 B).  

 

del et al., 1988). Elle est présente dans tous les

diaques (Byers et al., 1991; North et al., 1993).  

La structure de la dystrophine est organisée en quatre régions distinctes (pour revue, Blake 

et al., 2002) (Figure H-36 A). 

• Le domaine N-terminal, domaine de liaison à l’actine, composé de 240 acides 

aminés. 

• Le domaine central (suivant le domaine N-terminal), le plus long, est composé 

de 24 unités répétées similaires à la structure triple hélice de la spectrine. Ce 

fragment, le « rod domain », confère la propriété de flexibilité à la dystrophine. 

Le « rod domain » est terminé par une région contenant quatre prolines, suivit 

d’un domaine WW identifié comme pouvant lier d’autres protéines

• A la suite du domaine central, se

contient un domaine « EF-hand » similaire à celui de l’α-actinine, pouvant lier 

le calcium intracellulaire. Il comprend également un domaine ZZ, composé 

d’une quinzaine de cystéines. Ce domaine ZZ est semblable à celui retrouvé 

dans les motifs à doigt de zinc et peut lier la calmoduline de façon dépendante 

au calcium.  

• Le domaine C-terminal contient deux domaines en hélice α formant des 

domaines « coiled coil » impliqués dans la liaison de la dystrophine avec la 

dystrobrevine et d’autres protéines du complexe protéique associé à la 

lien entre la matrice extracellulaire, via le complexe protéique a

d

2.2.2. Le complexe protéique associé à la dystrophine 

La dystrophine est liée au sarcolemme par un complexe protéique composé de plusieurs 

protéines (10 à 18 selon les auteurs) (Figure H-36 B). Ce complexe traverse la membrane 

plasmique pour lier le cystosquelette d’actine à la lame basale musculaire. Il peut être dissocié 

en trois sous-complexes, (i) le complexe des dystroglycanes, (ii) le complexe 

sarcoglycane/sarcospane et (iii) le complexe protéique cystoplasmique (pour revue, Blake et 

al., 2002).  
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(i) Le complexe dystroglycane 

Dans le muscle squelettique, deux isoformes de dystroglycanes cohabitent, l’α-

dys

 poids moléculaire de 43 kDa (Figure H-36 B). Le domaine C-

la dystrophine (Jung et al., 1995; Suzuki et al., 1994), via le domaine « WW » et « EF hands » 

domai

partic

cytosq

exprim

(Sotgi chez les patients DMD. Cette protéine est 

cellules. L’

protéi

dystro

 

(ii) oglycane 

plasm

Dans le m

transm nd δ-sarcoglycanes (Lim and Campbell, 1998) (Figure H-36 B). 

Au

omplexe protéique est lié à la dystrophine mais les isoformes à l’origine de l’interaction 

res lus, il semblerait que le γ-

sar

), la dystrobrevine, ainsi que la « nitric oxyde synthase » (NOs) (Figure H-36 B).  

troglycane qui est extracellulaire et de poids moléculaire de 156 kDa, et le β-dystroglycane 

qui est intra-membranaire et de

terminal du β-dystroglycane est cytoplasmique et riche en proline, permettant sa liaison avec 

de la dystrophine (Rentschler et al., 1999). Le β-dystroglycane peut également lier son 

ne C-terminal à la protéine adaptatrice Grb2 par son domaine SH3. Ceci suppose une 

ipation possible du β-dystroglycane à la transduction de signaux extracellulaires dans le 

uelette des cellules musculaires (Yang et al., 1995a). La cavéoline-3, spécifiquement 

ée dans le muscle, semble aussi se lier au domaine C-terminal du β-dystroglycane 

a et al., 2000) et elle est surexprimée 

impliquée dans l’élaboration d’invaginations de la membrane plasmique dans la plupart des 

isoforme extracellulaire α-dystroglycane lie la laminine-α2 ainsi que d’autres 

nes de manière dépendante du calcium. Toutes ces interactions impliquent le complexe 

glycane dans divers processus cellulaires.  

 Le complexe sarc

Des protéines autres que les dystroglycanes sont localisées au niveau de la membrane 

ique et interagissent avec la dystrophine, ce sont les sarcoglycanes (Figure H-36 B). 

uscle cardiaque et squelettique, ce complexe est composé de quatre protéines 

embranaires, α, β, γ a

x sarcoglycanes s’ajoute une protéine de la famille des tetraspanes, le sarcospane (Crosbie 

et al., 1997) (Figure H-36 B). L’α-sarcoglycane semble être spécifique du muscle cardiaque et 

squelettique, alors que le muscle lisse ne semble exprimer que les isoformes (β,δ et γ). Ce 

c

tent encore à définir (pour revue, Blake et al., 2002). De p

coglycane porte des résidus tyrosine, suggérant un signal bidirectionnel avec les intégrines 

(Yoshida et al., 1998).  

 

(iii) Le complexe protéique cytoplasmique 

Ce complexe cytoplasmique comporte plusieurs protéines : les syntrophines (α, β1 et β2-

syntrophine
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Les syntrophines sont distribuées de manière différentielle dans le muscle. En effet, l’α-

syn

usculaires. Les 

différentes isoformes de dystrobrévines ont la capacité de se lier à la dystrophine par des 

ki et al., 1995), elles peuvent également se lier aux 

syn

trophine est localisée au sarcolemme de toutes les fibres musculaires, la β1-syntrophine est 

principalement retrouvée dans les fibres musculaires rapides, alors que la β2-syntrophine est 

concentrée à la jonction neuromusculaire (pour revue, Blake et al., 2002). Les syntrophines se 

lient directement à la dystrophine et à la dystrobrevine. Il a été montré que quatre 

syntrophines peuvent se lier au complexe protéique associé à la dystrophine (Newey et al., 

2000). Ces liaisons se font sur deux sites du domaine C-terminal de la dystrophine, ainsi que 

sur deux sites de la dystrobrevine. Les syntrophines sont connues pour interagir avec une 

variété de molécules différentes dans le muscle, principalement par leur domaine PDZ (pour 

revue, Blake et al., 2002). L’une de ces protéines est la NOs qui se lie à l’α-syntrophine. Cette 

enzyme produit de l’oxyde nitrique, messager permettant de moduler la force contractile des 

fibres et inhibant la vasoconstriction lors d’exercices musculaires. 

La dystrobrevine est une protéine de 87 kDa co-précipitant avec le récepteur à 

l’acétylcholine (Carr et al., 1989). C’est une protéine analogue à la dystrophine, possédant une 

forte homologie de séquence avec la terminaison carboxyle de la dystrophine (Wagner et al., 

1993). Elle est particulièrement abondante au niveau des jonctions neurom

structures hélicoïdales répétées (Suzu

trophines par l’intermédiaire de sites spécifiques (Peters et al., 1997). La distribution des 

différentes dystrobrévines dans le muscle est maintenant connue. L’α-dystrobrévine-1 et l’α-

dystrobrévine-2 sont concentrées au niveau de la jonction neuromusculaire. L’α-

dystrobrévine-3 est clairement présente dans le muscle cardiaque et squelettique, mais sa 

localisation reste encore à éclaircir (pour revue, Blake et al., 2002). Une récente étude a 

suggéré une liaison entre les α-dystrobrévines et le complexe des sarcoglycanes (Yoshida et 

al., 2000). Cette association permettrait d’ancrer les différentes dystrobrévines au complexe 

protéique associé à la dystrophine.  

 

2.2.3. Rôle de la dystrophine et de son complexe protéique associé 

De nombreuses études sur l’absence de la dystrophine et/ou de son complexe protéique 

ssocié dans différentes pathologies a permis de mettre en avant un rôle mécanique de ce 

  

 

a

complexe mais également un rôle de signalisation.

Lors de la découverte de la dystrophine et des protéines qui lui sont associées, est apparue 

la notion de protection des fibres musculaires contre les dommages dus aux contraintes
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mé

epteurs à l’acétylcholine au 

niv

caniques lors de la contraction et de la relaxation musculaire. En effet, chez les patients 

DMD, il y a une dégénérescence des fibres musculaires pouvant être due à un manque de 

maintien de l’intégrité de la membrane des cellules musculaires (Mokri and Engel, 1975; 

Rowland, 1976), en raison de l’absence de la dystrophine et de son complexe protéique au 

niveau du sarcolemme.  

L’implication de la dystrophine et de son complexe protéique n’est pourtant pas 

cloisonnée à ce rôle. Plusieurs études ont montré l’implication de ces protéines dans des 

mécanismes de signalisation variés. Par exemple, le β-dystroglycane semble être impliqué 

dans la transduction du signal extracellulaire vers le cystosquelette de la cellule (Yang et al., 

1995b). D’une manière plus générale, les dystroglycanes sont impliqués dans de nombreux 

phénomènes biologiques comme la formation de la jonction neuromusculaire, la formation de 

la matrice extracellulaire ou encore la stabilisation des amas de réc

eau de la plaque motrice. Ce complexe protéique n’a pas seulement un rôle de support 

structural mais il est également impliqué dans des mécanismes de signalisation permettant le 

maintien de l’intégrité du muscle squelettique (pour revue, Blake et al., 2002). Cependant, le 

rôle de chacun des protagonistes dans ces mécanismes n’est pas encore élucidé. 

 

2.2.4. Mutations du gène de la dystrophine et les pathologies associées 

Les mutations conduisant à la DMD induisent généralement une absence ou une 

expression très réduite de la dystrophine, alors que celles impliquées dans la DMB résultent 

en une protéine partielle mais fonctionnelle.  

Approximativement 65% des cas de DMD et DMB sont dus à une délétion d’une partie du 

gène de la dystrophine. La taille et la position de la délétion du gène ne sont pas corrélées à la 

sévérité de la pathologie (Monaco and Kunkel, 1988). Si la délétion n’affecte pas le cadre de 

lecture du gène, la protéine sera plus petite mais fonctionnelle, c’est le cas de la DMB. En 

revanche, si la délétion affecte le cadre de lecture et conduit à la formation d’un codon-stop 

rématuré, la protéine résultante sera tronquée et souvent non fonctionnelle, c’est le cas du 

ph strophine étant 

le p

1993; Roberts et al., 1994). Les transcrits 

ou 

p

énotype DMD (pour revue, Blake et al., 2002). Le domaine central de la dy

lus long, il est le plus exposé à ce type de délétions.  

Un tiers des cas de DMD provient de très petites délétions ou de points de mutation 

conduisant à un codon-stop prématuré (Lenk et al., 

les protéines tronquées sont alors instables. La dystrophine n’étant pas exprimée à la 

membrane, elle ne peut alors jouer son rôle dans le maintien de l’intégrité de la cellule.  
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Des mutations localisées au niveau du domaine N-terminal ont permis de montrer 

l’importance de la liaison de la dystrophine à l’actine.Ces mutations induisent un phénotype 

DMD, associé à une diminution de la quantité de protéines (Prior, 1995). 

Il a été montré que lors d’une délétion de 46% de la séquence codante du domaine central 

de la dystrophine (délétion des exons 17 à 48), sans changement du cadre de lecture, le patient 

éta

ystrophine au 

arcolemme et la dégénérescence des fibres musculaires n’est pas encore ou pas très bien 

éta hypothèses 

dév

ient atteint d’une DMB moyennement sévère (England et al., 1990). Cette « mini-

dystrophine » est fonctionnelle car elle conserve ses domaines de liaison aux autres protéines 

et elle est notamment utilisée en transfection dans les stratégies thérapeutiques ou 

expérimentales. D’autres mutations peuvent également intervenir au niveau du domaine C-

terminal de la protéine, domaine important pour des interactions protéines-protéines.  

Il existe également des mutations affectant les protéines du complexe protéique associé à 

la dystrophine, engendrant divers phénotypes cliniques plus ou moins sévères. 

 

2.3. Relation entre l’absence de la dystrophine et le phénotype dystrophique 

 

Dans la dystrophie musculaire de Duchenne, le lien entre l’absence de la d

s

bli. Cependant, divers phénomènes ont été observés, supportés par différentes 

eloppées dans les paragraphes suivants (pour revue, Constantin et al., 2006; Deconinck 

and Dan, 2007).  

 

2.3.1. L’Hypothèse mécanique 

Comme développé précédemment, il semblerait que la dystrophine et son complexe 

associé soient impliqués dans le maintien de l’intégrité de la cellule musculaire. En effet, 

pendant longtemps la fragilité membranaire des fibres de patients DMD a été associée à la 

perte de la dystrophine et de son complexe à la membrane (Mokri et al., 1975; Pestronk et al., 

1982). L’intégrité de la membrane des cellules dystrophiques serait largement compromise 

suite à des contractions musculaires, (Moens et al., 1993; Petrof et al., 1993) d’où 

l’émergence de la notion de dommages membranaires induits par l’exercice musculaire. Ces 

micro-ruptures permettraient alors l’entrée de Ca2+ extracellulaire dans le cytoplasme, 

conduisant à la surcharge calcique. Cette hypothèse a été soutenue par l’effet protecteur de 

l’expression forcée de la mini-dystrophine dans les muscles de souris mdx, contre les lésions 

mécaniques lors de la contraction musculaire (Deconinck et al., 1996).  
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La fragilité membranaire a été démontrée de diverses façons, dont l’accumulation 

cytoplasmique de protéines qui ne sont normalement pas présentes dans les fibres 

musculaires, ainsi que l’observation de protéines spécifiques des fibres se retrouvant dans le 

sér

alciques 

de 

associée à ces 

rotéines.  

dans le 

phénotype dystrophique reste controversée car des études ont montré que la tension nécessaire 

pou

.2. La surcharge calcique

um de patients DMD ou de souris mdx, comme la créatine kinase (Florence et al., 1985). Il 

a également été observé l’incorporation de colorant vital (bleu Evans ou orange Procion) dans 

les cellules dystrophiques (Bradley and Fulthorpe, 1978; Straub et al., 1997). Les micro-

ruptures membranaires provoqueraient l’entrée de calcium dans la cellule, engendrant une 

déstabilisation des protéines formant les canaux calciques de fuite (leak channels), qui feraient 

entrer plus de calcium dans la cellule. Cette surcharge calcique sous-membranaire pourrait 

activer des protéases sous-sarcolemmiennes qui à leur tour activeraient les canaux c

fuite par protéolyse (Turner et al., 1991; Constantin et al., 2006). L’accumulation des ces 

phénomènes engendrerait un dysfonctionnement de la signalisation cellulaire 

p

Cependant, la validité de l’implication des micro-ruptures membranaires 

r casser la membrane plasmique de fibres provenant de souris mdx n’était pas différente de 

celle nécessaire pour les fibres de muscles sains (Franco, Jr. and Lansman, 1990; Hutter et al., 

1991).  

 

2.3  

 l’état de repos, la concentration calcique intracellulaire est d’environ 100 nM dans les 

co s musculaires. Le contrôle et le maintien de cette 

con

re mal compris. Cette 

A

nditions physiologiques pour les cellule

centration basale sont primordiaux et tout dysfonctionnement de la régulation de 

l’homéostasie calcique est susceptible d’engendrer une cascade de réactions aboutissant à la 

mort de la cellule. L’une des hypothèses évoquées pour expliquer la nécrose musculaire dans 

la DMD est la surcharge calcique. Les premiers travaux sur les muscles de patients DMD ont 

effectivement mis en avant une perturbation de l’homéostasie calcique ainsi qu’une 

concentration en calcium supérieure à celle des muscles sains (Bodensteiner and Engel, 1978; 

Bertorini et al., 1982; Jackson et al., 1985). Des résultats similaires ont été observés sur des 

myotubes en culture provenant de patients DMD (Imbert et al., 1995), ainsi que sur des 

myotubes de lignées cellulaires déficientes en dystrophine (Marchand et al., 2004). 

Cependant, le lien entre l’absence de dystrophine et la dérégulation de l’homéostasie calcique 

conduisant à la surcharge calcique et à la nécrose musculaire reste enco
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hyp

 canaux de fuite laissant transiter le calcium (Turner et al., 1991; Fong et al., 

199

par une déplétion des stocks calciques intracellulaires (Hopf et al., 1996). La 

suractivation des « store-operated channels » (SOCs) a également été observée dans les fibres 

de souris ris normales (Vandebrouck et al., 2002). De plus, 

dan

othèse ne fait pas l’unanimité et reste très controversée. En effet, si plusieurs groupes ont 

observé une augmentation globale de la concentration de Ca2+ au repos dans les fibres de 

souris mdx (Turner et al., 1988; Bakker et al., 1993) et des myotubes de patients DMD 

(Mongini et al., 1988), d’autres rapportent qu’il n'y a aucune surcharge calcique dans les 

muscles des souris mdx ou des patients DMD (Gailly et al., 1993; Pressmar et al., 1994; Collet 

et al., 1999). Le problème reste d’actualité et non résolu, mais divers groupes travaillant sur la 

surcharge calcique essaient de comprendre quels sont les différents acteurs impliqués dans la 

dérégulation de l’homéostasie calcique.  

 

2.3.2.1. Influx provenant du milieu extracellulaire 

L'hypothèse d'influx calciques provenant de la diffusion passive du calcium à travers des 

micro-ruptures membranaires étant difficile à concevoir biophysiquement, il a été suggéré la 

présence de

0). Ces études ont également démontré que leur activité serait plus importante dans les 

cellules de souris mdx par rapport aux souris saines (Hopf et al., 1996; Tutdibi et al., 1999). 

Ces canaux seraient sensibles aux agents pharmacologiques régulant les canaux calciques 

dépendants du voltage (Hopf et al., 1996; Tutdibi et al., 1999), mais il semblerait qu’ils soient 

activés 

mdx par rapport aux fibres de sou

s des myotubes de lignées myogéniques, l’expression forcée de la mini-dystrophine 

permet de réduire l’entrée de calcium par les SOCs par rapport aux myotubes déficients en 

dystrophine, ramenant l’influx calcique à des valeurs retrouvées dans des lignées exprimant la 

dystrophine entière native (Vandebrouck et al., 2006).  

Cependant, ces canaux membranaires suractivés dans les cellules déficientes en 

dystrophine semblent avoir des propriétés de strech-activated channels (SACs) (Franco, Jr. et 

al., 1990). En effet, la probabilité d’ouverture de ces canaux serait augmentée par des 

étirements de la membrane plasmique et elle serait plus importante dans les fibres de souris 

mdx par rapport aux souris saines (Franco-Obregon, Jr. and Lansman, 1994), ces résultats 

furent confirmés par plusieurs études (Leijendekker et al., 1996; Tutdibi et al., 1999). Des 

observations similaires ont été faites dans des myotubes provenant de patients DMD, où les 

SACs seraient plus actifs que dans des myotubes provenant de patients sains (Vandebrouck et 
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al., 2001). Ces canaux mécano-sensibles seraient aussi des SOCs et l’identité moléculaire 

impliquée serait les TRPC, notamment TRPC1 et TRPC4 (Vandebrouck et al., 2002).  

Il semblerait que les canaux calciques voltage-dépendant s’activent plus facilement dans 

des myotubes obtenus à partir de biopsies de patients DMD, mais la densité de courant est 

plus faible que chez les patients sains (Imbert et al., 2001), posant le problème de leur 

implication dans l’augmentation de l’influx calcique global. Cependant, une autre étude 

montre que l’expression de la mini-dystrophine dans des cellules musculaires de souris mdx 

restaure au courant calcique de type L des propriétés similaires à celles trouvées dans les 

cellules saines (Friedrich et al., 2004). Ces canaux pourraient êtres régulés par la PKA via la 

dystro

la capacité du RS à séquestrer le Ca2+, 

dû 

les muscles déficients en dystrophine (Culligan et al., 2002). L’autre canal calcique du RS 

phine et le cytosquelette d’actine (Johnson et al., 2005).  

 

2.3.2.2. Implication du réticulum sarcoplasmique 

Le RS est le compartiment privilégié de stockage du calcium des muscles squelettiques et 

joue donc un rôle important dans la régulation de l’homéostasie calcique. Il est donc naturel 

de l’étudier pour essayer d’élucider l’origine de la surcharge calcique dans les muscles 

dystrophiques. La première cible étudiée fut la pompe calcique ATPase (la SERCA) du RS. 

En 1986, Landi et collaborateurs observèrent une altération de la fonction de capture du Ca2+ 

par le RS dans les cellules de patients DMD (Landi et al., 1986). Plus tard, ces observations 

furent confirmées dans des cellules de souris mdx, mais sans modification de la densité de 

SERCA à la membrane du RS ou encore de changement de leur sensibilité au Ca2+ (Kargacin 

and Kargacin, 1996; Culligan et al., 2002). Ces résultats restent controversés car d’autres 

études montrent qu’il n’y a pas d’altération de fonctionnement de la pompe calcique du RS 

(Takagi et al., 1992; Khammari et al., 1998).  

Le problème pourrait alors venir d’une altération de 

à la surcharge calcique (Lamb and Cellini, 1999). Plusieurs groupes ont montré une 

diminution de la quantité de plusieurs protéines séquestrant le calcium dans le RS, dont la 

calséquestrine (Niebroj-Dobosz et al., 1989; Doran et al., 2004).  

Une autre hypothèse avancée est celle de la fuite spontanée de calcium du RS dans les 

cellules déficientes en dystrophine (Takagi et al., 1992; Divet and Huchet-Cadiou, 2002). Une 

augmentation de libération calcique du RS dans les cellules de patients DMD a été observée 

par Deval et collaborateurs (Deval et al., 2002) suggérant une augmentation du phénomène de 

CICR. Cependant, l’expression des canaux DHPRs et RyRs ne semble pas être modifiée dans 
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candidat au rôle de fuite du Ca2+ est le récepteur à l’IP3. Il a été montré qu’à l’état de repos, le 

taux basal d’IP3 était 2 à 3 fois supérieur dans les cellules déficientes en dystrophine par 

rap

strophine et sont en partie 

dépendantes des IP3R (Balghi et al., 2006b).  

 

embranaire (Robert et al., 2001). 

De

port aux cellules normales (Liberona et al., 1998). De plus, lors de la dépolarisation 

membranaire par une solution potassique, l’augmentation taux d’IP3 dans les cellules 

dystrophiques était supérieur à celui des cellules normales et il restait plus longtemps à des 

niveaux élevés (Liberona et al., 1998). Les précédents travaux du laboratoire ont également 

montré qu’après stimulation, la libération calcique dépendante des IP3R est plus importante 

dans les myotubes déficients en dystrophine, comparativement aux myotubes exprimant la 

mini-dystrophine (Balghi et al., 2006a). De plus, les libérations calciques spontanées au repos 

sont plus nombreuses dans les cellules déficientes en dy

2.3.2.3. Implication de la mitochondrie 

La mitochondrie possédant des capacités de séquestration de calcium, elles peuvent 

participer à la régulation de l’homéostasie calcique des cellules musculaires. Ces organelles 

peuvent capturer rapidement le calcium entrant dans la cellule provenant des SOCs, régulant 

ainsi les entrées capacitatives de calcium (Hoth et al., 1997; Gilabert and Parekh, 2000). Dans 

les cellules musculaires de patients DMD et de souris mdx, un déficit de calmitine (Lucas-

Heron, 1996), protéine mitochondriale fixant le calcium, peut entrainer un excès d’ions libres 

dans la matrice mitochondriale, altérant ainsi son fonctionnement. L’utilisation d’une sonde 

calcique mitochondriale, l’aequorine recombinante, a permis de mettre en évidence une entrée 

de Ca2+ dans les mitochondries de myotubes de souris mdx supérieure à celle observée dans 

les myotubes de souris saines, pendant la dépolarisation m

 même, la quantité de calcium entrant dans la mitochondrie après déplétion des stocks 

intracellulaires de calcium est plus important dans les cellules déficientes en dystrophines que 

dans les cellules normales (Vandebrouck et al., 2006).  

 

2.3.2.4. Surcharge calcique et mort des fibres musculaires 

Une des conséquences de la surcharge calcique serait l’activation de protéases calcium-

dépendantes telles que les calpaïnes. Ces protéases seraient impliquées dans la dégradation 

des protéines et dans la nécrose du muscle dystrophique (Turner et al., 1988). En effet, ces 

protéases peuvent dégrader un nombre varié de protéines, notamment la pompe calcique 

ATPase du sarcolemme et les canaux ioniques de la membrane plasmique (Zaidi and 
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Narahara, 1989; Goll et al., 1983). La conséquence directe envisageable est qu’en absence de 

pompes Ca2+-ATPases, le calcium ne peut plus être expulsé vers le milieu extracellulaire, la 

régulation de son homéostasie est moins performante, ce qui maintiendrait la surcharge 

calcique. Il a effectivement été montré que dans les cellules musculaires déficientes en 

dystrophine, l’activité des calpaïnes était augmentée par rapport à celle observée dans les 

cellule saines (Turner et al., 1993; Spencer et al., 1995). Il a également été rapporté qu’un 

influx calcique persistant pouvait activer la protéolyse et la phospholipolyse dépendante du 

calcium (Turner et al., 1991; Alderton and Steinhardt, 2000), engendrant la dégradation du 

muscle dystrophique et également l’activation des canaux calciques du sarcolemme (Turner et 

al., 1993). Les mitochondries jouent également un rôle important dans l’homéostasie calcique 

et la balance entre la mort et la survie cellulaire (voir paragraphe sur « la mort cellulaire » du 

chapitre « Homéostasie calcique du muscle squelettique). Tous ces phénomènes engagent la 

cellule .  dans un processus de mort cellulaire inéluctable

 

2.3.3. Implication du stress oxydatif et de l’inflammation 

Le stress oxydatif, caractérisé par une dérégulation de la synthèse de molécules oxydantes 

et la capacité de la cellule à les évacuer, pourrait être impliqué dans la DMD (Austin et al., 

1992; Ragusa et al., 1997). A ces découvertes s’ajoutent des observations préalables, 

notamment de changements biochimiques dans les muscles déficients en dystrophine, 

suggérant un stress oxydatif et une augmentation de l’oxydation des protéines et de 

peroxydation lipidique (Hunter and Mohamed, 1986; Ragusa et al., 1997), ainsi que des 

dommages au niveau de l’ADN (Rodriguez and Tarnopolsky, 2003). Le stress oxydatif a 

également été détecté comme signe primaire de dégénérescence musculaire chez les souris 

mdx (Disatnik et al., 1998). Des essais de traitements antioxydants ont été réalisés avec succès 

chez les souris mdx (Buetler et al., 2002) mais ils se sont soldés par un échec chez les patients 

DMD (Backman et al., 1988; Fenichel et al., 1988).  

Il a également été observé une réponse inflammatoire chronique chez les patients DMD 

(Hasle éponse immunitaire, 

com

tt et al., 2002). Des tests de déplétions de certains acteurs de la r

me les lymphocytes T CD4+ et CD8+ ainsi que les neutrophiles, ont montré une 

diminution du phénotype pathologique chez les souris mdx (Spencer et al., 2001). De plus, il a 

également été démontré une surexpression du TNF-α dans les muscles déficients en 

dystrophine (Porreca et al., 1999). Ce processus inflammatoire pourrait donc accentuer la 

maladie. Depuis de nombreuses années, les patients DMD sont traités avec des 
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corticostéroïdes ayant des propriétés anti-inflammatoires, le principal utilisé étant la 

Prednisolone, ce qui retarde significativement la progression de la maladie et la perte de la 

faculté ambulatoire (Merlini et al., 2003; Yilmaz et al., 2004). Cependant, ce traitement est 

seulement palliatif et non curatif.  

 

 

3. Approches thérapeutiques 

 

Les différentes approches thérapeutiques mises en place dans le cadre de la DMD ou 

DMB sont soit curatives (thérapies visant la correction de la mutation du gène de la 

dystrophine), soit palliatives (thérapies limitant les effets indésirables de la pathologie). Ces 

thérapies peuvent êtres regroupées en 3 composantes majeures, la thérapie cellulaire, la 

thérapie génique et la thérapie pharmacologique.  

 

strophine 

 

3.1. Stratégies thérapeutiques visant la réexpression de la dy

3.1.1. Thérapie cellulaire 

Le principe général de la thérapie cellulaire est de prélever des cellules chez un donneur 

sain, de les purifier, de les multiplier et ensuite de les réimplanter chez le patient. Différents 

essais ont été effectués chez la souris mdx et chez des enfants DMD, en injectant des 

myoblastes ou des cellules souches embrryonnaires. Les premiers résultats obtenus chez la 

souris furent prometteurs avec une réexpression de la dystrophine. En revanche, aucun effet 

bénéfique n’a été constaté chez les enfants DMD (Voisin and De La, 2004). D’autres 

problèmes majeurs sont apparus lors de l’injection de myoblastes, notamment celui du rejet 

des cellules implantées par le système immunitaire. Le taux de mortalité des cellules injectées 

s’élève à 70-80% dans les 72 heures (Guerette et al., 1997) suivant l’injection et peut atteindre 

99% après plusieurs jours (Beauchamp et al., 1999). De plus, les myoblastes injectés dans les 

muscles ont une faible capacité à proliférer et à migrer vers les zones cibles. De ce fait, se 

pose le problème d’implanter beaucoup de cellules en de multiples injections (Voisin et al., 

2004). Tous ces résultats non concluants ont permis de rediriger la recherche vers un autre 

aspect de la thérapie cellulaire, en utilisant les cellules souches. Ces premières approches 

semblent prometteuses, mais deux problèmes apparaissent, celui de la durée de vie des 

cellules exprimant la dystrophine chez le patient (Ferrari and Mavilio, 2002), et celui de 
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l’éthique et de la législation du point de vue de l’utilisation de cellules souches 

embryonnaires. 

Cette approche fut donc une immense source d’espoir pour la guérison des malades mais 

les résultats actuels ne permettent cependant pas d’envisager, du moins à l'heure actuelle, une 

érapie à long terme. 

gure H-37)

th

 

3.1.2. Thérapie génique (Fi  

Une autre approche développée permettant de restaurer la dystrophine à la membrane des 

cel

pression furent utilisés, mais le problème 

current fut celui de la taille du gène de la dystrophine, beaucoup trop grand pour la capacité 

 de la micro-

ystrophine, produisant une dystrophine tronquée mais fonctionnelle, apporta la solution au 

problèm er, 2008). Les vecteurs les plus utilisés sont les adéno-

vir

lules musculaires est d’introduire le gène de la dystrophine non muté dans le génome 

humain. Comme la thérapie cellulaire, la thérapie génique s’avéra être un énorme défi à 

relever. Cependant, au cours des années, d’importantes avancées ont permis d’optimiser les 

vecteurs d’expression ainsi que les méthodes permettant l’expression de la dystrophine au 

sein des cellules atteintes. Divers vecteurs d’ex

ré

des vecteurs d’expression classique. L’utilisation de la mini-dystrophine ou

d

e (Voisin et al., 2004; Wagn

us associés (AAV, adeno-associated virus), qui n’ont pas de difficulté à franchir la 

membrane plasmique (Pruchnic et al., 2000). Cependant, ils ont une faible capacité 

d’encapsidation et nécessitent l’utilisation de la mini ou micro-dystrophine. Ces vecteurs sont 

également intéressants pour leur haute capacité de transfert de gène, leur stabilité d’expression 

du transgène et leur faible prédisposition à induire la réponse immunitaire. L’utilisation 

combinée des AAVs et de la mini-dystrophine a été bénéfique chez les souris mdx. 

Effectivement, il a été observé une restauration membranaire du complexe protéique associé à 

la dystrophine, une diminution du nombre de fibres à noyaux centraux, ainsi qu’une 

protection de l’intégrité de la fibre musculaire, même après exercice (Wang et al., 2000; Fabb 

et al., 2002). L’utilisation du vecteur AAV contenant une micro-dystrophine sous le contrôle 

d’un promoteur cytomegalovirus est en phase I d’essai clinique chez de jeunes garçons DMD. 

Cet essai clinique doit apporter beaucoup de réponses, notamment sur l’induction de réponse 

immunitaire ou encore l’expression sélective de la dystrophine dans les cellules musculaires 

squelettiques et cardiaques. 
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3.1.3. Saut d’exon (Figure H-38) 

Les deux tiers des patients atteints de la DMD présentent une mutation ou une délétion 

aff

forcée l’exon sur lequel a lieu la mutation, permettant ainsi le maintien 

u cadre de lecture et aboutissant à une dystrophine tronquée mais fonctionnelle. En 1998, 

Dunckley et al., ont fait des essais précliniques sur des souris mdx en utilisant des 

olig

ectant le cadre de lecture, ce qui conduit à la formation d’un codon-stop prématuré et donc 

à une dystrophine tronquée non fonctionnelle. La stratégie du saut d’exon consiste à épisser 

de façon artificielle et 

d

onucléotides antisens (AONs, antisense oligonucleotides) encadrant l’exon muté 

(Dunckley et al., 1998). Chez la souris mdx, la mutation engendrant le décalage du cadre de 

lecture est positionnée sur l’exon 23. Cette équipe a donc utilisé un oligonucléotide antisens 

permettant l’épissage de l’exon 22 à 30 inclus, sautant ainsi l’exon 23 portant la mutation. 

Cette étude a montré une expression membranaire de la dystrophine tronquée chez les souris 

mdx (Dunckley et al., 1998).  

En 2002, une équipe du généthon (Goyenvalle et al., 2004) a obtenu des résultats 

prometteurs grâce à l’utilisation d’un ARN nucléaire de petite taille (snRNA, small nuclear 

RNA), l’U7, inclus dans un AAV. Ce snRNA a été choisi pour sa capacité à s’inclure dans le 

"spliceosome" (complexe permettant l’épissage), ainsi que sa capacité à permettre la 

localisation des oligonucléotides se traduisant par l’epissage du seul exon 23. Après injection 

intramusculaire ou intraveineuse chez la souris mdx, ils ont observé la réexpression de la 

dystrophine tronquée à la membrane dans 70% des fibres musculaires ainsi que le réadressage 

des DAPs à la membrane. Cette expression membranaire serait stable et il y aurait également 

une récupération de la force musculaire.  

Récemment, un essai clinique a été mis en place pour l’utilisation de l’oligonucléotide 

antisens 2-O-methyl phosphothioate. Cette étude a montré un saut de l’exon 51 et la 

réexpression de la dystrophine tronquée à la membrane, 28 jours après l’injection unique de 

l’oligonucléotide dans le tibialis antérieur de 4 patients DMD (van Deutekom et al., 2007)).  

 

3.2. Autres stratégies thérapeutiques 

 

3.2.1. Surexpression d’utrophine (Figure H-39) 

La découverte de l’utrophine (Love et al., 1989) a ouvert une nouvelle voie thérapeutique 

à explorer. En effet, l’intérêt de cette protéine est qu’elle contient 80% d’homologie de 

séquence avec la dystrophine (Blake et al., 1996). Cette protéine de 395 kDa est présente sous 
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la m u des jonctions neuromusculaires. Elle conserve 

les

ormale du taux calcique intracellulaire au repos (Tinsley et al., 

199

embrane des fibres musculaires au nivea

 mêmes propriétés structurales que la dystrophine, à savoir un domaine de liaison à l’actine 

en N-terminal, un domaine central, un domaine riche en cystéine ainsi qu’un domaine C-

terminal pouvant se lier à un complexe protéique.  

Le rôle de l’utrophine a été établi grâce à l’utilisation de souris mdx « knock out » (KO) 

pour le gène de l’utrophine (souris mdx utr-/-). Ces souris présentent un phénotype 

dystrophique plus sévère que les souris mdx et comparable à celui des patients DMD 

(Deconinck et al., 1997). Cette double déficience conduit à la mort prématurée de l’animal. 

L’expression d’un transgène codant pour une utrophine tronquée réduit le taux de créatine 

kinase sérique de 75%, ainsi que le nombre de fibres musculaires à noyaux centraux (Tinsley 

et al., 1996). Elle permet également la relocalisation au sarcolemme du complexe protéique 

associé à la dystrophine et l’amélioration des performances mécaniques des muscles. On 

observe aussi un retour à la n

6). Des effets similaires ont été décrits avec l’utilisation d’un transgène codant pour 

l’utrophine entière (Tinsley et al., 1998). De plus, la surexpression d’utrophine dans des 

cellules non musculaires ne semble pas être toxique (Fisher et al., 2001), ne nécessitant pas de 

cibler les cellules musculaires lors des thérapies.  

Diverses stratégies ont été mises en place permettant la surexpression d’utrophine chez les 

souris mdx, dont la thérapie génique et cellulaire. Une autre thérapie développée est la 

pharmacologie, par l’utilisation de molécules stimulant l’expression d’utrophine (Voisin et al., 

2004). 

 

3.2.2. Thérapies pharmacologiques 

 

Les stratégies pharmacologiques développées permettent une amélioration de la vie 

quotidienne des patients, mais pas une guérison. Elles visent à stimuler la myogénèse, limiter 

la dégénérescence des fibres musculaires ou encore réguler l’homéostasie intracellulaire. 

3.2.2.1. Les corticostéroïdes 

e principal stéroïde utilisé étant la 

pre

 

Ce sont les molécules les plus étudiées dans la DMD, l

dnisolone. Dans les cellules en culture, cette molécule stimule la myogénèse (Hardiman et 

al., 1993) et prévient le stress hypoosmotique pouvant induire une augmentation du taux de 

calcium intracellulaire (Leijendekker et al., 1996). Il a été montré par des études cliniques, des 
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effets bénéfiques sur la force musculaire, qui semblent optimaux dans les phases précoces de 

la maladie. En revanche, les traitements à la prednisolone ne prolongent pas la capacité 

ambulatoire des patients DMD et ne retarde pas non plus leur décès prématuré (pour revue, 

(Voisin et al., 2004). Plusieurs théories sur le mécanisme d’action des stéroïdes ont été 

pro

 (IGF-1) 

ire, une augmentation de la force musculaire ainsi qu’une diminution de la nécrose et 

de la fibrose (Barton et al., 2002). Des effets contraires de l’IFG-1 ont été observés chez des 

so  augmentation de la 

fibrose et une diminution de la performance systolique (Delaughter et al., 1999). Ces 

dif

3.2.2.4. La gentamicine 

La gentam oglycoside pouvant supprimer les mutations non-

sen

posées, mais ce mécanisme reste non élucidé. 

 

3.2.2.2. La créatine 

La créatine semble activer la pompe calcique ATPase du reticulum sarcoplasmique 

(SERCA) des cellules en culture (Pulido et al., 1998), réduisant ainsi l’augmentation du taux 

de calcium intracellulaire. La créatine aurait également la propriété de protéger les cellules en 

culture de la mort cellulaire et se stimuler la myogénèse. De plus, la respiration 

mitochondriale serait stimulée, augmentant le taux d’ATP, énergie nécessaire à l’activité des 

pompes calciques SERCA (Passaquin et al., 2002). Les différents modes d’action de la 

créatine vont dans le sens d’une régulation de l’homéostasie calcique des cellules musculaires, 

et donc de la survie cellulaire. 

 

3.2.2.3. Insulin-like growth factor 1

L’IGF-1 est un facteur de croissance clé, car il intervient dans la régénération musculaire 

en stimulant la prolifération et la différenciation des cellules satellites (Engert et al., 1996). 

L’expression de l’IGF-1 chez les souris mdx Igf+/+ (mdx : Igf+/+) montre une hypertrophie 

muscula

uris transgéniques, notamment un effet cardiaque délétère avec une

férences semblent être dues au degré d’implication du promoteur induisant l’expression de 

l’IGF-1.  

 

icine est un antibiotique amin

s chez la levure Saccharomyces cerevisiae (Singh et al., 1979). Lorsqu’elle est utilisée sur 

des cellules musculaires en culture provenant de souris mdx, elle améliore l’expresion de la 

dystrophine et de sa localisation membranaire. In vivo, le traitement à la gentamicine de 

souris mdx induit une réexpression de la dystrophine à la membrane plamsique des fibres 
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musculaires (Barton-Davis et al., 1999). Il a également été démontré que chez les souris mdx, 

l’expression protéique du RyR2 était diminuée dans les myocytes vasculaires. L’utilisation de 

la gentamicine permet d’augmenter l’expression protéique du RyR2 à des niveuax similaires à 

ceux trouver chez la souris saine et permet également de rétablir le signal calcique dépendant 

de la réserve intracellulaire de calcium (Morel et al., 2009).  

e 

 consiste à injecter des anticorps monoclonaux dirigés contre la 

myostatine chez les souris mdx afin de bloquer la myostatine endogène. Ils ont observé un 

taux  de la dégénérescence et une 

aug

 

 

 

 

3.2.2.5. La myostatin

La myostatine est un membre de la famille des facteurs TGF-β (transforming growth 

factor-β). La myostatine régule la myogénèse en prévenant la transition de la phase G1 à S du 

cycle cellulaire et diminue donc la prolifération des myoblastes en culture (Thomas et al., 

2000) en réprimant l’activité des facteurs myogéniques. Les souris mdx KO pour le gène de la 

myostatine présentent un phénotype pathologique moins sévère avec une augmentation de la 

force musculaire, une réduction de la fibrose et une diminution du remplacement du tissu 

musculaire par du tissu adipeux (Wagner et al., 2002). La thérapie pharmacologique mise au 

point par le groupe de Khurana

de créatine kinase sérique faible, une diminution

mentation de la masse musculaire (Bogdanovich et al., 2002). 

Parmi les différentes thérapies curatives, celle de la thérapie génique et du saut d’exon 

paraissent êtres les plus prometteuses. Effectivement, des essais cliniques ont débuté chez 

l’Homme. Le problème reste à savoir si les cellules musculaires pourront exprimer la 

dystrophine sur le long terme et si cela sera suffisant pour stopper la nécrose des muscles et 

que ceux-ci gagnent en force. En attendant une réelle thérapie curative, des progrès dans la 

thérapie pharmacologique peuvent être une voie intéressante afin de limiter la progression de 

la maladie chez les patients atteints.  
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Position du problème et objectifs du travail 
 

La dystrophie musculaire de Duchenne est une maladie génétique caractérisée par une 

dégénérescence musculaire progressive liée à une nécrose des cellules musculaires. L’origine 

de cette pathologie est l’absence de la dystrophine qui est une protéine sous-membranaire 

perme tracellulaire et le cytosquelette d’actine. Le lien entre 

l’ab

es réserves intracellulaires, 

sup

ns des cellules musculaires déficientes en dystrophine 

omparativement aux cellules contrôles, lors de dépolarisations membranaires par une 

olution hyperpotassique. De plus, les cellules déficientes en dystrophine présentent 

galement une suractivation de la voie de l’IP3, conduisant à des libérations calciques 

pontanées ou par dépolarisation membranaire) à travers ses récepteurs (IP3Rs) plus 

portantes dans les cellules sans dystrophine (Balghi et al., 2006a; Balghi et al., 2006b). Ces 

avaux suggèrent donc une implication de la voie de l’IP3 et de ses récepteurs dans la 

urcharge et la dérégulation calcique des cellules musculaires déficientes en dystrophine.  

Le but général du présent travail a alors été de comprendre plus profondément cette 

implication de la voie des IP3. 

ttant le lien entre la matrice ex

sence de dystrophine et la mort des cellules musculaires reste encore mal établi. 

Cependant, de nombreuses études ont mis en évidence une dérégulation de l’homéostasie 

calcique des cellules musculaires déficientes en dystrophine, aboutissant à la surcharge 

calcique de ces cellules (Bodensteiner et al., 1978 ; Jackson et al., 1985; Imbert et al., 1995).  

De plus, les précédents travaux du laboratoire ont montré qu’une lignée cellulaire 

myogénique déficiente en dystrophine présentait également une surcharge calcique et une 

mort cellulaire prématurée (Marchand et al., 2004). Ainsi, l’expression expérimentale de la 

mini-dystrophine, une version courte mais fonctionnelle de la dystrophine, au sein de ces 

cellules ramène à la normale le taux basal de calcium et les protège de la mort cellulaire 

(Marchand et al., 2004; Constantin et al., 2006). Il a également été mis en évidence une entrée 

de calcium de type capacitatif, c'est-à-dire dépendante de l'état d

érieure dans les cellules déficientes en dystrophine par rapport aux cellules exprimant la 

mini-dystrophine (Vandebrouck et al., 2007), ainsi qu’une recapture plus importante du 

calcium par les mitochondries lors de ces influx calciques (Vandebrouck et al., 2006). La 

surcharge calcique des mitochondries ainsi que l’influx calcique plus important des cellules 

déficientes en dystrophine peuvent conduire à la mort prématurée de ces cellules.  

Par ailleurs, Araya et collaborateurs (Araya et al., 2003) ont également montré une 

production plus importante d’IP3 da

c
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Dans un premier temps, l’objectif du travail a été d’explorer les mécanismes conduisant à 

la suractivation de la voie de l’IP3. Pour cela, nous avons étudié le niveau d’expression des 

cepteurs à l’IP3 dans les lignées cellulaires exprimant ou non la mini-dystrophine, ainsi que 

les

 

my

ré

 mécanismes régulant le taux d’expression de ces récepteurs.  

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés à la relation entre la mort cellulaire 

prématurée des cellules déficientes en dystrophine et la suractivation de la voie de l’IP3. 

Ensuite nous avons étendu l’étude aux myotubes provenant de cultures primaires de souris 

mdx et  de souris contrôles Bl10 afin d’observer la présence ou non d’une suractivation de la 

voie de l’IP3 dans les cellules déficientes en dystrophine.  

Et enfin, nous avons amorcé l’étude des phénomènes de « calcium-induced calcium-

release » à différents stades du développement des cellules musculaires, c’est à dire les

otubes en développement et les fibres matures des souris mdx et Bl10. Par cette dernière 

étude, à l'aide d'expériences de « décageage » calcique nous avons voulu savoir si, au-delà des 

différences dans les mécanismes de constitution de la surcharge calcique, il était possible 

d'observer des différences, entre les deux types de cellule ou de fibre, dans la diffusion et/ou 

le management de ce calcium. 
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I. Matériel biologique 
 

Le matériel biologique utilisé provient de lignées cellulaires myogéniques ou de modèles 

animaux de la dystrophie musculaire de Duchenne.  

Les lignées cellulaires, SolD(+) exprimant la mini-dystrophine et SolC1(-) n’exprimant 

pas la mini-dystrophine, permettent d’obtenir rapidement et facilement des myotubes matures 

pour les différentes études com

aturation du muscle 

squele

paratives.  

Les souris C57 Black 10 (contrôles) et C57 Black 10 mdx (déficientes en dystrophine), 

permettent d’effectuer des études comparatives à deux stades de m

ttique : les myotubes matures et les fibres. 

 

1. Lignées cellulaires 

 

1.1. Obtention des lignées 

Deux types de lignées cellulaires ont été utilisées, la lignée SolC1(-) et la lignée SolD(+), 

toutes deux sont issues de la lignée myogénique Sol8 (don du Pr. Isabelle Martelly, Université 

, Créteil). Cette lignée a été isolée à partir du muscle soléaire de souris normale 

on de la dystrophine de la lignée Sol8 s’est 

ite. Cette lignée a ensuite été transfectée par un 

on (pTG5251, sélection par la néomycine) contenant ou non 

l’ADNc codant pour la mini-dystrophine, donnant lieu à la lignée SolD(+) exprimant la mini-

dystrophine de façon stable et à la lignée SolC1(-) n’exprimant pas la dystrophine (Marchand 

et al., 2004). Ces deux lignées ayant une capacité importante à fusionner. 

L’ADNc codant pour la mini-dystrophine a été isolé chez un patient asymptomatique 

atteint d’une forme légère de myopathie: la dystrophie musculaire de Becker (BMD). Cet 

ADNc a l’avantage d’être de taille réduite (6,3 kb) par rapport à celui de la dystrophine 

entière (14 kb) le rendant ainsi plus facile à transfecter. La protéine alors exprimée est une 

dystrophine tronquée en son domaine central, de 229 kDa (427 kDa pour la dystrophine 

entière). Gardant ses extrémités N et C terminales, la mini-dystrophine conserve ses 

propriétés de liaison à l’actine et à son complexe glycoprotéique.  

 

 

 

de Paris XII

C3H (Mulle et al., 1988). La perte de l’expressi

faite après clonages successifs par dilution lim

vecteur rétroviral d’expressi
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1.2. Décongélation des cellul

Les cellules sont conserv

es 

ées dans des cryotubes placés dans l’azote liquide (-196°C), dans 

n milieu de congélation spécifique (Annexe 1) contenant du DMSO (Sigma) afin d’assurer la 

cry

lules décongelées sont resuspendues dans 

un 

 conservés dans un incubateur 

(37

es lorsqu’elles ont atteint une confluence de 

0 à 60%. 

1.3. Entretien des cellules 

 atteignent un niveau de confluence suffisant, elles sont 

rep

 différentes suivant 

le 

 dans des plaques à 6 puits 

(Ø 33 mm), plaques à 12 puits (Ø 21 mm), plaques à 96 puits (Ø 6 mm), dans lesquels sont 

disposées des lamelles de verre recouvertes de gélatine (sauf pour les plaques à 96 puits). 

Lorsque les myoblastes sont confluents (80% de confluence), le milieu de prolifération est 

u

oprotection des cellules. La décongélation des myoblastes se fait rapidement en plongeant 

le cryotube dans l’eau du bain-marie à 37°C. Les cel

grand volume (10 ml) de milieu de décongélation (Annexe 1) afin de réduire la toxicité du 

DMSO. Ce volume de suspension cellulaire est ensuite réparti dans deux flacons à bouchon 

ventilé de 25 cm² (5 ml par flacon). Les myoblastes sont ensuite

°C, 5% CO2, 99% humidité). Le milieu de décongélation est remplacé par du milieu de 

prolifération (Annexe 1) au bout de 24 heures pour ne pas prolonger le contact des cellules 

avec le DMSO. Ces cellules peuvent être repiqué

5

 

Lorsque les cellules en culture

iquées afin d’entretenir une routine et/ou de les ensemencer en vue d’expérimentations 

ultérieures. Le degré de confluence avant repiquage ne doit pas dépasser 80% car elles 

pourraient fusionner et entrer en différenciation terminale. 

Le milieu de culture est retiré et remplacé par 1 ml de tryspine-EDTA (Gibco) pour un 

flacon de routine de 25 cm². La trypsine est retirée au bout d’une minute, laissant un film à la 

surface des cellules. Le flacon est ensuite placé à l’incubateur (37°C) pendant 5 minutes, 

permettant une meilleure efficacité de la tryspine. Une fois les cellules décollées (décollement 

contrôlé au microscope), elles sont resuspendues dans 5 ml de milieu de prolifération. 

Cette suspension cellulaire permet de réaliser des routines de densités

besoin en cellules à venir (routine au 1/10 ; au 1/25 ou au 1/50). Le volume désiré de 

suspension cellulaire est dilué dans du milieu de prolifération et distribué dans des flacons à 

bouchon ventilé qui sont ensuite placés à l’incubateur. 

La même suspension cellulaire est utilisée pour ensemencer les cellules dans différents 

supports suivant les expérimentations à venir. Les cellules sont comptées sur cellule de 

Mallassez et diluées à différentes concentrations afin d’obtenir une confluence de 80% plus 

ou moins rapidement. Cette suspension cellulaire est alors répartie
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remplacé par du milieu de fusion (Annexe 1), ce qui va permettre la différenciation des 

my

faisant baisser la température des cryotubes d’un degré par minute. Les cryotubes 

peuvent être transférés dans l’azote liquide (-196°C) le lendemain. 

 puis fusionnent pour former des 

my

oblastes en myotubes. 

 

1.4. Congélation des cellules 

La congélation des cellules permet le renouvellement du stock cryogénique. Les cellules 

sont trypsinisées et resuspendues dans 10 ml de milieu de prolifération. Cette suspension 

cellulaire est centrifugée à 900 rpm pendant 10 min. Le culot est resuspendu dans du milieu 

de congélation préparé extemporanément et conservé sur glace à 4°C, à une concentration de 

1 million de cellule par ml. Cette suspension cellulaire est introduite dans des cryotubes 

stériles à raison de 1 ml par cryotube. Les cryotubes sont ensuite placés dans une boite de 

congélation spéciale à -80°C toute la nuit. Cette boite permet une congélation progressive des 

cellules en 

 

1.5. Utilisation et évolution des cellules en culture 

Lorsque les myoblastes atteignent une confluence de l’ordre de 80% la différenciation est 

induite en remplaçant le milieu de prolifération par du milieu de fusion (milieu pauvre en 

sérum de veau). Les myoblastes mononucléés s’alignent

otubes plurinucléés. Les expérimentations se font sur des myotubes après 4 jours après 

l’induction de la fusion (D4). C’est le temps nécessaire à la dystrophine pour être 

correctement exprimée à la membrane des myotubes sans que ceux-ci n’aient amorcé leur 

nécrose. 

 

2. Modèles animaux 
 

Les études sont réalisées de manière comparative sur deux types de préparation provenant 

de souris de la lignée contrôle C57BL/10 et de la lignée C57BL/10 mdx, qui est le modèle 

murin de la DMD (Bulfied et al., 1984). Les animaux utilisés pour les préparations sont âgés 

de 4 semaines, ce qui correspond au pic de dégénérescence musculaire (DiMario et al., 1991). 

 

2.1. Culture primaire provenant de muscles squelettiques 

La culture primaire a pour but de récupérer et de mettre en culture les cellules satellites se 

trouvant en périphérie des fibres musculaires. Ce sont des cellules dormantes qui participent à 
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la croissance et à la régénération musculaire. L’utilisation de 3 à 5 souris est nécessaire à 

l’élaboration d’une culture primaire. Les muscles prélevés sont ceux des pattes postérieures de 

la souris. 

 

2.1.1. Dissection 

La souris est euthanasiée par dislocation cervicale puis lavée au savon bactéricide et 

trempée dans l’alcool iodé. L’ensemble des muscles des pattes postérieures est prélevé et 

disposé dans une solution physiologique, le phosphate buffer saline (PBS) (NaCl 140 mM ; 

KCl 2,7 mM ; Na2HPO4 10 mM ; KH2PO4 1,8 mM ; pH 7,3). Les muscles sont alors 

soigneusement lavés au PBS chaud, puis débarrassés de l’essentiel de leurs tendons, vaisseaux 

sanguins et amas graisseux afin de limiter la contamination de la culture par des cellules non 

musculaires. 

 

2.1.2. Dissociation mécanique 

insi l’action des enzymes. Ils sont 

ensu

2.1.3. Dissociation enzymatique

Les muscles sont coupés en petits morceaux facilitant a

ite centrifugés 3 min à 90 g pour permettre la décantation des éléments sanguins, 

conjonctifs, osseux et autres débris cellulaires. Ces impuretés se retrouvent dans le surnageant 

et les morceaux de muscles dans le culot. Le surnageant est éliminé et le cycle de 

centrifugation peut être renouvelé jusqu’à ce que le surnageant soit clair. Celui-ci est alors 

éliminé et le culot est resuspendu dans 10 ml de HamF12 (Lonza).  

 

 

l de HamF12 contenant les muscles, 20 ml de solution de dissociation 

on contient de la collagénase de type I (1,5 

mg/ g/ml), qui permettent la digestion de la membrane 

basa

Aux 10 m

enzymatique (Annexe 2) sont ajoutés. Cette soluti

l) et de la protéase de type IX (2 mm

le de l’endomysium et la libération des cellules satellites. La solution enzymatique est 

filtrée à l’aide de flitres 0,2 µm afin de limiter les contaminations fongiques et/ou 

bactériennes. La dissociation enzymatique se fait sous agitation à 37°C pendant 45 min à 1 

heure suivant l’avancée de la digestion enzymatique. 

 

2.1.4. Récupération des cellules 

Lorsque la dissociation enzymatique est suffisante, la solution obtenue est centrifugée 

pendant 3 min à 90 g afin de culotter les débris. Le surnageant est récupéré et filtré sur un 

filtre (pores de 25 µm) stérile. Un volume de milieu de prolifération (Annexe 2) équivalent à 
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la suspension cellulaire est ajouté (environ 30 ml). La forte concentration en sérum permet de 

neutraliser l’action des enzymes. Cette nouvelle solution est centrifugée pendant 20 min à 350 

g. Le surnageant est éliminé et le culot est resuspsendu dans 10 ml de milieu de prolifération.  

 

 des fibroblastes : pré-ensemencement2.1.5. Elimination  

Les cellules contenues dans les 10 ml de milieu sont filtrées, ensemencées dans une boite 

de Pétri et placées pendant 45 min à 37°C. Cette étape a pour but d’éliminer les fibroblastes 

qui ont la propriété d’adhérer plus rapidement que les cellules satellites. 

 

2.1.6. Ensemencement et entretien de la culture primaire 

Après le pré-ensemencement, le surnageant est récupéré est distribué dans des flacons de 

25 cm à bouchon ventilé, qui sont ensuite placés à l’incubateur pour permettre la prolifération 

es cellules. 

degré de confluence suffisant (60 à 80%), ils sont 

tryp

10).  

 

aire

d

Lorsque les myoblastes atteignent un 

sinisés de la même façon que les lignées et réensemencés dans différents supports en vue 

des expérimentations. Ils sont réintroduits dans l’incubateur et lorsqu’ils sont suffisamment 

confluents la différenciation est induite en remplaçant le milieu de prolifération par le milieu 

de fusion (Annexe 2). Les myotubes sont généralement utilisés à 6 jours après la mise en 

fusion (D6) temps nécessaire à l’obtention d’un myotube assez mature exprimant 

correctement la dystrophine au sarcolemme (dans le cas de souris Bl

2.1.7. Evolution de la culture prim  

s myotubes plurinucléés. La fusion va 

nécessiter plus de temps que pour les lignées et va donner lieu à des myotubes plus 

lon lulaire au fond de la boite. Lorsque les myotubes 

ont 

Lors de l’ensemencement, les cellules sont en suspension et arrondies. Elles vont adhérer 

progressivement au fond de la boite et s’y étaler. Les myoblastes sont alors difficilement 

différenciables des fibroblastes. Au cours de la culture les fibroblastes vont avoir tendance à 

s’étendre plus que les myoblastes, arborant un vaste cytoplasme, contrairement aux 

myoblastes plus fusiformes à cytoplasme réduit avec un noyau occupant une grande partie de 

la cellule. Les myoblastes vont proliférer jusqu’à confluence où ils vont s’aligner avant de 

fusionner pour entrer en différenciation et former de

gilignes et formant un véritable tapis cel

un degré de maturation avancé, ils vont former un véritable tissu et vont présenter une 

activité contractile, qui peut entrainer le décollement des myotubes du font de la boite. Cette 
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activité de contraction est une propriété des myotubes de cultures primaires et ne se retrouve 

pas chez les myotubes issus des lignées. 

 

2.2. Culture des fibres musculaires squelettiques 

revis (FDB), situé sous la 

voû

 seront utilisées dans 

les 24h. 

Les fibres sont dissociées à partir du muscle Flexor digitorum b

te plantaire des pattes postérieures de l’animal. Le FDB est utilisé car il contient des fibres 

de petite taille, qui seront moins fragiles lors de la dissociation mécanique limitant ainsi le 

risque de casse. Il suffit d’un seul animal pour une culture de fibres qui

 

2.2.1. Dissection 

Après euthanasie par dislocation cervicale, l’animal est lavé au savon bactéricide et 

trempé dans l’alcool iodé. Le FDB de chaque patte postérieure est disséqué en gardant le 

tendon sur lequel il est posé. Les muscles sont ensuite déposés dans du Krebs (Annexe 3) 

stérile chaud, milieu physiologique permettant de garder l’intégrité du muscle. Un nettoyage 

minutieux des muscles est effectué avant la dissociation enzymatique. 

 

2.2.2. Dissociation enzymatique 

Les muscles sont introduits dans le milieu de dissociation contenant 2 mg/ml de 

collagénase de type IV (Sigma, St. Louis, MO, USA) diluée dans du Krebs stérile. La 

issociation se fait sous bullage et agitation, pendant 20 à 30 min à 37°C. Elle sert 

uniquem  muscle et elle est stoppée lorsque les fibres 

com

d

ent à fragiliser la liaison entre les fibres le

mencent à sortir du muscle. 

 

2.2.3. Dissociation mécanique 

Après la dissociation enzymatique, les muscles sont aussitôt introduits dans du milieu de 

culture (Annexe 3) afin de stopper l’action des enzymes. On procède alors à la dissociation 

mécanique à l’aide de pipettes rodées de diamètres décroissants. L’avancement de la 

dissociation est contrôlé au microscope. Les fibres qui se détachent au fur et à mesure du 

muscle sont immédiatement ensemencées. 

 

2.2.4. Ensemencement 

Les fibres isolées sont ensemencées dans des boites de Pétri Ø 30 mm à lamelle de verre 

collée. Les lamelles sont préalablement recouvertes de matrigel (Becton-Dickinson) au ½ 
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dilué dans du DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium) (Lonza). Les fibres sont incubées 

dans du milieu de culture au minimum pendant 2 heures à l’incubateur (30°C, 5% CO2, saturé 

en humidité) pour permettre  leur adhésion au fond de la boite. Elles sont conservées dans les 

t leur extraction. mêmes conditions et sont utilisée dans les 24 heures suivan
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II. Etude de l’homéostasie calcique intracellulaire par 
microscopie confocale 
 

1. Principe de la microscopie confocale à fluorescence 

 

en plein essor et représente l’une 

des avancées les plus importantes en microscopie optique. Cette technologie permet la 

visualisation de l’intérieur d’objets microscopiques transparents ainsi que la reconstitution 

numérique de leur image en 3 dimensions. Elle permet de pallier l’inconvénient majeur de la 

microscopie conventionnelle de fluorescence, à savoir la perte de résolution due à l’émission 

de fluorescence provenant de plans non focaux se superposant à l’image du plan focal. Le 

principe de la microscopie confocale à balayage laser est d’effectuer des coupes optiques 

virtuelles dans l’échantillon observé et de n’enregistrer que l’image de la fluorescence 

provenant du plan focal. Pour cela, la lumière blanche de la microscopie conventionnelle est 

remplacée par un laser qui va pénétrer dans l’échantillon préalablement marqué par des 

fluorochromes et balayer toute la zone de focalisation. Il y a alors émission de fluorescence 

provenant de différents plans de la préparation provenant de toute l’épaisseur de l’échantillon 

(système simple photon). Les rayons émis sont filtrés selon leur longueur d’onde et envoyé 

sur le système de détection : un ou des photomultiplicateur(s) (PMT). Pour sélectionner la 

fluorescence provenant seulement du plan focal et éliminer celle provenant des autres plans, 

les rayons passent par un diaphragme variable placé en position confocale devant chaque 

PMT. Le signal est ensuite numérisé et permet la reconstitution des images numériques qui 

pourront être analysées. 

 

2. Systèmes de microscopie confocale du laboratoire

Depuis quelques années, la microscopie confocale est 

 

 

Le laboratoire est équipé de deux systèmes confocaux simple photon : le microscope 

confocal Bio-Rad MRC1024 et le microscope confocal Olympus FV1000. Ces deux systèmes 

ont été utilisés pour différentes acquisitions. 

 

2.1. Microscope confocal Bio-Rad MRC1024 

Ce système est équipé autour d’un microscope inversé Olympus IX70 pourvu de 

différents objectifs dont un objectif 60X à immersion à eau avec une ouverture numérique de 
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1,4 (Olympus PLAPO). Ce microscope est couplé à un équipement de microscopie de 

fluorescence conventionnelle permettant la vision binoculaire des échantillons fluorescents. Il 

st également couplé à un équipement de microscopie de fluorescence confocale (module 

5 mW), pouvant générer 3 

ngueurs d’onde d’excitation : 488 nm, 568 nm et 647 nm. La fluorescence émise est 

recu

 la stimulation de l’échantillon sans interrompre l’acquisition. Trois 

photomultiplicateurs assurent la détection et l’acquisition de la fluorescence et deux d’entre 

 quatrième capteur permet 

acquisition d’image en transmission. Le système est piloté par le logiciel FluoView 

(Oly

ue Fluo-4

e

MRC1024, Bio-Rad) équipé d’un laser Argon/Krypton ionisé (1

lo

eillie par 3 photomultiplicateurs (PMT) indépendants permettant la détection simultanée 

ou séquentielle des fluorescences. Des filtres passe-bandes sont placés devant chaque PMT, 

sélectionnant ainsi les longueurs d’onde d’émission arrivant sur les capteurs. Un quatrième 

détecteur permet l’acquisition d’image en transmission. Tous les paramètres d’excitation, 

d’acquisition et de reconstitution des images sont gérés par informatique grâce au programme 

Lasersharp 3.2 (Bio-Rad). 

 

2.2. Microscope confocal Olympus FV1000 

Ce système est constitué d’un microscope inversé Olympus IX81 motorisé, équipé de 

plusieurs objectifs dont un 60X à immersion à eau avec une ouverture numérique de 1,4 

(PLAPO). Cet appareillage est pourvu d’un équipement de microscopie de fluorescence 

conventionnelle pour la vision binoculaire des échantillons fluorescents. L’équipement de 

microscopie de fluorescence confocale couplé au dispositif est constitué d’un combiné de 3 

lasers comprenant un total de 5 raies d’excitation : un laser Argon multi-raies (457 nm/ 476 

nm/ 488 nm et 515 nm, 40 mW), un laser Hélium/Néon vert (543 nm, 1 mW) et un laser 

Hélium/Néon rouge (633 nm, 10 mW). Il est également doté d’un quatrième laser proche UV, 

une diode laser UV 405 nm, qui est synchronisé avec le combiné laser et placé sur un second 

scanner, permettant ainsi

eux sont équipés d’un système de détection spectrale. Un

l’

mpus) qui gère les paramètres d’excitation, d’acquisition et l’analyse des images. 

 

3. Caractéristiques de la sonde calciq  

 

té synthétisées dans les années 1980 et 

se c

Les premières sondes calciques fluorescentes ont é

omposaient d’un chélateur de calcium (EGTA ou BAPTA) associé à un fluorophore. La 

liaison du calcium à cet indicateur entraînait une variation de l’intensité de fluorescence ou 
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des caractéristiques de son spectre. Ces sondes calciques de première génération furent à la 

base des sondes calciques actuelles, quelles soient ratiométriques ou non.  

La sonde calcique utilisée ici est le Fluo-4-AM (Invitrogen). C’est une sonde mono 

excitation/mono émission qui permet d’enregistrer des cinétiques rapides de variation de 

calcium, mais qui ne permet pas une mesure de la concentration intracellulaire absolue du 

calcium. Elle est adaptée aux études de microscopie confocale et facilite également le 

couplage avec des techniques d’électrophysiologie. Cette sonde a été rendue perméante par 

l’ajout d’un groupement acétoxyméthylester (AM), qui masque les charges négatives des 

groupements carboxyles de la molécule (Figure MM-1). L’ester AM rend la molécule 

hydrophobe qui peut alors traverser la membrane de la cellule. Cependant, la sonde est 

insensible au calcium sous cette forme. Une fois dans le cytoplasme de la cellule, des 

stérases endogènes non spécifiques vont cliver le groupement AM du fluo-4, libérant ainsi la 

mation permet à la sonde de se lier au 

calc

e

forme carboxylée active de la sonde. Cette confor

ium. Lors d’une excitation à 488 nm, la sonde liée au calcium émet une fluorescence avec 

un spectre d’émission maximum à 512 nm, permettant les enregistrements de variation de 

fluorescence qui est le reflet de l’activité calcique intracellulaire (calcium libre). 

 

4. Mesure des libérations globales de calcium lors d’une dépolarisation 

membranaire 

 

4.1. Principe 

Afin d’enregistrer des libérations globales de calcium, les myotubes sont stimulés par une 

dépolarisation membranaire artificielle générée par une solution dépolarisante, E01 47 mM 

KCl (Annexe 4), avec une concentration de 47 mM de KCl (Powell et al., 2001; Balghi et al., 

2006a). Cette forte concentration en KCl mime la dépolarisation induite par le motoneurone 

dans des conditions physiologiques. Un système de perfusion à gravité avec électrovannes 

permet les changements de milieu à proximité des myotubes sélectionnés pour l’acquisition 

des libérations calciques globales. 

4.2. Appareillage 

 

Ces enregistrements sont réalisés sur le système Bio-Rad MRC1024 avec l’objectif 60X à 

immersion à eau. La sonde calcique Fluo-4 est excitée par le laser Argon/Krypton à une 
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longueur d’onde de 488 nM et la fluorescence émise est récoltée par un photomultiplicateur 

placé derrière un filtre passe-bande à 522 nm. 

 

4.3. Protocole expérimental 

4.3.1. Charge et traitements des cellules 

Le milieu de culture est retiré et les myotubes sont incubés avec la sonde calcique Fluo-4-

AM à une concentration de 3 µM dans une solution physiologique, le milieu E01 (Annexe 4), 

tamponné à l’Hepès. Le temps de charge des cellules est de 15 minutes, temps nécessaire à 

l’entrée de la sonde dans les cellules et à sa dé-estérification. Pour l’acquisition, le milieu de 

charge est remplacé par du E01 seul. Le traitement des cellules avec les différentes molécules 

se fait soit en même temps que la charge des cellules avec le Fluo-4 pour des temps courts, ou 

préalablement pour les traitements de long terme (Tableau T-2). 

 

4.3.2. Mode d’acquisition 

La réponse calcique par dépolarisation membranaire est une réponse relativement lente 

pouvant être enregistrer en X,Y avec une acquisition d’une image toutes les 300 ms, la taille 

de ces images étant de 256x256 pixels. Des régions d’intérêt sont placées sur le champ 

olution de la fluorescence moyenne pour chacune des zones d’intérêt au 

ours du temps sous forme de courbes « Intensité de fluorescence en fonction du temps » 

la différence de fluorescence (F-F0) par F0 (ΔF/F0) ; la 

itesse de montée au pic (en U.A/s) calculée en divisant la valeur de la fluorescence à 

le temps pour atteindre cette amplitude ; l’aire sous la courbe (ASC 

en U

plusieurs expérimentations sont moyennées et représentées sous formes d’histogrammes. Les 

observé, à raison d’une région par myotube (Figure MM-2 A). Le logiciel Lasersharp 3.2 

permet d’obtenir l’év

c

(Figure MM-2 B). 

 

4.4. Analyses 

L’analyse des courbes obtenues lors des acquisitions se fait à l’aide d’un programme 

développé à partir du logiciel IDL 5.3 (Boulder, CO, USA). Ce programme développé dans 

notre laboratoire permet l’analyse à grande échelle des données en extrayant automatiquement 

4 paramètres de chacune des courbes. Ces paramètres étant l’amplitude maximale de 

fluorescence calculée en divisant 

v

l'amplitude maximale par 

.A.s) et le temps de demi retour (s) représentant le temps nécessaire pour revenir à la 

moitié de l’intensité maximale de fluorescence (Figure MM-3). Les valeurs obtenues lors de 
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valeurs brutes sont normalisées en valeurs relatives par rapport aux valeurs obtenues pour les 

SolD(+) en conditions contrôles (100%), puis sont statistiquement analysées.  

 

ontanés localisés de libération calcique5. Mesure des évènements sp  

 

es acquisitions ont été effectués sur le système Bio-Rad MRC1024 avec l’objectif 20X. 

La sonde calcique Fluo-4 este excitée par le laser Argon/Krypton à une longueur d’onde de 

488

5.1. Principe 

Les évènements spontanés localisés de libération calcique, ou « sparks », sont visualisés à 

l’état de repos. Les myotubes sont chargés avec la sonde calcique Fluo-4-AM, ce qui nous 

permet de visualiser les variations dynamiques de calcium au sein de la cellule. Les sparks se 

caractérisent par une « étincelle » brève et très localisée.  

 

5.2. Appareillage 

L

 nM et la fluorescence émise est récoltée par un photomultiplicateur placé derrière un 

filtre passe-bande à 522 nm. 

 

5.3. Protocole expérimental 

5.3.1. Charge et traitement des cellules 

Le milieu de culture est retiré et les myotubes sont incubés avec la sonde calcique Fluo-4-

AM à une concentration de 3 µM dans une solution physiologique, le milieu E01 (Annexe 4), 

tam nné à l’Hepès. Le temps de charge des cellules est de 15 minutes, temps nécessaire à 

ans les cellules et à sa dé-estérification. Pour l’acquisition, le milieu de 

cha

po

l’entrée de la sonde d

rge est remplacé par du E01 seul. Le traitement des cellules avec les différentes molécules 

se fait soit en même temps que la charge des cellules avec le Fluo-4 pour des temps courts, ou 

préalablement pour les traitements de long terme (Tableau T-2).  

 

5.3.2. Mode d’acquisition 

L’acquisition se fait en X,Y et permet de quantifier le nombre d’évènement par µm² de 

myotube. Pour cela, on fait une acquisition de 100 images par champ de myotubes à une 

vitesse d’une image toute les 300 ms. L’enregistrement se fait grâce à l’objectif 20X et avec 

une taille d’image de 256x256 pixels. La série d’image permet d’obtenir le profil de libération 

de chaque type cellulaire et de déterminer la densité de site par µm² de myotube.  
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Les enregistrements obtenus ensuite analysés grâce à un programme développé sous le 

logiciel IDL. 

 

La détermination de la densité de sites par µm² de myotube se fait à partir des 

us en mode X,Y. Un programme développé sous le logiciel IDL (Sebille 

et a

ront une déviation standard faible, 

alors que ceux dont la fluorescence varie beaucoup auront une déviation standard élevée. 

dard est donc le reflet de la localisation des sites de libération et 

nou

on de calcium intracellulaire après décageage

5.4. Analyses : détermination de la densité de sites 

enregistrements obten

l., 2005) permet de « compiler » la série de 100 images en X,Y de la même série et d’en 

faire une image moyenne (Figure MM-4). A partir de cette nouvelle image, le programme va 

calculer la déviation standard de chaque point et en créer une image. Les points dont la 

fluorescence reste stable au cours de l’enregistrement au

L’image de déviation stan

s permet de déterminer le paramètre densité de sparks par µm². Ces valeurs obtenues sur 

plusieurs expérimentations sont moyennées et statistiquement analysées. 

 

6. Mesure de la variati  

 

t caractéristique de la sonde NP-EGTA 

éostasie calcique dans un système mature 

sans

eage. Les molécules ainsi 

protégées sont qualifiées de molécules cagées bien qu’elles ne soient pas physiquement 

encagées.

 va être de-

éstérifier et se lier au calcium intracellulaire libre. Ces ions calcium vont alors êtres protégés 

6.1. Principe du décageage e

Afin de pouvoir étudier la régulation de l’hom

 en altérer la constitution, nous avons provoqué artificiellement des augmentations faibles 

de calcium, similaires à des sparks. Pour cela, nous avons utilisé la technique de 

« décageage » du calcium. Le principe de cette technique est de protéger une biomolécule, ici 

l’ion calcium, en la liant à un groupement photolabile qui va la rendre biologiquement 

inactive. L’illumination à une longueur d’onde adéquate du groupe photolabile obtenu va 

rompre la liaison et libérer la biomolécule qui va alors retrouver son activité biologique. Cette 

réaction de photodéprotection est appelée réaction de décag

 

Le groupement moléculaire utilisée pour protéger le calcium est le o-nitrophenyl EGTA-

AM (NP-EGTA-AM, Molecular Probes) qui est un dérivé de l’EGTA, ayant la capacité de 

chélater le calcium intracellulaire et pouvant être photolysée par la lumière (diode bleue 

proche UV) (Ellis-Davies and Kaplan, 1994). Ce groupement peut passer la membrane de la 

cellule grâce à son groupement AM (Figure MM-5). Une fois dans la cellule, il
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et b

 qui était piégé dans ce groupement moléculaire. Cela va 

crée une augmentation localisée et transitoire de calcium libre, qui mime ainsi une 

sans nécessiter une activation des 

syst

e émise est récoltée 

par un photomultiplicateur placé derrière un filtre passe-bande à 522 nm. 

6.3. Protocole expérimental 

iologiquement inactifs. Lors d’un flash lumineux (UV, bleu), il va y avoir photolyse du 

NP-EGTA et libération du calcium

r 

augmentation physiologique de la concentration de cet ion 

èmes de stimulation physiologiques habituels comme la dépolarisation membranaire par 

exemple. Le calcium libéré par décageage va pouvoir se lier à la sonde calcique Fluo-4 et être 

ainsi détecté par microscopie confocale à fluorescence (Figure MM-5). 

 

6.2. Appareillage 

Cette technique est réalisée sur le système de microscopie confocale Olympus FV1000 

possédant une diode laser proche UV placée sur un second scanner, permettant ainsi la 

stimulation UV en même temps que la détection de fluorescence. Ces enregistrements sont 

réalisés avec l’objectif 60X à immersion à eau. La sonde calcique Fluo-4 est excitée par le 

laser Argon/Krypton à une longueur d’onde de 488 nm et la fluorescenc

 

6.3.1. Charge et traitements des cellules 

Le temps de charge et la concentration en NP-EGTA et en Fluo-4-AM varie selon le 

système étudié (myotubes ou fibres) (Tableau T-3). L’incubation se fait dans le milieu 

physiologique E01. Pour l’acquisition, le milieu de charge est remplacé par du E01 seul. Le 

traitement des cellules avec les différentes molécules se fait soit en même temps que la charge 

des cellules avec le Fluo-4 pour des temps courts, ou préalablement pour les traitements de 

long terme (Tableau T-2) 

 

6.3.2. Protocoles d’acquisition et de stimulationAcquisition en X,T 

Le mode d’acquisition en X,T permet d’obtenir une résolution temporelle supérieure à 

l’acquisition en X,Y et nous donne ainsi accès à des infos plus précises sur la variation de 

fluorescence en fonction du temps. L’acquisition se fait sur une ligne en fonction du temps. 

Pour cela, la ligne d’acquisition est placée à proximité de la zone de stimulation du décageage 

de calcium, puis on passe en mode X,T (Figure MM-6). Le mode X,T permet de recréer une 

image en 2 dimensions (X en fonction du temps, T) visualisant l’évolution de la fluorescence 

sur la ligne de scan en fonction du temps (Figure MM-6). Cette acquisition se fait sur une 

série de 500 lignes de scanne. 
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Stimulation 

Pour ces deux types d’acquisition (X,Y et X,T), différents protocoles ont été établis, 

utilisant différents types de stimulation et d’acquisition. 

 

Protocole de stimulation dans les cultures primaires : 

La zone de stimulation de décageage est délimitée par un carré 

(rouge). La ligne d’acquisition est placée sur la zone de stimulation 

et a une largeur supérieure à la zone de stimulation. 

La stimulation se fait à une intensité de 60% de la diode UV. 

cée en dehors de la 

zone de stimulation mais reste très proche de celle-ci. Elle est d’une 

tique à la zone de stimulation. 

 une intensité de 50% de la diode UV. 

rents paramètres tels que : l’amplitude maximum de fluorescence 

F/F0), l’aire sous la courbe (ASC en U.A.s) et la durée à mi-hauteur (en s) (Figure MM-7). 

L présentées sous 

form

 

 

 

Protocole de stimulation dans les fibres musculaires squelettiques 

La zone de stimulation de décageage est délimitée par un 

rectangle (rouge). La ligne d’acquisition est pla

largeur iden

La stimulation se fait à

 

 

6.4. Analyses 

L’analyse des données de décageage se fait également avec un programme développé 

sous le logiciel IDL. De la même façon que pour les libérations globales de calcium, il nous 

permet de récupérer diffé

(Δ

es valeurs obtenues lors de plusieurs expérimentations sont moyennées et re

es d’histogrammes. Les valeurs brutes sont normalisées en valeurs relatives par rapport 

aux valeurs obtenues pour les SolD(+) en conditions contrôles (100%), puis sont 

statistiquement analysées.  
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s études de libération calcique en fonction des préparations biologiques

 Dépolarisation KCl 
Décageage de 

Densité de sparks 
calcium 

Lignées cellulaires      

Cultures primaires 

de souris mdx et 

Bl10 

      

Fibres musculaires 

sq

souris mdx et Bl10 

  uelettiques de   
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III. Biologie moléculaire et Biochimie 
 

1. La CR inverse T e)P  en temps réel (ou R -PCR quantitativ  

 

énéral 

La RT-PCR (Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction) comporte donc deux 

é ont la transcription inverse des ARN totaux (obtenus après extraction) 

en ication des AD u ou des gène(s) d’intérêt et de référence p

quantifi de l’amplification se fait par détection d’un signal fluorescent qui est 

proportionnel à la quantité d’ADN synthétisé. La fluorescence est mesurée à chaque cycle de 

la PCR, permettant ainsi de suivre l’amplification en temps réel. La technique utilisée ici est 

basée sur l’utilisation de deux am et anti-sen  spécifiques pour l’a cation 

d’ADNc ainsi que d’une sonde fluorescente. La PCR est une répétition de 35 cycles 

com e transition de température (Figure MM-8). La première étape étant la 

ettant d’obtenir des ADN linéaires simple brin. La deuxième étape 

du cycle est celle d’hybridation des amorces sens et anti-sens ainsi que de la sonde 

fl e 

AM) et un « quencher » en son extrémité 3’ (ici TAMRA). A ce stade 

u cycle de PCR, la sonde est intacte et la fluorescence du fluorochrome est atténuée par la 

ité du « quencher ». La dernière étape du cycle est celle de l’élongation au cours de 

rin complémentaire du brin matrice est synthétisé. Lors de cette phase, l’extrémité 

adée libérant ainsi le fluorochrome de son 

ntation de fluorescence émise par 

la sonde est directement corrélée à la quantité de produits de PCR obtenus. 

 

1.2. Extraction des ARN totaux 

Le milieu de culture est enlevé et après rinçage au TBS un volume de RNAble (Eurobio, 

France) est introduit et les cellules sont décollées et lysées par « grattage ». Le RNAble 

contient du phénol qui contribue à la lyse des cellules et à la dégradation des protéines. Un 

volume de 100 µl de chloroforme pour 500 µl de RNAble est ajouté à l’échantillon puis 

l’ensemble est vortexé et incubé sur glace pendant 5 min. Une centrifugation de 14 000 rpm à 

4°C pendant 15 min permet de séparer deux phases. La phase supérieure aqueuse (incolore) 

contient les ARN totaux, la phase inférieure organique (bleue) contient les protéines et autres 

1.1. Principe g

tapes distinctes qui s

 ADNc et l’amplif

cation 

Nc d ar PCR. La 

orces (sens s) mplifi

portant 3 étapes d

phase de dénaturation perm

uorescente. La sonde fluorescente comporte un fluorochrome en son extrémité 5’ (ici l

fluorochrome est le 6-F

d

proxim

laquelle le b

5’ de la sonde fluorescente va être dégr

« quencher », il y a donc émission de fluorescence. L’augme
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débris cellulaires. A l’interface (blanchâtre) se trouvent les 

aqueuse est récupérée et un volum

ADN. La phase supérieure 

e équivalent d’isopropanol y est ajouté (précipitation des 

RN). Après incubation de 15 min sur glace, le tout est centrifugé à 14 000 rpm pendant 15 

hé avant d’être dilué 

ans de l’eau désionisée stérile. L’extraction de l’ARN est vérifiée par électrophorèse des 

 

amplifié à chaque 

cycle se fait par détection de fluorescence grâce à l’appareil ABI Prism 7700 Sequence 

e volume final de mélange réactionnel est de 15 µl 

par 

A

min à 4°C pour culoter les ARN. Ce culot est lavé à l’éthanol 75% et séc

d

échantillons sur gel d’agarose.

 

1.3. Transcription inverse : obtention d’ADNc simple brin 

La transcription inverse (ou reverse transcription) se fait à partir des ARN totaux 

précédemment extraits. La technique appliquée est basée sur utilisation d’hexamères 

nucléotidiques aléatoires qui vont se fixer aléatoirement à l’ARN afin d’amorcer la synthèse 

du brin d’ADNc. Après redissolution des ARN totaux (5 min à 65°C) 12 µl de prémix sont 

ajoutés à 10 µl de solution d’ARN. Le prémix est composé de 5µl de tampon 5X (Gibco, 250 

nM Tris HCl pH 8,3 ; 375 mM KCl ; 15 mM MgCl2) ; 2,5 µl de DTT (Gibco, 100 mM) ; 1 µl 

de dNTP (25 mM) ; 2,4 µg d’hexamères nucléotidiques et eau désionisée qsp 12 µl. Les ARN 

totaux et le prémix sont pré-incubés 2 min à 65°C. Une fois les tubes refroidis, 2 µl de 

RNAsine à 40 U/µl (inhibiteur de RNAse) et 4 µl de M-MLV à 200 U/µl (transcriptase 

inverse) sont ajoutés. La synthèse des ADNc se fait pendant 1 heure à 37°C. A la fin de la 

réaction, un ajout de 125 µl d’eau désionisée et une incubation de 2 min à 100°C permet de 

détruire l’enzyme et de casser les hybrides ARN/ADNc afin de stopper la réaction. Les ADNc 

peuvent être conservés à -20°C. 

 

1.4. La PCR quantitative en temps réel 

La réaction d’amplification se fait dans une plaque 96 puits, permettant de faire une PCR 

sur plusieurs échantillons en même temps. La quantification de produit 

Detecor System (Applied Biosystems). L

puits contenant 10 µl de Mix et 5 µl d’ADNc. Le Mix est préparé pour chaque ADNc à 

amplifier car il contient les amorces spécifiques : 7,5 µl de Master Mix à une concentration 

finale 1X (Applied Biosystems) ; 200 nM de sonde FAM fluorescente ; 900 nM d’amorce 

sens ; 900 nM d’amorce anti-sens et eau désionisée (qsp 10 µl). Le Master Mix contient la 

Taq polymérase (enzyme de la réaction), les dNTPs ainsi que les sels. Ce Mix est réparti dans 

les puits de la plaque et 5 µl/puits d’échantillon d’ADNc sont ajoutés.  
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Gène d’intérêt : IP3R1 

Amorce sens : 5'-TGG-CAG-AGA-TGA-TCA-GGG-AAA-3' 

Amorce anti-sens : 5'-GCT-CGT-TCT-GTT-CCC-CTT-CAG-3' 

Sonde : (6-FAM) 5'-CCA-TGT-CCC-TGG-TCA-GCA-GCG-A-3' (TAMRA) 

 

Gène de référence : S6 ribosomale 

Am ce sens : 5'-TTT-GAT-TCT-GAA-AGC-CAT-GCG-3' 

Son

or

Amorce reverse : 5'-CGG-TCC-ATC-AGG-ATT-CTA-TTG-3' 

de (6-FAM) : 5'-CGG-CCA-GAG-ACC-GCT-GCT-GCT-3' (TAMRA) 

 

1.5. Analyse des résultats 

 

1.5.1. Efficacité de PCR 

L’efficacité (E) de la PCR est calculée grâce à une gamme d’étalonnage. Les échantillons 

de cette gamme sont de concentration initiale en ADNc croissante et connue. Le Ct (cycle 

threshold) est déterminé pour chacun des échantillons de la gamme et correspond au nombre 

de cycle d’amplification nécessaire pour que la fluorescence émise soit significative par 

rapport au bruit de fond. La valeur de Ct pour chacun des échantillons de la gamme est 

ensuite reportée sur un graphique semi-logarithmique avec en abscisse la concentration 

initiale en ADNc des échantillons. La droite passant par chaque point est alors une régression 

linéaire modélisée par une équation de type y=ax+b, où la pente (a) est fonction de l’efficacité 

de PCR (calculées par le logiciel de l’appareil de PCR). Une PCR est acceptable si l’efficacité 

amental à prendre en compte pour obtenir une 

mes

est d’au moins 95%, c’est donc un élément fond

ure quantitative de l’amplification des fragments d’ADNc. 

 

1.5.2. Normalisation des valeurs obtenues 

Afin de s’affranchir de la variabilité de la quantité d’ADNc d’un échantillon à l’autre, les 

valeurs d’ADNc sont exprimées en valeurs relatives. La normalisation du gène d’intérêt se 

fait par rapport à un gène endogène de référence dont l’expression reste constante. Le gène de 

référence utilisée ici est celui de la protéine S6 ribosomale. La normalisation se fait en 

calculant la différence des Ct telle que ΔCt = Ct gène d’intérêt – Ct gène de référence. Ce 

calcul est effectué pour chacune des conditions et des gènes d’intérêt de la PCR. 
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1.5.3. Expression des résultats en valeur relative 

ifférentes conditions, la valeur 

s valeurs relatives des autres 

 gène d’intérêt 

ans un échantillon se calcule suivant la formule 2 –ΔΔCt, où ΔΔCt est la différence des ΔCt du 

illon et la condition contrôle (ΔΔCt = ΔCt échantillon – 

te être effectuée sur ces valeurs 

2. Western-blot

Afin de comparer l’expression du gène d’intérêt dans d

relative de 1 (ou 100%) sera attribuée à la condition contrôle et le

conditions seront calculées en référence à celle-ci. L’expression relative du

d

gène d’intérêt obtenue entre l’échant

ΔCt condition contrôle). Une analyse statistique peut ensui

relatives calculées dans chaque condition.  

 

 

La technique de western-blot permet de révéler l’expression d’une protéine à partir d’un 

lys nt de comparer l’expression d’une même protéine dans 

diff

 passages dans une seringue à 

insuline et ils sont centrifugés à 20 000 g pendant 5 min à 4°C afin de se débarrasser des 

dé  La concentration protéique de chaque 

éch

culaire. Les 

protéines sont dénaturées dans du tampon de charge (Annexe 5) pendant 10 min à 90°C. La 

même quantité de protéines (20 ou 60 µg) est déposée pour chacun des échantillons sur le gel 

2.1. Généralités 

at cellulaire. Elle permet égaleme

érents échantillons (et/ou différentes conditions). Elle peut aussi être utilisée pour mettre 

en évidence le changement de localisation d’une protéine au sein de la cellule, sur des 

échantillons ayant préalablement subi un fractionnement cellulaire (séparation des différentes 

fractions cellulaires). 

 

2.2. Extraction protéique 

Les myotubes différenciés sont rincés dans du TBS (Annexe 5). Ils sont ensuite lysés dans 

du tampon de lyse (RIPA, Annexe 5) auquel est rajouté un cocktail inhibiteur de protéases 

(CIP, Sigma) ainsi que du Na3VO4 et du NaF inhibant les phosphatases. Ceci est réalisé à 4°C 

et permet de minimiser la dégradation des protéines et de les conserver dans leur état de 

phosphorylation. Les extraits protéiques sont homogénéisés par

bris cellulaires. Ils peuvent être conservé à -80°C.

antillon est dosée par la méthode colorimétrique de Lowry (Lowry et al., 1951) à l’aide du 

kit Biorad DC protein assay avant leur utilisation. 

 

2.3. Electrophorèse des protéines sur gel de polyacrylamide  

La séparation des protéines se fait sur un gel de polyacrylamide en présence de SDS 

(sodium dodécyl sulfate) en conditions dénaturantes, selon leur poids molé
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(gr otéines se fait grâce à un champ 

élec

 dans le gel d’acrylamide terminée, elles sont 

transférées sur une membrane de nitrocellulose. Le montage (Figure MM-9) est placé dans le 

 III (BioRad) permettant le transfert des protéines à 35V pendant 2 

pon de transfert (Annexe 5). 

 

dans du TBS Tween-20 (0,2% v/v) contenant 2% (w/v) de BSA (bovin 

serum albumin) et 5% (w/v) de lait écrémé. L’incubation avec l’anticorps primaire se fait 

TBS Tween-20 2% BSA. La membrane est rincée dans du 

TBS

  

adient de polyacrylamide 4/12%) et la séparation des pr

trique de 110V pendant 2 heures dans le tampon de migration (Annexe 5) (système XCell 

SureLock Novex mini-cell, Invitrogen). Le marqueur de poids moléculaire coloré permet de 

suivre la migration des protéines dans le gel (SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard, 

Invitrogen).  

 

2.4. Electro-transfert des protéines sur membrane de nitrocellulose 

Une fois la migration des protéines

dispositif Miniprotean

heures à 4°C dans du tam

2.5. Révélation des protéines d’intérêt 

Le transfert des protéines est vérifié par coloration réversible de la membrane au rouge 

ponceau, qui sera ensuite rincée (TBS Tween-20 0,2% v/v) (composition du TBS Annexe 5) 

avant d’être saturée. La saturation des sites non spécifiques se fait pendant une heure à 

température ambiante 

toute la nuit à 4°C dilué dans du 

 Tween-20 2% BSA pour éliminer l’excès d’anticorps primaire avant d’être incubée avec 

l’anticorps secondaire couplé à un fluorochrome reconnaissant l’anticorps primaire. 

L’incubation avec l’anticorps secondaire se fait pendant une heure à température ambiante. La 

membrane est à nouveau rincée avant révélation des protéines par immunofluorescence grâce 

à un scanner, le Typhoon 9400/9410 (GE Healthcare). La visualisation de la membrane se fait 

grâce au logiciel ImageQuant 5.2 (GE Healthcare). La bonne charge des protéines est vérifiée 

par une protéine de référence, l’α-tubuline. Cette protéine de référence permettra également la 

normalisation des valeurs lors de la quantification des bandes. 
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IV. Immunomarquage 
 

1. Généralités 

La technique utilisée est celle de l’immunomarquage indirect. L’anticorps primaire va 

reconnaitre un l’antigène contre lequel il est dirigé et s’y fixer. Plusieurs anticorps peuvent se 

ême reconnu par 

un 

2. Immunocytochimie : immunomarquage des cellules

fixer sur l’antigène, ce qui amplifie le signal. Cet anticorps primaire est lui-m

anticorps secondaire qui lui est couplé à un fluorochrome. L’utilisation de l’anticorps 

secondaire permet d’amplifier une nouvelle fois le signal. Cette technique permet donc la 

détection et la localisation de protéines d’intérêt au sein d’une cellule (immunocytochimie). 

 

 

vec l’anticorps primaire se fait 

pendant une nuit à 4°C en chambre humide, afin d’éviter l’évaporation. Les cellules sont 

ec l’anticorps secondaire se fait 

également en chambre humide à l’obscurité (le fluorochrome couplé à l’anticorps est 

photosensible), pendant 30 minutes à température ambiante. Pour l’observation, les lamelles 

sont montées sur lame avec du milieu de montage Vectashield (Abcys). 

 

  

 

2.1. Fixation, perméabilisation et saturation des sites non spécifiques 

Les myotubes différenciés sont rincés au TBS (Annexe 6) avant d’être fixés au 

paraformaldéhyde 4% (PFA) (Annexe 6) pendant 20 min à température ambiante. Après 

rinçage, les cellules sont perméabilisées au Triton X100 dilué à 0,5% dans du TBS, pendant 5 

min à température ambiante. L’étape de saturation des sites non spécifiques se fait avec du 

TBS 1% BSA (w/v) à température ambiante pendant 10 min.  

Une autre technique utilisant le méthanol (conservé à -20°C) permet la fixation et la 

perméabilisation des cellules en une seule étape avec une incubation de 6 minutes à 

température ambiante. Les étapes suivantes sont les même que lors de l’utilisation du 

PFA/Triton. 

 

2.2. Révélation des protéines d’intérêt 

La révélation des protéines d’intérêt se fait par incubation successif des cellules dans 

l’anticorps primaire puis l’anticorps secondaire. L’incubation a

rincées pour éliminer l’excès d’anticorps. L’incubation av
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V. Test de viabilité cellulaire (test MTT) 

éral

 

1. Principe gén  

n 

cristaux de formazan violets donnant l’intensité de la coloration. 

2. Ensemencement et traitement des cellules

C’est un test colorimétrique permettant d’évaluer la viabilité cellulaire par mesure de la 

réduction du MTT (3-[4,5-diméthylthiazol-2-yl]-2,5(diphenyltetrazolium bromide) en 

formazan. Cette réaction est faite par les déshydrogénases mitochondriales des cellules 

vivantes métaboliquement actives. Le produit absorbe fortement vers 570 nm. Il est mesuré à 

l'aide d'un spectrophotomètre pour microplaques. Sous condition contrôlée, l'intensité de la 

coloration est proportionnelle au nombre de cellules vivantes qui vont métaboliser le MTT e

 

 

 de 200 µl de 

susp

macologiques sur la viabilité 

cell

oprement parlé. 

L’ensemencement des cellules se fait dans une plaque 96 puits, à raison

ension cellulaire par puits. Une fois arrivées à 70 – 80% de confluence, la fusion des 

myoblastes est induite en remplaçant le milieu de prolifération par du milieu de fusion. 

Pour le test de viabilité cellulaire au cours du temps, les cellules ne subissent pas de 

traitement mais le test de viabilité s’effectue tous les jours de D4 (4 jours après l’induction de 

la fusion), à D7. Afin d’observer l’effet des agents phar

ulaire,  les cellules sont traitées avec la molécule à tester le lendemain de la mise en fusion 

(D1), à différentes concentrations. Les cellules contrôles sont elles incubées avec le solvant de 

l’agent pharmacologique testé. L’incubation se poursuit jusqu’à D5 où a lieu le test de survie 

cellulaire à pr

 

3. Test MTT 

Une fois le milieu de culture retiré des puits, ceux-ci sont rincés avec une solution 

physiologique incolore (ne comprenant pas de rouge de phénol). Les cellules sont ensuite 

incubées avec une solution de MTT à 0,5 mg/ml dilué dans une solution physiologique 

incolore (par exemple du PBS), à raison de 100 µl par puits. Les cellules sont placées à 

l’incubateur (37°C) pendant 4 heures. Après l’incubation, le surnageant de solution MTT est 

délicatement retiré, laissant les cristaux de formazan (violets) au fond des puits. Les cristaux 

sont ensuite dissous dans du DMSO (100 µl par puits). La densité optique de chaque puits est 

e sur le lecteur de microplaque à deux longueur d'onde : 570 nm (signal) et à 630 nm (bruit lu

de fond).  
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VI. ARN interférence 
 

1. Principe général 

 

L’ARN interférence est une technique permettant l’extinction spécifique de l’expression 

de gènes cibles. Le principe repose sur la dégradation de l’ARNm du gène cible par 

hybridation de façon séquence-spécifique d’ARN double-brin (Bosher and Labouesse, 2000; 

Nishikura, 2001). Les ARN double-brin sont des duplex synthétisés spécifiquement pour 

éteindre l’ARNm du gène cible. La technique mise en place ici est celle des siRNA («small 

interfering RNA») qui sont des fragments d’ARN de petite taille correspondant t 

spécifiquement à la séquence de l’ARNm du gène cible. Une fois transfectés à l’intérieur des 

e protéique RISC (Figure MM-10). Le 

com

AUCCGAACCAdTdT 5’. 

e transfection des ARN interférence

cellules, les siRNA vont êtres reconnus par le complex

plexe siRNA/RISC nouvellement formé va s’hybrider spécifiquement à l’ARNm contre 

lequel il a été synthétisé et l’envoyer vers la voie de dégradation. Ceci va éteindre 

spécifiquement l’ARNm du gène cible.  

Nous avons envoyé la séquence codante du récepteur à l’IP3 de type 1 à la société 

Eurogentec qui a ensuite synthétisé 3 duplex (ARN double brin) de siRNA dirigés contre 

l’ARNm de l’IP3R-1. Ces 3 duplex sont nommés 1A, 1B et 1C, le duplex utilisé étant le 1A 

car le plus efficace en termes d’extinction de l’ARNm et de la protéine de l’IP3R-1.  

Séquences du duplex 1A : 

Sens: 5’UCAGCACCUUAGGCUUGGUdTdT 3’ 

Anti-sens:3’AGUCGUGGA

 

2. Technique d  

esuspendu dans 100 µl de s ution V du Kit V Amaxa. Cette suspension cellulaire 

 

La transfection des siRNA à l’intérieur des cellules a été effectuées par l’utilisation du Kit 

V de nucleofaction pour lignée cellulaire d’Amaxa (Amaxa Cell Line Nucleofactor Kit V, 

Amaxa Inc., USA). Ce système de nucléofection est basé sur le principe de l’électroporation 

mais avec pour cible le noyau de la cellule à transfecter. Les myoblastes sont trypsinisés 

lorsque le nombre nécessaire de cellules est atteint (1 million de cellule par réaction). Pour 

une réaction de transfection, le volume de suspension cellulaire suffisant pour 1 million de 

cellules est prélevé et centrifugé à 90 g pendant 10 minutes. Le surnageant est éliminé et le 

culot est r ol
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est mise en présence de 3 µg de siRN

qui est ensuite m

A. Le tout est transféré dans une cuvette de transfection 

ise en place dans l’appareil. Le programme utilisé pour la transfection de nos 

ellules est le B-32. Une fois la nucléofection effectuée, 500 µl de milieu de culture sont 

ellulaire contenue dans la cuvette de transfection, avant d’être 

ensemencé dans les boites de culture. Les cellules sont ensemencées de façon à pouvoir êtres 

mis

c

ajoutés à la suspension c

es en fusion le lendemain de la transfection. La transfection se fait avec le duplex 1A du 

siRNA dirigé spécifiquement contre l’isoforme 1 des IP3Rs et en parallèle avec un siRNA 

contrôle n’ayant aucune cible particulière. Les myoblastes sont induits en fusion le lendemain 

de la transfection (D0) et les différentes expérimentations ont lieu à D3 (trois jours après la 

mise en fusion) car les siRNA ne sont plus efficaces au-delà de ce laps de temps.  

La validation de l’efficacité de l’extinction de l’expression du gène d’intérêt est effectuée 

par RT-PCR quantitative et par western-blot.  
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VII. Tests statistiques 
 

Les résultats obtenus sont exprimés en moyenne de n expérimentations ± erreur standard 

de la moyenne (S.E.M, standard error of the mean).  

Les analyses statistiques sont réalisées par un test Anova à double entrée, suivi d’un test 

post-hoc de Tukey lorsque l’Anova est significatif. Le test Anova à double entrée est utilisé 

lorsqu’il y a deux variables à prendre en considération (type cellulaire et traitement ou type 

cellulaire et variable temporelle). L’autre test statistique utilisé est le test de Student (t) non 

apparié lorsqu’il y a seulement deux échantillons à comparer. Pour ces deux tests statistiques, 

les

ous la version 5.0 du logiciel GraphPad Prism 

pour le système d’exploitation Windows (GraphPad Software).  

 

 

 

 

 

 valeurs sont considérées comme significatives pour une valeur de P<0,05. 

Les analyses statistiques sont effectuées s
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I. Les libérations calciques globales 

n membranaire par perfusion dans 

l'en

gendrée par la 

dép

 d’intérêt (regions of interest, 

ROIs) sont positionnées sur les myotubes et la moyenne de la variation de fluorescence par 

ROI est calculée, permettant l’acquisition de plusieurs régions sur plusieurs myotubes en 

nction du temps. Ces courbes de variation de fluorescence en fonction du temps sont ensuite 

xtraites et analysées grâce à une application développée sous IDL (IDL, « Image data 

nguage »), permettant d’extraire différents paramètres cinétiques des libérations calciques 

lobales (Voir Matériels et Méthodes). La dérivée maximale de la phase de montée (vitesse de 

ontée) de la variation de fluorescence est un paramètre cinétique reflétant la vitesse de la 

bération de calcium. Le temps de demi-retour est un paramètre cinétique permet d'estimer la 

durée du phénomène. Quant à l’aire sous la courbe, elle donne une idée de l'importance des 

effets provoqués puisqu'elle prend en compte à la fois l'amplitude du phénomène et sa durée, 

permettant de considérer l’importance de l’exposition des composants intracellulaires à des 

taux élevés de calcium. Ces paramètres permettent la comparaison des libérations calciques 

entre les cellules déficientes en dystrophine et les cellules contrôles, en présence ou en 

absence de divers agents. Les paramètres sont analysés statistiquement en utilisant le test 

Anova à double entrée, suivi du test post-hoc de Tukey (voir Matériel et méthodes).  

 

 

 

 

 

 

Les libérations calciques globales définissent des libérations de calcium provenant du RS 

sur l’ensemble du myotube après dépolarisatio

vironnement de la cellule (périfusion) d’une solution dépolarisante. Il s'agit, par ce type 

d'expérimentation, de mimer, en son absence, le résultat de l'action des potentiels d'action 

(PA) généré par le motoneurone.  

L’enregistrement des libérations globales a été réalisé par microscopie confocale à l’aide 

de la sonde calcique fluorescente Fluo4-AM avec laquelle les cellules sont chargées. La 

variation de fluorescence reflète la variation de calcium intracellulaire en

olarisation membranaire, suite à la périfusion de la solution hyperpotassique (47 mM 

KCl). Afin d’enregistrer la variation de fluorescence, des régions

fo

e

la

g

m

li
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1. Etude des libérations calciques globales dans les lignées cellulaires 

myogéniques 

ontre une différence statistiquement significative 

e et traitement) pour chacun des trois 

 

Afin d’explorer l’implication des IP3Rs dans les libérations calciques globales, cette étude 

a tout d’abord été réalisée dans les myotubes d’une lignée cellulaire déficiente en dystrophine 

(SolC1(-)) ou exprimant la mini-dystrophine (SolD(+)) en présence d’inhibiteurs de la voie 

IP3. Le test Anova à double entrée nous m

pour l’interaction des deux variables (type cellulair

paramètres (P<0.001 pour l’aire sous la courbe et la vitesse de montée ; P=0.037 pour le 

temps de demi-retour), nous permettant de faire suivre cette analyse statistique par le test 

post-hoc de Tukey et de comparer chaque condition une à une (Figure R-1).  

 

1.1. Comparaison des deux types cellulaires dans les conditions contrôles 

 

En condition contrôle, nous observons (Figure R-1) une libération calcique plus 

importante dans les myotubes déficients en dystrophine, comparativement aux myotubes 

exprimant la mini-dystrophine (exemples de tracé : Figure R-2). L’analyse statistique des 

différents paramètres (Tableau T-4) confirme ces résultats, avec une quantité de calcium 

mobilisée significativement augmentée dans les myotubes SolC1(-) par rapport aux SolD(+) 

(aire sous la courbe, 159% d’augmentation), ainsi qu’une libération plus rapide (vitesse de 

montée augmentée de 52%).  
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5 Secondes

25 U.A.

47 mM KCl

SolC1(-) Ctrl
SolD(+) Ctrl

SolD(+) 2-APB + Rya

Figure R-2 : Exemples de tracés représentatifs de libérations calciques dans les myotubes SolC1(-) et 
SolD(+) après dépolarisation membranaire par une solution 47 mM KCl, dans les conditions 
contrôles et en présence de 2-APB + ryanodine (Rya) pour les SolD(+). 
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1.2. Effet de différents inhibiteurs des IP3Rs 

 

L’utilisation du 2-APB, inhibiteur direct des IP3Rs, en pré-incubation de 50 µM pendant 

30 

 diminution des 

paramètres de libération calcique principalement pour les myotubes déficients en dystrophine. 

 CsA lors 

e l’incubation à long terme (16 heures) par rapport à l’incubation à court terme (30 minutes). 

En

 résultats mettent en évidence un effet moins important de la 

CsA sur les libérations calciques globales comparativement au 2-APB. De plus, la CsA 

sem le avoir un effet majoritairement à long terme et à faible concentration, et principalement 

sur les cellules déficientes en dystrophine.  

e tableau T-5 résume les valeurs obtenues pour les différents paramètres cinétiques lors 

de l’incubation des myotubes avec le 2-APB à court terme, la CsA à long terme (16 heures) 

ainsi que lors d’incubations avec d’autres agents inhibiteurs des canaux calciques du RS.  

a xestospongine C (XeC) connue pour inhiber les IP3Rs a également été utilisée à la 

concentration de 5 µM à court terme (20 minutes). Les résultats reportés dans le tableau T-5 

révèlent, en présence de XeC, une diminution de l’aire sous la courbe et de la vitesse de 

montée dans les deux types cellulaires (test Anova à double entrée significatif pour ces deux 

para les 

défic ant la mini-dystrophine. La 

XeC diminue de 59% l’aire sous la courbe dans les myotubes SolC1(-) et de 44% dans les 

minutes diminue fortement les trois paramètres étudiés lors de la libération calcique 

globale dans les deux types cellulaires (Figure R-1). Cependant, le 2-APB provoque une 

diminution plus forte de l’aire sous la courbe dans les SolC1(-) par rapport aux SolD(+) 

(respectivement, 81% et 53% de diminution) ainsi que du temps de demi-retour (61% et 39% 

de diminution respectivement) (Figure R-1 A et B).  

La cyclosporine A (CsA) est une molécule immunosuppressive connue pour inhiber 

directement les IP3Rs et la calcineurine. Ses effets à court terme (30 minutes) et à long terme 

(16 heures) ont également pu être explorés (Figure R-1). Il en résulte une

L’analyse des différents paramètres montre un effet inhibiteur plus prononcé de la

d

 effet, dans les myotubes SolC1(-), l’aire sous la courbe est diminuée de 30% lors de 

l’incubation à court terme (100 µM) et de 34% lors de l’incubation à long terme (300 nM). Il 

en est de même pour la vitesse de montée, 38% de diminution avec une exposition de 30 

minutes à 100 µM et une diminution de 42% en présence de 300 nM de CsA pendant 16 

heures dans les cellules déficientes en dystrophine. Pour les myotubes exprimant la mini-

dystrophine (SolD(+)), ces mêmes paramètres ne varient pas quels que soient la concentration 

et le temps d’incubation. Ces

b

L

L

mètres à P<0.001). Cependant, cette inhibition est plus marquée dans les cellu

ientes en dystrophine comparativement aux cellules exprim
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myotubes SolD(+). De même, la vitesse de montée est abaissée de 59% dans les SolC1(-) et 

de 56% dans les SolD(+). En revanche, l’utilisation de la XeC provoque un allongement du 

tem

itesse de montée (93% pour les SolC1(-) 

et 8

es effets à long terme de la CsA peuvent être dus 

à s

voir 

intr

ps de retour de la fluorescence à l’état basal et ce pour les deux types cellulaires. 

L’utilisation de la ryanodine (inhibiteur des récepteurs à la ryanodine), permet de 

supprimer la composante de libération calcique dépendante de ces récepteurs. L’incubation 

des myotubes SolC1(-) et SolD(+) avec 100 µM de ryanodine pendant 10 minutes provoque 

une très forte diminution de l’aire sous la courbe dans les deux types cellulaires (98% pour les 

SolC1(-) et 95% pour les SolD(+)), ainsi que de la v

8% pour les SolD(+)). Il est à noter que l’utilisation de la ryanodine n’engendre pas de 

différence de diminution de la quantité de calcium mobilisé (aire sous la courbe) entre les 

deux types cellulaires, contrairement à ce qui est observé avec les autres molécules testées. Le 

temps de demi-retour de la fluorescence est nettement augmenté pour les deux types 

cellulaires (61% dans les myotubes SolC1(-) et 79% dans les myotubes SolD(+)).  

De plus, l’incubation simultanée des myotubes avec la ryanodine (100 µM) et le 2-APB 

(50 µM) révèle un signal calcique quasi absent dans les deux types cellulaires (exemple de 

tracé pour les SolD(+), Figure R-2), représenté par une très large diminution de l’aire sous la 

courbe et de la vitesse de montée ainsi qu’un allongement important du temps de demi-retour 

(Tableau T-5).  

 

1.3. Effet d’inhibiteurs de la voie calcineurine/NFAT 

 

Nous avons montré que l’utilisation de la CsA à long terme induit une diminution 

significative des paramètres de la libération calcique globale dans les myotubes déficients en 

dystrophine (Tableau T-5). Supposant que c

on action inhibitrice sur la calcineurine (voir introduction partie calcineurine), nous nous 

sommes intéressés à la calcineurine et à l'un des facteurs de transcription régulé par la 

calcineurine et potentiellement impliqué dans la transcription des IP3Rs : le NFAT (

oduction partie NFAT). Nous avons utilisé un inhibiteur spécifique de la calcineurine, la 

cypermethrine (Enan and Matsumura, 1992) (Figure R-3). La cypermethrine utilisée à long 

terme (16 heures) à 170 nM diminue de façon significative l’aire sous la courbe et la vitesse 

de montée dans les cellules déficientes en dystrophine (45% et 40% respectivement). 

L’exposition à la cypermethrine des myotubes exprimant la mini-dystrophine n’engendre pas 

de variation significative des différents paramètres de la libération calcique.  
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La mise en évidence de l’implication du NFAT dans la régulation à long terme des 

libérations calciques après dépolarisation est rendue possible par l’utilisation de son inhibiteur 

spécifique : le VIVIT (Aramburu et al., 1999; Noguchi et al., 2004) (Figure R-3). 

L’i

es dans les 

lign

on expression en utilisant des siRNA spécifiques de ce gène. L’extinction de 

l’IP3R-1 par les siRNA est validée au niveau de l’ARNm par RT-PCR quantitative (Figure R-

. L’analyse de 

expression du transcrit de l’IP3R-1 montre une expression plus importante de 190% dans les 

my

e 58% dans les 

myotubes SolC1(-) et de 43% dans les myotubes SolD(+) (Tableau T-6). Les paramètres de 

ncubation à long terme (16 heures) des myotubes déficients en dystrophine en présence de 

1 µM de VIVIT provoque une réduction de la quantité de calcium mobilisée (38% de 

diminution de l’aire sous la courbe) ainsi que de la vitesse de montée (réduction de 37%). En 

revanche, de même que pour la cypermethrine, l’utilisation de cette molécule n’engendre pas 

la variation significative de ces paramètres dans les cellules exprimant la mini-dystrophine. 

 

1.4. Effet de l’extinction de l’IP3R-1 par siRNA sur les libérations calciques 

globales 

 

Il a été démontré que les isoformes de type 1, 2 et 3 des IP3Rs sont présent

ées exprimant ou non la mini-dystrophine. Cependant, l’isoforme de type 1 est 

majoritairement exprimée dans la lignée déficiente en dystrophine et de manière plus 

abondante que dans la lignée exprimant la mini-dystrophine (Balghi et al., 2006a). Afin de 

confirmer l’implication de l’IP3R de type 1 dans les libérations calciques globales, nous 

avons diminué s

4 A) et au niveau de l’expression protéique par western-blot (Figure R-4 B et C)

l’

otubes SolC1(-) par rapport aux myotubes SolD(+) dans les conditions contrôles (Figure 

R-4 A). Les siRNA dirigés spécifiquement contre l’IP3R-1 provoquent une extinction de 62% 

de l’ARNm de ce canal dans les myotubes déficients en dystrophine et de 47% dans les 

myotubes exprimant la mini-dystrophine. Il est également constaté une différence 

significative de l’expression protéique de l’IP3R-1 entre les deux types cellulaires. 

Effectivement, ce canal est plus exprimé dans les myotubes déficients en dystrophine 

comparativement aux myotubes exprimant la mini-dystrophine (55% de différence 

d’expression). L’analyse densitométrique révèle une diminution de l’expression de la protéine 

de l’IP3R-1 de 62% dans les myotubes SolC1(-) et de 55% dans les myotubes SolD(+) lors de 

l’utilisation des siRNA spécifiques de ce canal. 

L’extinction de l’expression de l’IP3R-1 conduit à une diminution de la libération calcique 

dans les deux types cellulaires. En effet, l’aire sous la courbe est réduite d
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vite

 

’utilisation de ces différents agents pharmacologiques met en évidence l’implication des 

s myotubes de lignée cellulaire déficiente en 

ystrophine ou exprimant la mini-dystrophine. Ces résultats montrent également une 

sur

sse de montée et de temps de demi-retour sont également diminués dans les deux types 

cellulaires en présence des siRNA dirigés contre l’IP3R-1. Cependant, il est intéressant de 

noter une diminution plus importante de l’aire sous la courbe et de la vitesse de montée dans 

les lignées déficientes en dystrophine comparativement aux lignées exprimant la mini-

dystrophine (vitesse de montée réduite de 75% dans les SolC1(-) et de 64% dans les SolD(+)). 

De plus, nous observons que l’utilisation des siRNA spécifiques de l’IP3R-1 dans les 

myotubes déficients en dystrophine réduit la quantité de calcium mobilisé dans le temps 

jusqu’à une valeur proche de celle présente dans les cellules exprimant la mini-dystrophine. 

L

deux types de canaux calciques du RS (RyRs et IP3Rs) dans les libérations calciques globales 

induites par une solution dépolarisante, dans le

d

activation de la libération calcique dépendante des IP3Rs dans les lignées déficientes en 

dystrophine et l’implication de l’isoforme 1 des IP3Rs dans ces libérations calciques.  

 

2. Etude des libérations calciques globales dans les cultures primaires de 

muscles provenant de souris mdx ou Bl10 

 

L’exploration des libérations calciques provenant du réticulum sarcoplasmique après 

dépolarisation membranaire par une solution KCl (47 mM) a été conduite de façon identique 

dans les myotubes provenant de culture primaire de souris mdx et Bl10. Les paramètres 

cinétiques analysés sont comme précédemment : l’aire sous la courbe, le temps de demi-

retour et la vitesse de montée.  

Dans les conditions contrôles, les exemples de tracés (Figure R-5) montrent une libération 

calcique plus importante dans les myotubes déficients en dystrophine provenant de souris 

mdx, comparativement aux myotubes contrôles. L’utilisation du 2-APB et de la ryanodine 

diminue ces réponses calciques dans les deux types cellulaires, mettant en évidence, comme 

dans les lignées cellulaires, deux composantes de libération calcique. L’analyse statistique par 

le test Anova à double entrée révèle des différences significatives pour l’aire sous la courbe et 

la vitesse de montée (Figure R-6). Pour le temps de demi-retour, l’analyse statistique n’est pas 

significative pour l’interaction entre les variables type cellulaire et traitement mais elle révèle 

un effet significatif du traitement sur chacun des types cellulaires.  
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Dans les conditions contrôles, l’aire sous la courbe et la vitesse de montée sont plus 

importantes dans les myotubes provenant de souris mdx par rapport aux myotubes provenant 

de souris Bl10, respectivement 60% et 64% (Figure R-6). L’incubation de ces cellules avec 50 

µM de 2-APB pendant 30 minutes diminue de manière significative la quantité de calcium 

mobilisée dans les deux types cellulaires : 79% de diminution dans myotubes mdx et 64% 

dans les myotubes Bl10. La vitesse de montée est elle aussi réduite de moitié dans les cellules 

déficientes en dystrophine. Néanmoins, le temps de demi-retour reste inchangé dans les deux 

types cellulaires en présence de 2-APB. L’incubation avec la ryanodine (100 µM pendant 10 

min

ris mdx 

com arativement aux cellules provenant de souris Bl10, ainsi que des effets relativement 

-) et SolD(+)), les libérations 

calciques globales ayant pour origine le RS proviennent des RyRs et des IP3Rs dans les 

my

ssion des récepteurs à l’IP3

utes) provoque une diminution de l’aire sous la courbe de 76% dans les myotubes mdx et 

de 37% dans les myotubes Bl10. La vitesse de montée lors de la libération calcique est 

également réduite de 83% pour les myotubes déficients en dystrophine et de 73% pour les 

myotubes contrôles. Quant au temps de demi-retour, il est nettement allongé dans les 

myotubes mdx et Bl10, de 217% et 243% respectivement. Il est intéressant de noter un effet 

plus prononcé des traitements dans les myotubes provenant de culture primaire de sou

p

similaires de ces traitements entre les cultures primaires et les lignées cellulaires.  

De la même façon que dans les lignées cellulaires (SolC1(

otubes de cultures primaires de souris mdx et Bl10. Cette libération est plus importante 

dans les myotubes déficients en dystrophine et serait également due à la suractivation de la 

libération calcique dépendante des IP3Rs.  

 

3. Régulation de l’expre  

 

Comme on l’a vu les inhibiteurs des récepteurs impliqués dans la libération de calcium 

diminuent cette libération ce qui n’est pas une nouveauté. Le fait que les inhibiteurs des 

récepteurs à l’IP3 montrent un effet plus marqué dans les cellules (lignées ou cultures 

primaires) déficientes en dystrophine est plus intéressant. Encore plus intéressantes sont les 

expériences réalisées à l’aide de siRNA dirigés contre les récepteurs à l’IP3 qui confirment le 

rôle de ces récepteurs dans les libérations calciques exacerbées dans les cellules déficientes en 

dystrophine et conduisent à s’interroger sur les voies de régulation de l’expression de ces 

récepteurs. 
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La régulation de l’expression de l’IP3R de type 1 pourrait passer par la voie 

calcineurine/NFAT (Genazzani et al., 1999). Pour tester que la diminution des libérations 

calciques globales peuvent bien être la conséquence d’une diminution d’expression de l’IP3R-

1, nous nous sommes intéressés à l’expression de son ARNm et à son expression au niveau 

protéique. La technique de RT-PCR quantitative montre un niveau expression de l’ARNm de 

l’IP3R-1 qui est significativement augmenté dans les myotubes SolC1(-) comparativement 

aux myotubes SolD(+) (160% d’augmentation de l’expression de l’ARNm) (Figure R-7 A). 

Les traitements à long terme (48 heures) avec la cyclosporine A diminuent fortement le 

niveau de l’ARNm de l’IP3R-1 dans les myotubes déficients en dystrophine (57% de 

diminution à 100 nM et 81% à 300 nM). En revanche, ces incubations ne modifient pas le 

niveau d’ARNm de l’IP3R-1 dans les myotubes exprimant la mini-dystrophine. Il est 

cependant intéressant de noter que l’incubation à 100 nM de CsA dans les myotubes SolC1(-) 

ramène le niveau d’expression de l’ARNm de l’IP3R-1 à des niveaux comparables à ceux 

trouvés dans les myotubes SolD(+) dans les conditions contrôles (Figure R-7 A). Le niveau 

d’expression de l’ARNm de l’IP3R-1 étant variable d’un type cellulaire à l’autre et en 

présence de CsA, il est nécessaire de regarder le niveau d’expression protéique de ce canal 

cal

plus importante dans les cellules déficientes en 

dystrophine comparativement aux cellules exprimant la mini-dystrophine. (Figure R-7 C). 

ue l’analyse statistique puisse 

éventuellement révéler une différence significative. La cyclosporine A (300 nM) en 

inc

i reste à confirmer.  

 

 

cique. Les western-blots sont réalisés à partir de lysats cellulaires totaux et l’analyse 

densitométrique de chaque condition permet de faire un ratio protéine d’intérêt/protéine de 

référence et ainsi de quantifier l’expression de la protéine d’intérêt en valeur relative, 

permettant alors la comparaison des différentes conditions (Figure R-7 B). Il semblerait que 

l’expression protéique de l’IP3R-1 serait 

Cependant, d’autres expérimentations seraient nécessaires afin q

ubation à long terme (48 heures) induit une diminution de moitié de l’expression protéique 

de l’IP3R-1 dans les myotubes SolC1(-) et ramène cette expression à des niveaux similaires 

des myotubes SolD(+) (Figure R-7 C). Un autre inhibiteur plus spécifique de la calcineurine, 

la cypermethrine, a été utilisée en incubation à long terme (48 heures) à la concentration de 

170 nM, ainsi qu’un inhibiteur du NFAT, le VIVIT à la concentration de 1 µM (Figure R-8). 

Bien que n’étant pas significative, l’utilisation de ces deux molécules montre  une diminution 

de l’expression protéique de l’IP3R-1 dans les myotubes déficients en dystrophine (Figure R-

8 B et D), qu
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4. Libérations calciques globales : discussion 

 

L’étude des libérations calciques induites par une dépolarisation membranaire, provoquée 

par une solution hyperpotassique, montre qu’il existe deux composantes/sources calciques de 

cette libération dans les cellules musculaires squelettiques en développement, que ce soit dans 

les cellules contrôles (Bl10 ou cellules avec mini-dystrophine) ou dans les cellules déficientes 

en dystrophine. Pour s’en rendre compte il suffit de comparer les valeurs de l’aire sous la 

courbe dans en condition contrôle et en présence d’inhibiteurs, que ce soit les inhibiteurs des 

récepteurs à l’IP3 ou les inhibiteurs des récepteurs à la ryanodine. Dans les deux cas le signal 

est diminué de façon importante.  

Il faut cependant remarquer d’emblée que l’effet de la ryanodine est beaucoup plus 

complet que celui des inhibiteurs des récepteurs à l’IP3 et que les effets des différents 

inhibiteurs ne sont pas simplement additifs : la ryanodine est capable d’inhiber à elle seule la 

presque totalité du signal comme le fait l’utilisation conjointe de ryanodine et de 2-APB. Cela 

n’empêche pas les différents inhibiteurs des récepteurs IP3 d’avoir pourtant un effet, certe 

plus modéré mais cependant significatif. 

Comment interpréter cette donnée ? Notre hypothèse réside dans un phénomène de 

« cross-talk » entre les deux récepteurs c’est-à-dire que le fonctionnement de l’un des deux 

types de récepteur est dépendant de l’autre. Compte-tenu de la forte efficacité de la ryanodine 

on peut en conclure que le système fonctionne de la façon suivante : les récepteurs à l’IP3 

sont capables de fonctionner seuls mais la présence/fonctionnement des récepteurs à la 

ryanodine est capable de potentialiser le fonctionnement des récepteurs à l’IP3. Dès lors un 

bloqueur des RyRs pourra bloquer pratiquement toute la libération alors qu’un bloqueur des 

IP3Rs ne pourra que bloquer la partie de la libération qui passe par les IP3Rs mais dépend des 

RyRs. 

De telles interrelations avaient déjà été observées par Gordienko et collaborateurs en 2002 

(Gordienko et al., 2002), et par Balghi collaborateurs en 2006 (Balghi et al., 2006a; Balghi et 

al., 2006b) dans notre équipe. Ce comportement se trouve confirmé ici. 

Si maintenant on s’attarde sur les cinétiques on peut alors montrer que ces composantes, 

bien qu’imbriquées, présentent des cinétiques différentes, la caractéristique essentielle étant 

l’augmentation de la durée du signal en présence de ryanodine mesurée par le temps de demi-

retour. Il est cependant difficile d’étudier les différences cinétiques puisque la ryanodine ne 

laisse subsister qu’un signal assez faible.  
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Avec les inhibiteurs des IP3Rs les données cinétiques apparaissent contrastées : lors de 

l’incubation des deux types cellulaires (SolC1(-) et SolD(+)) avec du 2-APB ou de la XeC, 

aut

 de la XeC de bloquer les pompes calciques ATPases du RS 

(les

 L’étude des libérations calciques dans les myotubes 

pro

de confirmer l’implication de la voie dépendante des IP3Rs dans les libérations 

cal

 pas dépendre d’un 

pro

t le potentiel de membrane de ces cellules (Hubert, 

2009). Ce travail révèle que les libérations calciques sont dépendantes du potentiel de 

re inhibiteur des IP3Rs (Gafni et al., 1997), la vitesse de montée est inférieure à celle 

obtenue en présence de ryanodine ce qui peut s’expliquer par l’absence de l’effet 

potentialiseur des RyRs. Le temps de demi-retour quant à lui est inférieur lors de l’inhibition 

des IP3Rs par le 2-APB que lors de l’inhibition des RyRs par la ryanodine, ce qui met en 

évidence l’aspect rapide de la libération ryanodine sensible. En revanche, lors de l’utilisation 

de la XeC, le temps de demi-retour est peu modifié ou légèrement augmenté dans les deux 

types cellulaires, ce qui est en contradiction avec les résultats obtenus en présence de 2-APB. 

Ceci pourrait être du à la propriété

 SERCAs) (De Smet et al., 1999; Castonguay et al., 2002), les empêchant de repomper 

efficacement le calcium dans le RS afin de diminuer sa concentration cytoplasmique.  

L’ensemble des résultats obtenus dans cette étude sont en accord avec ce qui a 

précédemment été montré dans les cellules musculaires squelettiques en développement par le 

groupe de Jaimovich (Jaimovich et al., 2000; Powell et al., 2001) et par les travaux réalisés au 

sein du laboratoire (Balghi et al., 2006a).

venant de cultures primaires issues de muscles de souris mdx et Bl10 montre qu’il existe 

également deux composantes dans les libérations calciques lors de dépolarisation 

membranaire par une solution hyperpotassique, dépendantes des IP3Rs et des RyRs. 

Si maintenant on s’intéresse à la différence entre les deux types cellulaires on s’aperçoit 

que la libération calcique dépendante des IP3Rs semble plus importante dans les cellules 

musculaires déficientes en dystrophine. L’utilisation du 2-APB réduit plus fortement la 

libération calcique dans les myotubes déficients en dystrophine, que ce soit dans les lignées 

cellulaires ou dans les cultures primaires provenant de souris mdx. La xestospongine C, 

permet 

ciques induites par une solution 47 mM KCl. De plus, la quantité de calcium mobilisé dans 

le temps est supérieure dans les myotubes déficients en dystrophine comparativement aux 

myotubes contrôle (lignées ou cultures primaires) mais ne semble

blème de repompage ou de tamponnement du calcium cytoplasmique car le paramètre du 

temps de demi-retour est similaire dans ces différents types cellulaires.  

On peut ici faire état du travail de Fabien Hubert effectué au cours de son stage de 

« Master 2 recherche » dans notre laboratoire qui a été d’étudier les libérations calciques des 

myotubes SolC1(-) et SolD(+) en contrôlan
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me

rôle du 

pot

 dans les 

cel

ent être due à une 

qua

mbrane, c'est-à-dire que ces libérations augmentent avec des dépolarisations membranaires 

croissantes, résultat classique. Par contre, plus intéressant, le signal calcique apparaît plus 

durable et le calcium mobilisé plus important dans les myotubes déficients en dystrophine, ce 

qui vient confirmer l’observation faite en utilisant la solution dépolarisante. Cependant, 

l’étude pharmacologique n’ayant pas été réalisée, nous ne pouvons savoir quelle est la 

composante la plus active lors de ces libérations calciques. Cette étude a enfin permis de 

s’affranchir d’une possible entrée de calcium provenant du milieu extracellulaire lors de ces 

enregistrements calciques (Figure R-9). En effet, si un courant calcique de type L est 

enregistré lors de la dépolarisation, celui-ci n’est pas en rapport direct avec l’augmentation 

intracellulaire de calcium puisqu’au niveau du maximum de fluorescence, aucun courant 

calcique entrant n’est visualisé ce qui indique que les variations de calcium intracellulaire lors 

des dépolarisations membranaires (par une solution hyperpotassique ou par cont

entiel membranaire) sont bien dépendantes des libérations calciques provenant du RS. Ceci 

est également corroboré par l’utilisation simultanée du 2-APB et de la ryanodine, présentant 

un signal calcique quasi-inexistant lors des dépolarisations membranaires par solution 

hyperpotassique.  

Que peut-on dire à propos des voies de signalisation liées à l’IP3 ? L’étude antérieure des 

effets pharmacologiques à court terme sur les libérations provenant du RS montre deux 

composantes de cette libération calcique globale, dépendantes des RyRs et des IP3Rs

lules musculaires squelettiques (Araya et al., 2003; Balghi et al., 2006a). Elle a également 

permis de mettre en avant la sur-activation de la voie de l’IP3 dans les cellules déficientes en 

dystrophine (lignées et cultures primaires issues de muscles de souris). Il a été démontré que 

lors de la dépolarisation membranaire par une solution hyperpotassique, la quantité d’IP3 

produite était plus importante dans les cellules dystrophiques comparativement aux cellules 

contrôles (Araya et al., 2003). Cette étude propose également l’implication d’une protéine G 

comme lien entre le DHPR (récepteur membranaire calcique sensible au voltage) et la PLC 

produisant l’IP3 à partir du PIP2. Ceci pourrait expliquer l’augmentation de la quantité de 

calcium mobilisé par les IP3Rs dans nos cellules déficientes en dystrophine car l’inhibition de 

la PLC par la PTX diminue également la libération de calcium après dépolarisation 

membranaire (Balghi et al., 2006a). Cette différence pourrait égalem

ntité de récepteurs à l’IP3 plus importante dans ces mêmes cellules comparativement aux 

cellules contrôles (Balghi et al., 2006a).  

Nous montrons ici que l’utilisation de la cyclosporine A à court terme ou à long terme 

diminue les libérations calciques après dépolarisation membranaire induite par une solution 
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47 mM KCl dans les deux types de myotubes des lignées cellulaires, avec un effet surtout 

présent dans les lignées déficientes en dystrophine. Cette molécule est utilisée comme 

immunosuppresseur dans les préventions cliniques de rejet de greffe et dans la thérapie de 

diverses pathologies (Billaud, 2000; Weinblatt, 1999). La cyclosporine, une fois liée à son 

récepteur cytoplasmique (la cyclophiline) peut directement inhiber la libération de calcium 

provenant des IP3Rs en empêchant la liaison de l’IP3 sur son site de fixation (Misra et al., 

1998). De plus, la CsA inhibe également la calcineurine qui est en interaction avec les IP3Rs 

par l’immunophiline FKBP12 (récepteur cytoplsamique du FK506, autre inhibiteur de la 

calcineurine) (Cameron et al., 1997). Ceci a pour conséquence de réguler l’état de 

phosphorylation des IP3Rs, affectant ainsi leur perméabilité au calcium, réduisant les 

libérations calciques provenant du RS (Misra et al., 1998). Ces modes d’action expliqueraient 

l’effet à court terme de la CsA sur la diminution de la libération calcique observée dans nos 

cellules.  

Cependant, l’effet d’inhibition de la CsA ne s’arrête pas à la régulation de la perméabilité 

calcique des IP3Rs, son inhibition de la calcineurine ayant d’autres conséquences. En effet, 

dans le contexte musculaire, il est bien établi que le calcium active la calcineurine par 

l’in

rs de l’utilisation de la CsA à long terme et les 

rés

termédiaire de la calmoduline ayant pour conséquence l’expression de phénotypes 

oxydatifs et/ou hypertrophiques (Dunn et al., 1999). L’activation de la calcineurine engendre 

la déphosphorylation du NFAT, exposant son NLS, lui permettant de migrer du cytoplasme au 

noyau de la cellule (Allen and Leinwand, 2002), pouvant alors initier la transcription de gènes 

cibles, dont celui de l’IP3R-1. Une étude menée dans des neurones montre que lors de la 

dépolarisation membranaire par une solution hyperpotassique il y a une augmentation de 

l’expression de l’IP3R-1, pouvant être inhibée en présence de CsA à long terme (diminution 

de l’expression de l’ARNm et de la protéine) (Genazzani et al., 1999). Ceci expliquerait 

l’effet à long terme de la CsA sur la diminution des libérations calciques dans les myotubes 

déficients en dystrophine. L’incubation à long terme avec la cypermethrine, molécule 

inhibitrice spécifique de la calcineurine (Enan et al., 1992), présente également une 

diminution des libérations calciques dans les myotubes déficients en dystrophine. Il en est de 

même lors de l’incubation des myotubes avec le VIVIT, inhibiteur spécifique du NFAT 

(Aramburu et al., 1999; Noguchi et al., 2004). De plus, la quantité protéique des IP3R-1 est 

supérieure dans les myotubes SolC1(-) comparativement aux myotubes SolD(+). Cette 

surexpression protéique est diminuée lo

ultats préliminaires semblent aller dans le même sens lors de l’utilisation de la 

cypermethrine et du VIVIT. Nos résultats suggèrent donc l’implication de la voie 
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calcineurine/NFAT dans la régulation de l’expression de ces canaux calciques dans les 

cellules musculaires en développement. Cette diminution de la quantité d’IP3R-1 dans les 

myotubes SolC1(-) expliquerait la diminution de la libération calcique globale lors de la 

dépolarisation membranaire. De récents travaux présentent également l’influence du NFAT 

sur la transcription de l’IP3R-1 (Valdes et al., 2008). Néanmoins, les auteurs démontrent 

également qu’à l’état basal le NFAT reste cytoplasmique et ne migre vers le noyau que lors de 

la dépolarisation membranaire, grâce à l’augmentation intracellulaire de calcium. Cependant, 

il existe une surcharge calcique basale dans les cellules déficientes en dystrophine, celle-ci ne 

pouvant servir à la contraction musculaire, elle peut s’avérer suffisante pour activer la 

translocation du NFAT dans le noyau via le complexe calmoduline/ calcineurine. Le NFAT 

pourrait alors initier la transcription de ses gènes cibles, dont l’IP3R-1.  

Il apparaît donc que l’IP3R-1 est plus fortement exprimé dans les myotubes SolC1(-) que 

dans les myotubes SolD(+) à l’état basal, aussi bien au niveau du transcrit qu’au niveau 

protéique. Cette surexpression est diminuée par les siRNA spécifiquement dirigés contre les 

récepteurs à l’IP3 de type 1 et réduit également le signal calcique dans les deux types 

cellulaires lors de la dépolarisation membranaire. Ceci confirme donc l’implication de 

l’isoforme 1 des récepteurs à l’IP3 dans les libérations calciques globales lors des 

dépolarisations membranaires.  

Ces résultats ont permis de mettre en évidence une libération globale dépendante des 

IP3Rs suractivée dans les myotubes déficients en dystrophine, comparativement aux 

myotubes contrôles. La voie calcineurine/NFAT semble également être impliquée dans la 

régulation de la transcription des récepteurs à l’IP3 de type 1, qui sont plus abondants dans les 

myotubes SolC1(-) à l’état basal.  
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II. Les libérations calciques spontanées ou induites par 
décageage de calcium 

 

Après les libérations calciques globales induites par dépolarisation membranaire, nous 

nous sommes intéressés aux libérations calciques à l’état de repos, c'est-à-dire sans variation 

de potentiel de membrane induit. Deux types de libérations ont été étudiés : les libérations 

spontanées localisées et les libérations calciques induites par photolyse de calcium cagé. Ces 

deux techniques s’effectuent à l’aide de la microscopie confocale et de la sonde calcique 

Fluo-4. 

 

1. Libérations calciques spontanées localisées au repos 

 

1.1. Modèles SolC1(-) et SolD(+) 

 

Au repos, les myotubes déficients ou non en dystrophine présentent une activité calcique 

spontanée. Elle se traduit par des libérations calciques très localisées appelées « spark » (pour 

étincelle puisqu’elles apparaissent comme des étincelles de lumière de fluorescence). Afin de 

quantifier cette activité calcique, nous avons utilisé un paramètre décrivant la densité de sites 

de 

uisition de fluorescence pour un même pixel composant 

l’image). L’enregistrement de la séquence d’images se fait sur le même champ du support de 

culture des myotubes. Les figures R-10 A-C montrent des exemples de 3 images différentes 

extraites de la même séquence d’acquisition. Sur ces images, chaque « spot » de fluorescence 

correspond à un évènement de libération calcique dans un myotube (flèches blanches). Dans 

la séquence d’image, il y a des images sans évènements de libération reflétant alors le niveau 

de calcium intracellulaire au repos (Figure R-10 A), ainsi que des images avec un ou plusieurs 

sites de libération localisés à divers endroits (Figure R-10 B : site α ; Figure R-9 C : site β). 

Nous avons pu observer que plusieurs évènements calciques peuvent avoir le même site de 

libération d’origine dans le myotube au cours de la séquence d’acquisition. L’analyse des 

images de la séquence nous permet de calculer la déviation standard de la fluorescence 

libération calcique (dans la pratique où apparaissent les étincelles) dans les myotubes 

(nombre de sites /µm²). Pour cela, une acquisition rapide d’une séquence d’images est réalisée 

avec le microscope confocal en  balayage rapide, à partir de myotubes chargés en Fluo-4. 

Chaque séquence comporte 30 à 50 images de fluorescence avec une résolution temporelle de 

300 ms (temps entre chaque acq
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enregistrée pour chaque pixel en fonction du temps (« compilation » de toutes les imag

d’une même séquence). Pendant l’en

es 

registrement de la séquence d’images, lorsque plusieurs 

évènements de libération ont lieu à la même localisation (même site de décharge calcique), la 

dév

 à « l’aire » du myotube, nous donnant le paramètre de densité de sites (nombre de 

site par µm² « d’aire cellulaire »).  

st multipliée par 2 dans les 

tubes SolC1(-) comparativement aux myotubes SolD(+). L’incubation à court terme (30 

dre une forte diminution du nombre de sites de 

c arge par µm² dans les deux types cellulaires (87% dans les SolC1(-) et 77% dans les 

Sol

façon que dans les myotubes issus des lignées cellulaires (Figure R-11). Les résultats 

iation standard pour chaque pixel de ce site est plus élevée comparée aux régions sans 

élévation de calcium (la valeur de la déviation standard correspond alors seulement au bruit 

de fond). Le résultat obtenu (Figure R-10 D) est une image sur laquelle des spots reflétant une 

déviation standard élevée sont visualisés, ce qui nous permet de facilement dénombrer les 

sites de libération (α, β et quatre autres sites plus petits). Le nombre de sites est ensuite 

rapporté

Dans les conditions contrôle (Figure R-10), la densité de sites e

myo

minutes) avec 50 µM de 2-APB engen

dé h

D(+)), diminuant fortement ce paramètre à un niveau similaire dans les deux types 

cellulaires. La cyclosporine A, à court terme (30 minutes), réduit également de manière 

significative la densité de sites dans les myotubes déficients en dystrophine aux 

concentrations 10 et 100 µM (de 44% et 52% respectivement). Cependant, la CsA ne semble 

pas affecter ce paramètre dans les myotubes exprimant la mini-dystrophine. Il est à noter que 

pour une concentration de 100 µM, la densité de sites dans les SolC1(-) est ramenée à un 

niveau comparable de celui retrouvé dans les SolD(+) dans les conditions contrôles.  

De même que pour l’étude des libérations globales de calcium, nous avons étudié 

l’influence de l’expression de l’isoforme 1 des récepteurs à l’IP3 sur la densité de site de 

libération calcique au repos (Tableau T-7). L’extinction des IP3R-1 diminue la densité de 

sites de libération de manière plus importante dans les myotubes SolC1(-) (47% de 

diminution) que dans les SolD(+) (25% de réduction). De façon similaire à la CsA, les siRNA 

dirigés spécifiquement contre l’IP3R de type 1 réduisent la densité de site des myotubes 

SolC1(-) à un niveau équivalent à celui des myotubes SolD(+) en condition contrôle. 

 

1.2. Cultures primaires de souris mdx et Bl10 

 

Nous avons également commencé l’investigation des libérations calciques spontanées 

localisées au repos dans les cultures primaires provenant de souris mdx ou Bl10, de la même 
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préliminaires ont seulement été effectués dans les conditions contrôles afin de voir si la 

différence présente entre les myotubes SolC1(-) et SolD(+) était retrouvée entre les myotubes 

provenant de souris mdx ou Bl10. Il semblerait que la densité de sites soit plus importante 

dans les myotubes déficients en dystrophine comparativement aux myotubes exprimant la 

dystrophine entière, ce qui correspond aux résultats obtenus sur les SolD(+) et SolC1(-). 

L’analyse statistique ne révélant pas de différence significative de la densité de sites entre les 

deux types de myotubes, des expérimentations supplémentaires sont nécessaires. 

 

1.3. Localisation et répartition des canaux calciques du réticulum sarcoplasmique 

dans les myotubes de lignées 

bservons 

éga

 

L’étude de la répartition des différents canaux calciques du RS a pu être effectuée par la 

technique d’immunomarquage grâce à des anticorps primaires spécifiques de chacun des 

récepteurs (Figure R-12). Les anticorps secondaires utilisés sont couplés à un fluorochrome et 

l’acquisition des images se fait par microscope confocal à balayage laser. Ces images révèlent 

une localisation cytoplasmique des RyRs (Figure R-12 A et D) ainsi que de l’IP3R-2 (Figure 

R-12 B et E) et IP3R-1 (Figure R-12 C et F) dans les deux types de myotubes. On remarque 

que là où les IPR-2 sont localement abondants correspondent des zones de faible expression 

des RyRs et ce dans les myotubes SolC1(-) et SolD(+) (flèches jaunes, Figure R-12 A, B, D et 

E). La localisation des IP3R-1 est majoritairement cytoplasmique dans les myotubes 

exprimant ou non la mini-dystrophine (Figure R-12 C et F). Cependant, nous o

lement un marquage périnucléaire de ce canal calcique principalement dans les myotubes 

SolC1(-) (Figure R-12 C).  

 

2. Décageage de calcium par photolyse de calcium cagé 

 

2.1. Cultures primaires de souris mdx et Bl10 

 

La technique de décageage de calcium est rendue possible grâce à une molécule 

plasme de la cellule peut chélater le 

um libre cytoplasmique. La photolyse du complexe calcium-NP-EGTA par un flash UV 

va 

particulière, le NP-EGTA, qui une fois dans le cyto

calci

permettre la libération du calcium lié à la molécule. Cette libération de calcium augmente 
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expérimentalement et localement la concentration calcique intracellulaire, qui est détectée par 

la sonde calcique Fluo-4 (Figure R-13 A et B).  

Lors du décageage de calcium la membrane plasmique de la cellule n’est pas dépolarisée, 

l’augmentation de calcium intracellulaire visualisé est donc un phénomène dépendant du 

« calcium-induced calcium-release » (CICR). Les résultats montrent une augmentation du 

calcium par CICR plus importante dans les myotubes provenant de souris mdx que dans les 

myotubes provenant de souris Bl10 (Figure R-13). Nous observons effectivement une 

am itude maximale et une aire sous la courbe largement supérieure dans les myotubes 

rimant la mini-dystrophine (Figure R-13 C et D). 

u i s tion du 2-APB (100 µM, 30 minutes) permet de réduire d’une façon similaire 

l’am

arisation membranaire : une plus forte libération calcique dans les 

myotubes déficients en dystrophine comparativement aux myotubes contrôle, ainsi qu’une 

ilisation du 2-APB.  

 

 

rectangle) afin de libérer une quantité suffisante de calcium permettant l’enregistrement d’un 

signal. La ligne de stimulation est positionnée à proximité de la zone de stimulation.  

pl

déficients en dystrophine (respectivement 164% et 194% pour chaque paramètre) 

comparativement aux myotubes exp

L’ t li a

plitude dans les deux types cellulaires (18% de diminution dans les myotubes mdx et 25% 

de diminution dans les myotubes Bl10). L’aire sous la courbe est diminuée seulement dans les 

myotubes déficients en dystrophine lors de l’incubation avec le 2-APB (13%) (Figure R-13 

E). Il n’y a pas de différences observées pour la durée à mi-hauteur entre les deux types 

cellulaires et le 2-APB n’induit pas non plus de variations significatives (Figure R-13 C).  

Ces résultats mettent en avant un phénomène d’augmentation du calcium intracellulaire 

par CICR plus important dans les myotubes déficients en dystrophine comparativement aux 

myotubes exprimant la dystrophine entière. La même quantité de calcium libérée 

expérimentalement lors du décageage provoque une augmentation de calcium différente entre 

les deux types de cellules musculaires squelettiques en développement.  

Ces résultats sont en accord avec ce qui a précédemment été observé lors des libérations 

calciques globales par dépol

diminution de cette libération dans les deux types cellulaires par l’ut

2.2. Fibres musculaires 

Une même étude a été effectuée dans les fibres musculaires de souris mdx et Bl10 

fraichement dissociées (Figure R-14 A et B). L’intensité du flash UV permettant la photolyse 

est plus faible que celle utilisée pour les cultures primaires afin de ne pas endommager les 

fibres musculaires matures. C’est pourquoi la zone de stimulation est agrandie (sous forme de 
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Le test statistique Anova à double entrée ne révèle pas d’interaction significative entre la 

variable type cellulaire et la variable traitement (Figure R-14). En revanche, il y a une 

dif

m : 

férence significative entre les deux types cellulaires pour les paramètres d’amplitude et 

d’aire sous la courbe (P<0.001) (Figure R-14 C et E). Dans les conditions contrôles, nous 

observons une amplitude de 71% supérieure dans les fibres mdx par rapport aux fibres Bl10, 

ainsi qu’une aire sous la courbe de 33% plus importante dans les fibres mdx. Le 2-APB utilisé 

à 50 µM pendant 30 minutes n’induit pas de variations significatives des divers paramètres, 

cependant, la tendance serait à une diminution de l’amplitude et de l’aire sous la courbe dans 

les fibres mdx.  

Dans ce système mature, il y a également un phénomène de CICR plus important dans les 

fibres déficientes en dystrophine comparativement aux fibres contrôle, cependant, ce système 

semble mieux réguler l’homéostasie calcique car la différence est moins importante que dans 

les myotubes provenant de cultures primaires, qui sont des cellules en développement et donc 

non matures.  

 

3. Libérations calciques spontanées et ou induites par décageage de calciu

discussion 

 

Les libérations calciques spontanées sont présentes dans les myotubes de lignées 

cellulaires exprimant ou non la mini-dystrophine ainsi que dans les myotubes provenant de 

cultures primaires de souris mdx ou contrôles.  

Dans ces deux types de préparation (lignées ou cultures primaires), la densité de sparks est 

plus importante dans les cellules déficientes en dystrophine. Beaucoup d’études ont montré 

l’implication des récepteurs à la ryanodine dans les libérations calciques spontanées, 

notamment les RyRs de type 1 et 3 (Conklin et al., 2000; Ward et al., 2000). Les récepteurs à 

la ryanodine de type 3 n’étant pas sous le contrôle physique des DHPRs, peuvent initier la 

rs être amplifiée par les RyRs de type 1 (Felder et al., 2002; 

Ward and Lederer, 2005). Cependant, ici nous sommes dans des myotubes qui sont des 

cel

libération calcique qui pourra alo

lules musculaires en développement et non des fibres musculaires matures, donc le DHPR 

ne peut pas encore exercer son contrôle sur les RyR1. Il a également été démontré que dans 

des cellules musculaires squelettiques en développement, les libérations calciques spontanées 

étaient localisées dans des régions où le complexe entre les tubules-T et le RS n’était pas 

encore formé (Shirokova et al., 1999; Zhou et al., 2006). Ceci appuie donc l’hypothèse d’une 



Résultats - Discussion 

 

 
 

122 122 

imp

tivité spontanée, notamment dans les cellules déficientes en dystrophine. Dès 

lor

e les cellules sans dystrophine ou exprimant la dystrophine plus importante 

dans les myotubes en développement que dans les fibres matures. Les expériences montrent 

 exprimant ou non la dystrophine est plus importante dans les cellules en 

développement comparativement aux fibres musculaires matures. 

nsibilité particulière au phénomène de CICR 

(Bo

issues de muscle sain. 

lication des récepteurs à la ryanodine dans les libérations spontanées des cellules 

musculaires en développement. Cependant, l’utilisation du 2-APB et de la cyclosporine A 

diminue la densité de sparks dans les deux types cellulaires, mais avec une plus forte 

proportion dans les cellules déficientes en dystrophine. Les récepteurs à l’IP3 semblent donc 

être également impliqués dans cette libération calcique. De plus, l’extinction de l’IP3R-1 par 

siRNA spécifique diminue plus fortement les libérations calciques spontanées dans les 

myotubes SolC1(-) comparativement aux myotubes SolD(+). On peut donc raisonnablement 

faire l’hypothèse que les récepteurs à l’IP3, et plus particulièrement ceux de type 1, 

participent à l’ac

s on peut penser que la régulation de leur expression puisse conditionner la densité de sites 

de libération, mais aussi, à l’inverse, que leur présence près du noyau cellulaire puisse 

modifier l’expression d’autres protéines. 

La libération expérimentale de calcium par la technique de calcium cagé montre une 

différence entr

aussi que la différence d’augmentation de calcium intracellulaire par phénomène de CICR 

entre les cellules

A quoi attribuer ces différences observées dans les expériences de décageage calcique? 

Pour ce qui concerne la différence entre cellules déficientes ou non en dystrophine on peut 

avancer l’idée d’un rôle des IP3Rs, de leur se

otman et al., 1995) et du niveau d’expression différent (augmenté) de ces récepteurs dans 

les cellules dépourvues de dystrophine comme nous l’avons montré précédemment. On doit 

noter que ce résultat est important : dans un contexte pathologique, la présence des IP3Rs, en 

plus grand nombre, et plus sensible au CICR pourrait entraîner une amplification des 

augmentations calciques non contrôlées. On peut ainsi imaginer, par exemple, que des entrées 

de calcium par une ou l’autre des voies présentes en surface de la cellule ou de la fibre 

puissent résulter en une augmentation, sinon massive, du moins exacerbée du calcium 

myoplasmique par CICR, avec tous les effets délétères qui s’ensuivent. De ce point de vue on 

rappellera les résultats obtenus dans l’équipe par Deval et collaborateurs (Deval et al., 2002) 

dans des cellules humaines de patient DMD, en culture, qui montraient que l’échangeur 

Na/Ca n’était pas impliqué directement dans la surcharge calcique mais par l’intermédiaire 

d’un phénomène de CICR plus important par rapport à ce qui était trouvé dans les cellules 
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La situation sur les fibres musculaires de souris apparaît différente, c’est-à-dire que la 

différence entre cellules contrôle et cellules de mdx est moins marquée. La différence est bien 

là mais de façon plus discrète. Cela peut s’expliquer par le fait que les fibres sont des 

systèmes très matures, la compartimentalisation est bien en place ainsi que les phénomènes de 

régulation de la concentration calcique cytoplasmique. Le calcium libéré dans les fibres 

musculaires adultes est principalement utilisé pour la contraction musculaire et doit être 

rapidement régulé pour permettre la relaxation musculaire. Des phénomènes de régulation de 

l’homéostasie calcique doivent donc se mettre en place lors du développement et de la 

maturation des cellules musculaires, afin de limiter la signalisation calcique pour ne pas 

induire de surcharge de calcium dans la cellule.  
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III. La survie cellulaire 
 

Les résultats obtenus jusqu’ici montrent clairement des différences dans la capacité des 

cellules à maintenir l’homéostasie calcique selon qu’elles possèdent ou non de la dystrophine. 

Quel que soit le mécanisme de transfert du calcium que l’on interroge et quel que soit la façon 

dont on l’interroge, les cellules déficientes en dystrophine présentent toujours des 

caractéristiques qui peuvent concourir à une dérégulation calcique avec des augmentations 

nettes des variations de concentration calciques que ce soit à un niveau global ou de façon 

plus localisée dans le temps ou l’espace. 

Il reste que l’on peut légitimement se demander si ces transferts calciques perturbés ont 

des conséquences fonctionnelles mesurables. C’est pour cette raison que nous avons entrepris 

d’examiner la survie de ces cellules, et en particulier la capacité des agents permettant de 

limiter la dérégulation calcique à protéger les cellules de la mort prématurée en culture. 

 

1. Effets des différents traitements sur la survie cellulaire 

 

Il a précédemment été montré au laboratoire que les myotubes déficients en dystrophine 

ont une mort cellulaire naturelle plus précoce que celle des myotubes exprimant la mini-

dystrophine (Constantin et al., 2006). La technique utilisée alors était celle du marquage à 

l’iodure de propidium (IP).  

Ce marqueur fluorescent pénètre seulement dans les cellules dont la membrane plasmique 

est endommagée et permet le marquage fluorescent des noyaux par ses propriétés 

intercalantes. Le comptage de cellules mortes se fait par observation des noyaux fluorescents 

marqués avec l’IP (Figure R-15 A, insert). La viabilité cellulaire est exprimée en pourcentage 

relatif du nombre de myotubes SolD(+) viables à 4 jours après la fusion (D4, 100% de 

cellules vivantes) (Figure R-15 A). En partant de la même quantité de cellules entre les deux 

types cellulaires (SolC1(-) et SolD(+)) à partir de l’induction de la fusion (D0), le pourcentage 

de cellules vivantes à D4 est plus important dans les SolD(+) que dans les SolC1(-) (Figure R-

15 A). La viabilité cellulaire des myotubes SolD(+) décroit doucement de D4 à D7, 

contrairement à celle des myotubes SolC1(-) qui diminue brusquement à D7.  

Afin d’effectuer des tests de survie cellulaire à plus grande échelle pour tester diverses 

molécules, nous avons adapté le test MTT à notre protocole de culture cellulaire prenant en 

considération la phase de prolifération des myotubes et la phase de différenciation (fusion) en 
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myotubes. Ces tests ont préalablement été effectués sur plusieurs cultures cellulaires de D4 à 

D7 pour les deux types cellulaires (Figure R-15 B). Comme pour l’expérimentation avec 

l’io

nts en dystrophine que dans les myotubes exprimant 

la m

l’effet 

protecteur de divers agents contre la mort cellulaire dans les lignées cellulaires. Ces mesures 

incubation des cellules 

avec les divers agents pharmacologiques se faisant de D1 à D5. Les tests de viabilité 

cel

 avec 600 nM.  

VIVIT n’engendre pas de variations de la viabilité cellulaire des myotubes SolD(+) aux 

dure de propidium, les résultats sont exprimés en pourcentage relatif du nombre de 

myotubes SolD(+) vivants à D4 (100% de survie cellulaire). En accord avec ce qui est 

observé pour le marquage à l’IP, la viabilité cellulaire des myotubes SolD(+) est supérieure à 

celle des myotubes SolC1(-). La diminution de la survie cellulaire est significative au cours du 

temps pour les deux types cellulaires (P<0,001). De plus, la diminution de la viabilité 

cellulaire diffère entre les myotubes SolC1(-) et SolD(+) (P<0,001). La mort cellulaire est 

plus importante dans les myotubes déficie

ini-dystrophine (respectivement 47% et 33% de diminution de la viabilité cellulaire).  

Les résultats de survie cellulaire obtenus au cours du temps pour les deux types cellulaires 

avec la technique de marquage à l’iodure de propidium ou la technique de MTT étant 

comparables, cette dernière technique a donc été utilisée pour étudier et quantifier 

ont été effectuées à 5 jours après la mise en différenciation (D5), l’

lulaires en présence des divers agents pharmacologiques s’effectuent à D5, ce qui 

correspond à une diminution de la viabilité cellulaire des myotubes SolC1(-) suffisant pour 

voir un potentiel effet protecteur des agents, sans avoir une mort cellulaire des myotubes 

SolD(+) trop avancée.  

Les myotubes SolD(+) ne présentent pas de variation de viabilité cellulaire lorsqu’ils sont 

incubés avec du 2-APB, quelles que soient les concentrations utilisées (Figure R-15 C). 

Cependant, une augmentation de la survie cellulaire est observée pour les myotubes SolC1(-) 

en présence de 2-APB, les effets les plus significatifs étant observés aux concentrations de 

12,5 µM et 25 µM (respectivement 22% et 36% d’augmentation de la viabilité cellulaire). 

Cette molécule a donc un effet protecteur de la mort cellulaire prématurée des myotubes 

déficients en dystrophine. Des résultats similaires sont retrouvés en présence de cyclosporine 

A. Cet agent n’influence pas la survie cellulaire des myotubes exprimant la mini-dystrophine. 

En revanche elle permet de protéger les myotubes SolC1(-) de la mort cellulaire : 35% 

d’augmentation de la viabilité cellulaire à une concentration de 300 nM et 45%

L’effet du VIVIT et de la cypermethrine a été testé sur la viabilité cellulaire des deux 

types de myotubes (SolC1(-) et SolD(+)) (Figure R-16 A et B). L’effet du VIVIT est 

significativement différent entre les deux types cellulaires (P<0.001). Effectivement, le 
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différentes concentrations utilisées. A contrario, elle augmente la survie cellulaire des 

myotubes SolC1(-), notamment pour les concentrations 1, 2 et 4 µM (respectivement 24%, 

35% et 26% d’augmentation de survie cellulaire). De la même manière que le 2-APB et la 

CsA, le VIVIT protège les myotubes déficients en dystrophine de la mort cellulaire 

prématurée. Des résultats préliminaires avec la cypermethrine montrent également une 

différence d’effet de cette molécule entre les deux types cellulaires (P<0.05). Les plus fortes 

concentrations en cypermethrine (169 et 337 nM) provoquent une légère diminution de la 

viabilité cellulaire des myotubes exprimant la mini-dystrophine (effet cytotoxique). Ces 

mêmes concentrations protègent les myotubes déficients en dystrophine de la mort cellulaire.  

Afin de voir l’effet de l’extinction du récepteur à l’IP3 de type 1 sur la survie cellulaire, 

les

érent (P<0.001) entre les myotubes SolC1(-) et SolD(+). En effet, 

l’ex

 tests MTT ont également été effectués avec le siRNA spécifique de l’IP3R-1 (Figure R-16 

C). Les conditions contrôles ne sont pas les mêmes que pour les autres expérimentations, car 

elles nécessitent la transfection d’un siRNA contrôle (Ghost) n’ayant aucune cible 

particulière. Les expérimentations sont effectuées à D3 car les SiRNA ne sont plus efficaces 

après ce laps de temps (72 heures d’efficacité dans nos cellules). La survie cellulaire est tout 

de même exprimée en pourcentage relatif du nombre de myotubes SolD(+) vivants dans les 

conditions contrôles (SiRNA contrôle) à D3 (100% de cellules vivantes). A D3 dans les 

conditions contrôles, la survie cellulaire des myotubes SolC1(-) est significativement 

inférieure à celle des myotubes SolD(+) (de 17%). L’effet des SiRNA spécifiques des IP3R-1 

est statistiquement diff

tinction des IP3R-1 n’affecte pas la viabilté cellulaire des myotubes SolD(+) alors qu’elle 

augmente significativement celle des myotubes SolC1(-) (22% d’augmentation). Le fait 

d’éteindre partiellement l’isoforme 1 des récepteurs à l’IP3 protège les myotubes déficients en 

dystrophine de la mort cellulaire.  

 

2. Survie cellulaire : discussion 

 

La technique de MTT a permis de montrer que les myotubes déficients en dystrophine 

présentent une mort cellulaire prématurée plus importante que dans les myotubes exprimant la 

mini-dystrophine, en accord avec ce qui a précédemment été démontré par le marquage à 

l’iodure de propidium (Marchand et al., 2001; Constantin et al., 2006). Les myotubes 

déficients en dystrophine ont également une signalisation calcique perturbée qui est restaurée 

avec l’expression de la mini-dystrophine (Marchand et al., 2004). Cette surcharge calcique de 
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repos peut être à l’origine de la mort prématurée des cellules déficientes en dystrophine. 

L’utilisation des différents agents pharmacologiques inhibiteurs des IP3Rs (2-APB et CsA) 

engendre une diminution des deux types de libérations calciques (globales ou spontanées) 

dans les myotubes SolC1(-). Ces mêmes molécules permettent également de protéger les 

myotubes déficients en dystrophine de la mort cellulaire. De plus, lorsque la voie 

calcineurine/NFAT est elle aussi inhibée (CsA, VIVIT et cypermethrine), la mort cellulaire 

naturelle des myotubes est diminuée, de façon concomitante à la diminution des libérations 

calciques globales. L’extinction partielle des IP3R-1 par siRNA permet aussi de protéger les 

myotubes déficients en dystrophine de la mort cellulaire, conjointement à la réduction des 

libé

e surcharge calcique des mitochondries pouvant engendrer 

la mort cellulaire de ces mêmes cellules. De plus, cette surcharge calcique cytoplasmique 

 dépendantes, dont les calpaïnes, provoquant la mort 

cellulaire des cellules musculaires déficientes en dystrophine (Turner et al., 1988; Spencer et 

al.,

rations calciques (globales ou au repos). L’inhibition partielle et à court terme des 

libérations calciques provenant du RS permettent d’augmenter la survie cellulaire des 

myotubes SolC1(-). De plus, il est intéressant de noter que la régulation de l’expression des 

récepteurs à l’IP3 et particulièrement de l’isoforme 1 permet de retrouver dans les myotubes 

SolC1(-) une libération calcique similaire à celle des myotubes SolD(+), et de les protéger de 

la mort cellulaire naturelle. 

Le calcium est connu pour être un second messager important dans la cellule musculaire, 

permettant entre autre la contraction musculaire, mais il peut aussi être nocif si sa 

concentration reste élevée trop longtemps. Plusieurs mécanismes peuvent alors déclencher la 

mort cellulaire par apoptose ou nécrose. Effectivement, la surcharge calcique mitochondriale 

peut provoquer la libération du cytochrome c contenu dans la membrane de la mitochondrie, 

initiant l’apoptose de la cellule (Green et al., 1998; McCormack et al., 1990). Vandebrouck et 

collaborateurs ont montré en 2006 (Vandebrouck et al., 2006) une recapture du calcium par 

les mitochondries plus importante dans les myotubes SolC1(-) que dans les myotubes 

SolD(+), ce qui laisse suggérer un

permet l’activation de protéases calcium

 1995; Alderton et al., 2000), par activation de canaux calciques du sarcolemme et/ou par 

dégradation de protéines de la cellule musculaire. Il a de même été démontré que le stress 

mitochondrial en lien avec la signalisation calcique et l’activation de la voie NFκB pouvait 

jouer un rôle dans la mort cellulaire des lignées myogéniques C2C12 (Biswas et al., 2003). 

Cette voie serait impliquée dans le processus de dégénérescence des fibres musculaires des 

souris mdx car son inhibition limite ce phénomène (Hunter et al., 2002; Cai et al., 2004; 
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Mourkioti et al., 2006) et augmente la force musculaire parallèlement à la diminution de la 

fatigue musculaire (Messina et al., 2006). 

L’implication du calcium dans la mort cellulaire prématurée des cellules déficientes en 

dystrophine semble être évidente, les différents canaux calciques du sarcolemme et du 

réticulum sarcoplasmique pouvant être impliqués. Cependant, de nouvelles données 

expérimentales permettent de mettre en avant une possible intervention de l’IP3R-1 à 

l’initiation de la mort cellulaire des lymphocytes B immatures (Nakayama et al., 2004). La 

caspase 3 en clivant la protéine de l’IP3R-1 insérée dans la membrane du RS le scinde de son 

domaine régulateur, le maintenant dans une conformation active où il va continuellement 

libérer du calcium du RS vers le cytoplasme, accélérant le processus de mort cellulaire 

(Assefa et al., 2004). De plus, le stress calcique va provoquer la libération du cytochrome c 

par la mitochondrie, celui-ci pouvant alors se fixer aux IP3Rs, le maintenant en conformation 

ouverte, amplifiant la libération calcique de ces canaux (Boehning et al., 2003). Tous ces 

processus pourraient être présents dans les cellules musculaires squelettiques déficientes en 

dystrophine présentant une surcharge calcique, car in vitro lorsque l’expression de l’IP3R-1 

est diminuée, les cellules sont protégées de la mort cellulaire.  
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L’absence de la dystrophine dans la dystrophie musculaire de Duchenne conduit à la 

nécrose des fibres musculaires. Le lien entre l’absence de la dystrophine et la mort cellulaire 

n’est toujours pas bien établi à l’heure actuelle. Une des hypothèses pouvant expliquer la mort 

prématurée des cellules déficientes en dystrophine est celle de la dérégulation calcique. 

 

Suractivation de la voie IP3 et lien avec la mort cellulaire 

Les précédents travaux du laboratoire ont mis en évidence une suractivation des 

libérations calciques globales et spontanées dépendantes des IP3Rs dans les cellules 

déficientes en dystrophine (Balghi et al., 2006a; Balghi et al., 2006b). Le travail présenté ici a 

permis de confirmer la présence de cette suractivation de la voie de l’IP3 et de déterminer l’un 

des mécanismes impliqués dans cette suractivation de la voie de l’IP3. En effet, quel que soit 

le temps d’incubation de la cyclosporine A, cet agent diminue les deux types de libérations 

calciques (globales et spontanées) principalement dans les myotubes déficients en 

ystrophine. Ces résultats mettent en évidence un double effet de la cyclosporine A sur les 

bérations calciques : un effet à court terme et un effet à long terme (Figure CP-1). L’effet à 

ourt terme de la CsA (Figure CP-1 [1]) peut être du à son action directe sur les IP3Rs. Une 

is liée à son récepteur cytoplasmique (la cyclophiline), la CsA peut directement inhiber les 

3Rs (Misra et al., 1998), diminuant ainsi leur libérations calciques. L’effet à long terme 

igure CP-1 [2]) peut lui être expliqué par le fait que le complexe CsA/cyclophiline inhibe 

galement la calcineurine qui pourrait être impliquée dans la transcription du récepteur à l’IP3 

e type 1 (Genazzani et al., 1999). De plus, l’incubation à long terme des deux types 

ellulaires en présence de CsA met en évidence une diminution de la transcription et de 

expression protéique de l’IP3R-1 dans les cellules déficientes en dystrophine. Il en est de 

même lors de l’utilisation de la cypermethrine (autre inhibiteur de la calcineurine) et du 

VIVIT (inhibiteur du facteur de transcription NFAT). Ces résultats montrent une implication 

de la voie calcineurine/NFAT dans la régulation de l’expression des récepteurs à l’IP3 et plus 

particulièrement de l’isoforme 1 de ces récepteurs. Ces récepteurs étant plus fortement 

exprimés dans les cellules déficientes en dystrophine à l’état basal, l’inhibition de la voie 

calcineurine/NFAT réduit le niveau d’expression de l’IP3R-1 dans ces cellules à un niveau 

proche de celui présent dans les cellules exprimant la mini-dystrophine. Parallèlement à la 
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diminution des libérations calciques (globales et spontanées), la modulation (inhibition) de la 

voie de l’IP3 réduit la mortalité prématurée des cellules déficientes en dystrophine.  

e travail a donc permis de montrer une surexpression des IP3R-1 dans les cellules 

déf

 serait maintenant intéressant de savoir si la surexpression des IP3R-1 dans les cellules 

déf n de la calcineurine due à la 

sur

C

icientes en dystrophine et l’implication de la voie calcineurine/NFAT dans la régulation de 

l’expression des IP3R-1. Ce travail a également permis de mettre en lumière l’impact de la 

régulation de l’expression des IP3R-1 par la voie calcineurine/NFAT sur les libérations 

calciques et la mort des cellules déficientes en dystrophine.  

Il

icientes en dystrophine est consécutive à une suractivatio

charge calcique dans les cellules déficientes en dystrophine.  

Il serait intéressant, quoiqu'il en soit, d’explorer les perspectives pharmaco-thérapeutiques 

de la modulation de la voie calcineurine/NFAT dans le mécanisme d’inhibition de la voie IP3. 

De même, puisque la cysclosporine A est utilisée en thérapie pour limiter la réponse 

inflammatoire dans la dystrophie musculaire de Duchenne, il serait donc intéressant de tester 

l’utilisation de cette molécule en prévention de la mort des cellules musculaires et de 

l’inflammation grâce à son action inhibitrice de la voie IP3.  

 

Libération calcique dans les myotubes provenant de cultures primaires de souris mdx et 

Bl10 

Ce travail nous a permis de mettre en évidence la présence d’une libération calcique 

globale dépendante des IP3Rs dans les myotubes provenant de cultures primaires de souris 

mdx et Bl10, ainsi qu’une suractivation de la voie de l’IP3 dans les myotubes déficients en 

dystrophine comparativement aux myotubes exprimant la mini-dystrophine.  

Les phénomènes visualisés dans nos lignées cellulaires sont également présents dans les 

cultures primaires provenant de muscles squelettiques de souris mdx. Ces observations sont-

elles généralisables à d’autres modèles comme le chien et sont-elles également présentes chez 

les patients DMD ? Les expériences sur ces tissus restent à développer. 

 

Phénomène de CICR dans les myotubes en développement et les fibres musculaires 

squelettiques matures de ces souris 

Les expériences de décageage de calcium mettent en avant la présence d’un phénomène de 

CICR dans les myotubes et dans les fibres matures provenant des souris mdx et Bl10. Ces 

expérimentations montrent un phénomène de CICR plus important dans les cellules 
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déficientes en dystrophine. Ce résultat est important puisqu'il avait déjà été mis en évidence, 

par d'autres techniques, sur des myotubes provenant de malades DMD (Deval et al., 2002), 

con

que dans les fibres matures par 

rap

laires rescapées sont les plus 

rés

toplasmique de la parvalbumine 

(Sano et al., 1990). Nous touchons là la limite de l'expérimentation sur l'animal qui appelle 

for

e s’affranchir des problèmes inhérents au modèle de la souris mdx. 

firmant, s'il était besoin, que la dérégulation calcique observée dans les cellules déficientes 

en dystrophine réside au moins en partie dans les mécanismes de libération de calcium à partir 

du RS. En l'état actuel des travaux (mais la quantité des données reste insuffisante pour 

conclure) cette différence apparaît moins marquée au stade de fibre musculaire mature ce qui  

suggère une régulation plus robuste de l’homéostasie calci

port aux cellules musculaires en développement. Néanmoins il faut se souvenir que les 

cellules musculaires déficientes en dystrophine présentent un fort taux de mortalité cellulaire 

lors du développement, ce qui laisse penser que les fibres muscu

istantes à la surcharge calcique et que ce sont celles que nous interrogeons lors de l'étude 

des fibres matures ce qui fausse en partie les expériences. Il faut également prendre en compte 

le fait qu'il a été précédemment démontré que les souris mdx compensent la perte de la 

dystrophine par une surexpression d’utrophine, protéine analogue à la dystrophine (De La et 

al., 1999). Nous savons également que le système de tampon calcique des fibres matures de 

souris mdx est très efficace, notamment par la présence cy

tement à développer une étude similaire sur des cultures primaires et des tissus humains 

afin d

 

Perspectives générales 

La mortalité des cellules musculaires déficientes en dystrophine est donc, au moins en 

partie, une conséquence de la dérégulation calcique due à la suractivation de la voie de l’IP3 

et, 

t al., 2007), pouvant 

également conduire à la dérégulation calcique. Cela n'exclue pas non plus les possibles 

pro

reux arguments en faveur d'un rôle majeur des libérations 

cal

au final, des libérations calcique à partir du RS. Cela n'exclue pas que d'autres voies 

calciques interviennent, notamment à partir de l'extérieur de la cellule. On citera par exemple 

l'entrée capacitative de calcium plus importante dans les cellules déficientes en dystrophine 

mise en évidence par Vandebrouck et collaborateurs (Vandebrouck e

blèmes au niveau de la pompe calcique (Divet et al., 2005). Il reste que l'ensemble du 

travail rapporté ici apporte de nomb

ciques médiées par le récepteur à l'IP3 dont le fonctionnement apparaît gravement exacerbé 

dans les cellule déficientes en dystrophine. De plus ce n'est pas seulement une simple 
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altération des propriétés de ce récepteur qui semble en cause mais l'ensemble de la voie des 

IP3, y compris au niveau de l'expression génique. 

Par ailleurs il est intéressant de noter que la voie calcineurine/NFAT, étudiée ici, semble 

également être impliquée dans la transcription de TRPC (Morales et al., 2007) pouvant ainsi 

induire une suractivation des entrées calciques dépendantes de ces canaux membranaires. Des 

travaux récents ont montré que les libérations calciques médiées par les IP3Rs lors de 

dépolarisations membranaires participaient à l’activation et à la translocation du facteur NFκB 

dans le noyau des cellules musculaires squelettiques en développement (Valdes et al., 2007) 

(Figure CP-2). Ce facteur de transcription peut contribuer à la perturbation des dommages des 

cellules déficientes en dystrophine et son inhibition a des effets bénéfiques sur les cellules 

musculaires des souris mdx (Messina et al., 2006). Les travaux de Valdés et collaborateurs 

(Valdes et al., 2008) montrent une interaction entre les voies NFAT et NFκB par les 

libérations calciques provenant des différents canaux calciques des cellules musculaires en 

développement dans les conditions physiologiques normales. La question se pose alors de 

savoir ce qu'il en est de l’activation de la voie NFκB dans les cellules musculaires déficientes 

en dystrophine (Figure CP-2).  

D'un autre côté il a été montré dans les lymphocytes B immatures, que la caspase 3 

pourrait cliver la partie régulatrice de l’IP3R-1, le rendant constitutivement actif et libérant 

continuellement du calcium dans le cytoplasme (Nakayama et al., 2004) (Figure CP-2). De 

plus, il a également été démmontré que le cytochrome c libéré par la mitochondrie pouvait 

éga e 3, entraiant la mort cellulaire. Le cytochrome c peut lui aussi 

act

cellulaire des cellules musculaires déficientes en dystrophine. On sait de ce point de vue que 

lement activer la caspas

iver les IP3Rs, permettant ainsi une libération plus importante de calcioum dans le 

cytoplamse (Figure CP-2). Il serait donc intéressant de mesurer l’activité de la caspase 3 dans 

les cellules déficientes en dystrophine et dans les cellules contrôles, ainsi que d’identifier la 

présence ou non de la forme clivée de l’IP3R-1. 

D’une manière générale, ce travail a permis d'apporter des arguments forts en faveur de 

l'identification de l'une des causes de la dérégulation calcique des cellules déficientes en 

dystrophine, aboutissant à la mort cellulaire. Il a également permis de montrer l’implication 

de la libération calcique dépendante des IP3Rs dans le couplage excitation-transcription des 

cellules musculaires squelettiques en développement.  

Une approche thérapeutique par des inhibiteurs de la voie IP3, y compris au niveau de 

l'expression génique pourrait s’avérer intéressante en permettant de diminuer la mortalité 
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des patients sont traités à la cyclosporine (Sharma et al., 1994) : qu'en est-il alors de l'IP3, de 

ses récepteurs et de ses voies de régulation dans les fibres de ces patients? Il y a là  

cer

 

 

tainement des perspectives d'études intéressantes. 

On soulignera pour conclure que si la phrase qu'il est habituel d'écrire en introduction "le 

lien entre l’absence de la dystrophine et la surcharge calcique reste encore inconnu et 

complexe" reste vraie, nous pensons avoir contribué à la rendre un peu moins vraie en étayant 

l'hypothèse de la perturbation des systèmes de libération calcique en absence de dystrophine.  

Enfin, même si l'expérimentation sur des lignées cellulaires et des cultures faites à partir 

de muscle de souris est précieuse, le présent travail le démontre, on doit aussi reconnaître que 

des travaux réalisés à partir de préparations musculaires humaines seraient, sans doute moins 

aisées mais très intéressantes. 
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Annexes 
 

Annexe 1 : Composition des milieux utilisés dans la culture des lignées cellulaires 
 

 

 
Milieu de 

décongélation 

Milieu de 

congélation 

Milieu de 

prolifération 

Milieu de 

fusion 

D
96% 

MEM 
38% 68% 44% 

(Lonza) 

H

(Lonz
 - 

amF12 

a) 
38% - 44%

S

(B

érum de veau fœtal 

iowest) 
20% 20% 10% - 

Sérum de cheval 

Gibco) 
- - - 2% 

(

L-glutamine 

ambrex) 
1% 1% 1% 1% 

(C

P

Strept

µg/ml) (Cambrex) 

énicilline (60 µg/ml) 

omycine (50 1% 1% 1% 1% 

Insuline (Sigma) - - - 10 µg/ml 

Ultroser G 

(Biosepra) 
2% - - - 

DMSO (Sigma) - 10% - - 

 

 

L’ultroser G est un analogue synthétique du sérum de veau fœtal (SVF), 1% d’ultroser G 

orrespond à 10% de SVF. 

 

 

 

 

c
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Annexe 2 : Co
musculaires squelettiques de souris 

mposition des milieux utilisés dans la culture primaire des cellules 

 

 

 
Milieu de 

dissociation 

Milieu de 

prolifération 
Milieu de fusion 

DMEM 

(Lonza) 
33% 93% - 

HamF12 
% 33% - 

(Lonza) 
98

Sérum de veau 

fœtal (Biowest) 
- 20% - 

Sérum de cheval 

(Gibco) 
- 10% 5% 

L-glutamine 

(Cambrex) 
- 1% 1% 

Pénicilline (6

µg/ml) 

0 

 

1% 1% 1% 
Streptomycine (50 

µg/ml) (Cambrex)

Hépès (Sigma) 2 mM - - 

Ultroser G 

(Biosepra) 
- 2% - 

Pro gma) g/ml - - téase IX (Si 2 m

Collagénase I 

(Sigma) 
1,5 mg/ml - - 

 

 

L’ultroser G est un analogue synthétique du sérum de veau fœtal (SVF), 1% d’ultroser G 

orrespond à 10% de SVF. c

 

 

 



Annexes 

 

 
 

167 

Annexe 3 : Composition des milieux utilisés dans la culture des fibres musculaires
squelettiques de souris 

 

ilieu de préparation des fibres : Krebs

 

M  

 

 Krebs (pH 7,3) 

Na 124 mM Cl 

K 5,9 mM Cl 

Mg 1,2 mM Cl  2

CaCl2 1,5 mM 

H M EPES Na 11,5 m

Glucose 11,5 mM 

 

 

Milieu de culture des fibres 

 

 Milieu de culture

DMEM (Lonza) 48,5% 

HamF12 (Lonza) 48,5% 

Sérum de veau fœtal 

(Biowest) 
2% 

Pén g/ml) 

 

µg/ml) (Cambrex) 

icilline (60 µ

Streptomycine (50 1% 
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Annexe 4 : Composition des milieux utilisés lors des enregistrements calciques 
 

 

 E01 
E01 

47 mM KCl 

NaCl 130 m M M 88,4 m

KCl 5,4 mM 47 mM 

CaCl2 2,5 mM 2,5 mM 

MgCl2 0,8 mM 0,8 mM 

HEPES 10 mM 10 mM 

Glucose 5,6 mM 5,6 mM 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

pH ajusté à 7,4 pour les 2 solutions 
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Annexe 5 : Composition des milieux utilisés pour la technique de western-blot 
 

 

Milieux de préparation des échantillons protéiques 

 

 
TBS  

(lyse cellulaire) 

Tris base  20 mM

NaCl 154 mM 

 MgCl2 2 mM 

EGTA 2 mM 

p

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H=7,4 

 

 

 

 

 

 

 

 

H=6,8 

H=7,5 

 

p

 

p

 RIPA 

Tris HCl 50 mM 

NaCl 150 mM 

EDTA 5 mM 

NP 40 0,05% (v/v) 

DOC 1% (p/v) 

Triton X-100 1% (v/v) 

SDS 10% 0,1% (v/v) 

 
Tampon de chage 2X

(Laëmmli) 

Tris HCl 50 mM 

SDS 10% 23% (v/v) 

Glycérol 14% (v/v) 

Bleu de bromophénol 0,1% (p/v) 

β mercaptoéthanol 5% (v/v) 
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 Running buffer 10X 

Glycine 1,92 M 

Tris base 0,25 M 

8,2<pH<8,5 

 

 Tampon de migration

R  buffe 10% (v/v) unning r 10X 

SDS 10% 1% (v/v) 

 

 

 Tampon de transfert

Runni g buffer 1 10% (v/v) n 0X 

Méthanol 10% (v/v) 

SDS 10% 0,1% (v/v) 

 

 

 TBS (rinçages membranes)

Tris base 20 mM 

NaCl 150 mM 

pH=7,6  
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Annexe 6 : Composition des milieux utilisés pour l’immunomarquage 

 

 

 TBS 

Tris base 20 mM 

NaCl 150 mM 

pH=7,6 

 

 

 PFA 3% 

NaH2PO4 30 mM 

NaCl 270 mM 

PAF 3% (p/v) 

pH=7,5 
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Annexe 7 : Articles publiés 
 

 

Article 1 : « ve modulation of inositol 1,4,5-trisphosphate type 1 receptor expression 

s eficient muscle cells death. » 

L. n,

Negati

prevents dy trophin-d

 Mondi  H. Balghi, B. Constantin, C. Cognard and S. Sebille. 

e travail a été publié en août 2009 et fait partie intégrante de mon projet de thèse, reprenant 

 majeur partie des résultats sur la cyclopsporine A dans les lignées cellulaires. 

 

Article 2 

 

C

la

 

: strophin expression down-regulates overactivation of G protein-

me dystrophin-deficient muscle cells. » 

H. Balghi, S. Sebille, B. Constantin, S. Patri, V. Thoreau, L. Mondin

« Mini-dy

diated IP3 signaling pathway in 

, E. Mok, A. Kitzis, G. Raymond 

gnard 

ans ce travail, j’ai effectué les expérimentations d’immunomarquage. 

rticle 3 

and C. Co

 

D

 

 

A : « Mini-dystrophin expression down-regulates IP3-mediated calcium release events 

 resting dystrophin-deficient muscle cells. » 

. Balghi, S. Sebille, L. Mondin

in

H , A. Cantereau, B. Constantin, G. Raymond and C. Cognard 

ans ce travail, j’ai effectué les immunomarquages et j’ai également participé à la rédaction 

u manuscrit. 

 

D

d
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Annexe 8 : Résumés de la thèse 

Homéostasie calcique et survie des cellules musculaires squelettiques déficientes en 

e pathologie musculaire sévère 
aractérisée par l’absence d’une protéine : la dystrophine, protéine sous-membranaire 

s reste encore 
al établi. De nombreuses études ont mis en évidence une dérégulation calcique des cellules 
usculaires squelettiques déficientes en dystrophine, ainsi qu’une implication des stocks 

périeure dans les cellules sans dystrophine comparativement aux cellules 
ini-dystrophine. De même, au repos, les libérations calciques localisées 

pontanées sont plus abondantes dans les cellules déficientes en dystrophine. Ces résultats ont 
maire de souris mdx 

odèle animal de la DMD), comparativement aux souris Bl10 (souris contrôles). Afin 
ier la régulation de la libération de calcium, des expérimentations de libération calcique 

rtificielle par la méthode de photolyse de calcium encagé ont été menées à différents stades 

ourt et à long terme du calcium provenant des 
nce une 

cellulaire naturelle des cellules déficientes en dystrophine par la modulation de 
 voie IP3.  
es résultats suggèrent l’implication des IP3Rs dans la dérégulation calcique des cellules 
éficientes en dystrophine entraînant la mort prématurée de ces cellules. Il serait maintenant 
téressant de comprendre comment la dystrophine intervient dans la modulation de cette voie 

e libération du calcium.  

: muscle squelettique, dystrophine, souris mdx, calcium, récepteur IP3, 
alcineurine, cyclosporine A, NFAT, survie cellulaire. 

 

dystrophine :effets de la modulation de l'activité et de l'expression des Récepteurs à 
l'Inositol Trisphosphate. 

 
La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) est un
c
permettant de faire le lien entre la matrice extracellulaire et le cystosquelette. La déficience en 
dystrophine entraine une dégénérescence musculaire progressive conduisant à la mort du 
patient. Le lien entre l’absence de dystrophine et la mort des cellules musculaire
m
m
intracellulaires de calcium contenu dans le réticulum sarcoplasmique. De plus, le calcium 
libéré par les récepteurs à l’IP3 (IP3Rs) semblent être impliqué dans cette dérégulation 
calcique. 
Dans cette étude, nous avons confirmé la présence d’une libération calcique globale, après 
stimulation, su

ant la mexprim
s
également été observés dans les myotubes provenant de culture pri
(m
d’étud
a
de maturation des cellules musculaires provenant des souris mdx et contrôles.  
Nous avons également étudié la régulation à c
IP3Rs à l’aide de la cyclosporine A. Cette étude nous a permis de mettre en évide

ossible implication de la voie calcineurine/NFAT. De plus, la régulation pharmacologique de p
cette voie a révélé une modulation des libérations calciques globales et spontanées, ainsi 
qu’une diminution de l’expression de l’IP3R1. A ces deux effets, s’ajoute une protection 
contre la mort 
la
C
d
in
d
 
Mots clés 
c
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Calcium homeostasis and cell viability in dystrophin-deficient skeletal muscle cells: 

inositol trisphosphate receptors activity and expression modulatory effects. 

 

paratively to Bl10 mouse (control mouse). Moreover, the short term and long term 

Abstract: 

 

In Duchenne muscular dystrophy, the lack of dystrophin leads to muscle degeneration and 

progressive weakness. The link between the lack of dystrophin and the cell death is not well 

established. However, calcium mishandling was observed in dystrophin-deficient muscle 

cells, involving sarcoplasmic reticulum (SR) calcium stores depending on IP3Rs.  

Global calcium releases after depolarization and spontaneous calcium events at rest were 

greater in dystrophin-deficient cells than in mini-dystrophin transfected cells. Theses results 

were confirmed in primary cultures of myotubes from mdx mouse (animal model of the 

DMD) com

IP3 pathway regulation was investigated. This study showed a possible involvement of the 

calcineurin/NFAT pathway in the IP3R-1 expression. Furthermore, pharmacological 

regulation of this pathway revealed calcium releases modulation, decrease of IP3R-1 

expression and protecting effect against dystrophin-deficient natural cell death.  

These data suggest the involvement of the IP3Rs calcium mishandling leading to the death of 

dystrophin-deficient muscle cells. Now, it will be interesting to examine in a deeper way the 

role of the dystrophin in the modulation of this calcium release pathway. 

 

 

 

 

 

Keywords : skeletal muscle, dystrophine, mdx mouse, calcium, IP3 receptor, calcineurine, 
cyclosporine A, NFAT, cell viability. 
 



Figure H-2 : Les différentes étapes de la myogenèse

(A). Les cellules musculaires progénitrices proviennent de la partie dorsale des somites, le dermomyotome, qui se
divise en derme et en muscle ventral et dorsal. Les muscles des membres proviennent des myotomes qui se
différencient en cellules migratrices (migrating hypaxial cells). Ces cellules se déplacent vers les régions cibles afin
de générer la myogenèse. Source : Parker et al., 2003.

(B). Les cellules progénitrices localisées au niveau des régions cibles vont fusionner entre elles pour donner naissance
à des myotubes primaires à noyaux centraux. Après la naissance, la phase de maturation a lieu, permettant la mise en
place de fibres musculaires matures à noyaux périphériques. Source : Tortora et Grabowski, 2001.
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Figure H-3 : Organisation générale du muscle squelettique

(A). Le muscle est relié au squelette par des tendons. Il est formé de plusieurs faisceaux musculaires entourés d’un
système de tissus conjonctifs. Chaque faisceau est lui-même composé de plusieurs fibres musculaires.

(B). Détails d’un faisceau musculaire. Les fibres musculaires contiennent les myofibrilles (sous-unités des fibres
musculaires), composées des myofilaments, éléments contractiles de la fibre musculaire.
Source : Tortora et Grabowski, 2001.



Figure H-6 : Les protéines contractiles

(A). Arrangement des myofilaments au sein du sarcomère. Le sarcomère est délimité par les disques Z, point d’ancrage
des filaments fins d’actine. L’ancrage des filaments épais de myosine se fait au niveau de la ligne M de la bande A.
Source : Tortora et Grabowski, 2001.

(B). Structure des filaments épais de myosine. Les chaines lourdes de myosine s’enlacent en hélice α pour former la
queue de myosine. Les chaines légères de myosine se lient aux extrémités N-terminales des chaines lourdes pour former
les têtes globulaires. Source : site internet www.iav.ac.ma

(C). Structure des filaments fins d’actine et de leur complexe troponine/tropomyosine. Source : site internet
www.unm.edu
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Figure H-7 : Schéma général du couplage excitation-contraction et de la relaxation musculaire.

Source : modifié d’après Tortora et Grabowski, 2001.
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Tableau T-1: Sous-unités, pharmacologie et distribution des canaux calciques sensibles au voltage

Source : d’après Lacinova, 2005 ; Swayne et Bourinet, 2008.
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Figure H-9 : Structure des récepteurs aux dihydropyridines (DHPRs)

(A). Arrangement des sous-unités α1, α2, β, δ et γ. La sous-unité β est la seule à être cytosolique et les sous-unités α2
et δ sont liées par un pont disulfure (S-S) permettant la stabilisation du complexe à la membrane. Source : Lacinova,
2005.

(B). Structure de la sous-unité α1 des DHPRs. Elle est formée de 4 domaines transmembranaires (I à IV) eux-mêmes
composés de 6 segments transmembranaires (S1 à S6). Source : modifié d’après le site www.rbej.com.

(C). Interaction entre la sous-unité α1 du DHPR et le RyR localisé à la membrane du RS. Cette interaction se fait par
lien physique dans le muscle squelettique par la boucle II-III de la sous-unité α1 du DHPR. Source: Cui et al., 2008.
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Figure H-11 : Mécanismes d’activation des SOCs.
Source : Guibert et al., 2008.

(A). Couplage chimique par messager diffusible.

(B). Couplage conformationnel par lien direct.

(C). Fusion vésiculaire.
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Figure H-13 : Structures et localisation des RyRs

(A). Représentation en dimensions des 3 isoformes des RyRs chez les mammifères. Source: Fleischer, 2008.

(B). Localisation des RyRs au niveau des citernes terminales du RS (SR) dans les cellules musculaires
squelettiques. On visualise également la calséquestrine (Cals.), protéine du RS liant le calcium. Source: Protasi,
2002.

(C). Schématisation de la localisation RyRs au niveau de la triade des cellules musculaires squelettiques. Source:
Fleischer, 2008.
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Figure H-17 : Schéma de la voie à l’IP3 activant son récepteur (IP3R) localisé au niveau de la membrane du RS.

Source: Alberts et al., 2002



Figure H-18 : Structure des IP3Rs.

(A). Représentation en 3 dimensions des IP3Rs en homotétramères. Source: Patterson et al., 2004.

(B). Structure primaire des IP3Rs. La région du pore du canal est localisée au C-terminal, celle de liaison aux IP3 se
trouve à l’extrémité N-terminale, proche des sites de fixation de la calmoduline. La région régulatrice se situe au
niveau central. Source: : Patterson et al., 2004.

(C). Détails de la région régulatrice des IP3Rs, contenant les sites de fixation du FKBP12, de la calmoduline, de
l’ATP et de la caspase 3. Source : Patterson et al., 2004.

(D). Représentation schématique de la structure en 2 dimensions des IP3Rs, avec la région du pore du canal formée
de 6 segments transmembranaires. Source: www.pharma.uhp-nancy.fr/formation/ cours/msdm/Proteines%20G.pdf
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Figure H-19 : Localisation des IP3Rs dans les cellules musculaires squelettiques en développement et
implication de ces canaux dans les libérations calciques globales.

(A). Localisation des IP3RS dans les cellules musculaires squelettiques en développement, au niveau des striations
et du noyau. Source: Powell et al., 2001.

(B). Implication des IP3Rs dans la libération calcique globale des cellules musculaires squelettiques, après
dépolarisation membranaire par une solution potassique, mise en évidence par la sonde calcique fluo-3. La 1ère

phase rapide de libération calcique est due aux RyRs et la 2ème phase plus lente de libération calcique est due aux
IP3Rs car cette libération est inhibée par des bloqueurs de la voie à l’IP3 (2-APB et U-73122). Source: Powell et
al., 2001.
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Figure H-20 : Structure de la pompe calcique ATPase de la membrane du RS (SERCA).

Les 10 segments transmembranaires (gris) participent à la formation du pore calcique. Les domaines rouges sont
ceux impliqués dans la liaison de l’ATP ainsi que l’activité ATPase de la pompe. Les domaines bleus comportent
les sites de phosphorylation de la protéine et les jaunes sont ceux qui permettent la connexion avec la région
transmembranaire du domaine. Source: Gadsby, 2007.

Cytoplasme
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Figure H-21 : Structure en 2 dimensions de la pompe calcique ATPase du sarcolemme (PCMA).

Comme la SERCA, cette pompe calcique ATPase comporte elle aussi 10 segments transmembranaires, et des
boucles cytoplasmiques possédant l’activité catalytique ATPasique ainsi que des domaines de régulation
(notamment par la calmoduline, CaM).
Source : Di Leva et al., 2008.
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Figure H-22 : Couplage excitation-contraction du muscle squelettique.

(A). Représentation en 3 dimensions du couplage excitation-contraction au niveau de la triade. Les DHPRs sont
regroupé en tétrades couplées aux RyRs de type I. La calséquestrine permet de concentrer le calcium à proximité
des canaux calciques du RS jonctionnel. Source: d’après Protasi, 2002.

(B). Schématisation des tétrades de DHPRs couplées aux RyRs de type I dans le muscle squelettique. Source:
d’après Protasi, 2002.

(C). Les trois hypothèses du couplage excitation-contraction dans le muscle squelettique. 1: couplage par CICR. 2:
couplage médié par un 2nd messager (l’IP3). 3: couplage médié par un lien mécanique direct. Source : Melzer et al.,
1995.
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Figure H-23 : Structure mode de fonctionnement de la calcineurine.

(A). Structure de la calcineurine A et B. Source: d’après Wu et al., 2007.

(B). Mode d’action de la calcineurine. La calcineurine A seule est inactive mais instable. La calcineurine B fixe le
calcium et se lie à la calcineurine A, la stabilisant dans sa forme inactive. La fixation de la calmoduline sur le
dimère de calcineurine exhibe le site catalytique de la calcineurine, qui devient alors active. Les
immunosuppresseurs tels que la cyclosporine A (CsA) ou le FK506 se lient à leurs récepteurs cytoplasmiques (les
immunophilines) et ces complexes ainsi formés inhibent l’activité phosphatase de la calcineurine.
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Figure H-24 : Mode d’activation du NFAT.

A l’état de repos, la calcineurine A et la calcineurine B (CnA et CnB) sont inactivées. Lors d’une stimulation, le
calcium libéré va se fixer à la calmodulilne (CaM) qui va se lier à la calcineurine et l’activer. La calcineurine active
peut alors déphosphoryler le NFAT, lui permettant de migrer dans le noyau de la cellule et d’activer la transcription
de gènes cibles.



Figure H-25 : Une des voies d’activation du NFκB.

L’activation du NFκB se fait par la levée de l’inhibition de la protéine IκB via le complexe IKK. IκB est alors
dirigée vers la dégradation, alors que NFκB activé peut migrer dans le noyau et activer la transcription de gènes.
L’activation de NFκB peut également se faire par le complexe calcineurine/calmoduline.
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Figure H-26 : Schéma récapitulatif de l’activation par le calcium des voies NFAT et NFκB dans les cellules
musculaires en développement.
Source: d’après Valdés et al., 2008.

Lors de la dépolarisation membranaire, il y a activation des DHPRs et des RyRs, provoqunat une libération massive
de calcium dans le cytoplasme. Ce calcium peut également provenir de canaux situés au niveau du sarcolemme
mais aussi des IP3Rs du RS. L’activation et la translocation du NFAT dans le noyau est engendrer par le calcium
provenant du milieu extracellulaire et des RyRs. En revanche, le calcium nécessaire à l’activation et la translocation
de NFκB provient des RyRs et des IP3Rs. Le calcium libéré par les IP3Rs peut activer d’autres voies de
signalisation comme la voie ERK. .



Figure H-27 : Implication des IP3R-1 dans la mort cellulaire.

La libération massive de calcium par les IP3Rs peut provoquer une surcharge calcique et donc la libération du
cytochrome c dans le cytoplasme par les mitochondries. Ceci contribue à l’activation de la caspase-3, clivant les
IP3Rs, maintenant le canal dans une conformation d’ouverture permanente. De plus, le cytochrome c peut aussi se
fixer aux IP3Rs, engendrant l’activation de ceux-ci et donc la libération de calcium. Ces phénomènes contribuent à
l’accélération du processus de mort cellulaire.
Source: Hanson et al., 2004.



Figure H-28 : Exemple de « sparks » dans les myocytes ventriculaires de rat.

(A). Visualisation en 2 dimensions (x,t: x pour la distance et t pour le temps) d’un spark spontané dans un myocyte
de rat à l’état de repos.

(B). Représentation en 3 dimensions de l’évènement visualisé en (A).

Source : Wang et al., 2001.

Figure H-29 : Exemple de « sparks » et de « blinks » (ou skraps).

(A). Visualisation en 2 dimensions x,t d’un sprak (haut) et d’un blink correspondant (déplétion de calcium dans le
RS) (bas).

(B). Représentation en 2 dimensions (temps, intensité de fluorescences) des évènements visualisés en (A). La
courbe bleue représente la libération de calcium dans le cytoplasme et la courbe rouge représente la déplétion du RS
en calcium.

Source : Cheng et Lederer, 2008.
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Figure H-30 : Localisation des différentes isoformes de RyRs dans les cellules musculaires d’amphibien et de
mammifère.
Source : Ward et Lederer, 2005.

(A). Dans les cellules musculaires des amphibiens, les RyR1 sont couplés aux DHPRS (points rouges) et les RyR3
sont localisés en périphérie (localisation parajonctionnelle), non couplés aux DHPRs, qui seraient à l’origine des
sparks spontanés.

(B). Dans les cellules musculaires de mammifères adultes, il n’y a pas de RyR3 localisés en périphérie, ce qui
expliquerait l’absence de sparks spontanés.
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Figure H-32 : Méthode dite de « Gower », utilisée par l’enfant atteint de DMD pour se relever.

Source: d’après le site archimede.bibl.ulaval.ca
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Figure H-33 : Origine de la DMD, la dystrophine.

(A). Visualisation du gène de la dystrophine porté par le chromosome X, chez un sujet DMD et un sujet sain.

(B). Produit du gène: la protéine dystrophine.

(C). Localisation sous-membranaire de la dystrophine dans les cellules musculaires squelettiques.
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Figure H-34 : Mode de transmission de la mutation du gène codant pour la dystrophine dans la DMD.

Source : www.uptodate.com
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Figure H-36 : Structure de la dystrophine et de son complexe protéique associé.

(A). Structure de la dystrophine..

(B). Composition et localisation du complexe protéique associé à la dystrophine.
Source : Expert Reviews in Molecular Medicine, 2002.
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Figure H-37 : Les deux approches de la thérapie génique.



Figure H-38 : Principe du saut d’exon dans la DMD.

Source : www.futura_sciences.com



Figure H-39 : L’utrophine

L’utrophine est une protéine homologue à la dystrophine et localisée sous la membrane
plasmique au niveau de la jonction neuromusculaire.
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Figure MM-1: Principe de la détection du calcium intracellulaire par la sonde Fluo-4-AM



Figure MM-2: Principe de l’enregistrement des libérations globales de calcium

(A). Exemples d’images de fluorescence obtenues lors des libérations globales de calcium. Les régions d’intérêt (1, 2
et 3) sont placées sur les myotubes. Les images 1, 2 et 3 correspondent à trois étapes de l’enregistrerment : l’état basal
(1) , au maximum de l’intensité de fluorescence (2) et lors du retour à l’état basal (3).

(B). Exemple de tracé représentant la variation de fluorescence en fonction du temps d’une région d’intérêt.
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Figure MM-3 : Tracé représentant la libération calcique lors de la dépolarisation membranaire 
et les différents paramètres analysés



Lignées cellulaires
(myotubes)

Cultures primaires de 
souris mdx et Bl10

(myotubes)

Fibres musculaires
squelettiques de 

souris mdx et Bl10

Dépolarisations 
KCl

2-APB 50 µM – 30 mins
XeC 5 µM – 20 mins
Rya 100 µM – 10 mins
CsA 10 et 100 µM – 30 mins
CsA 300 nM – 16 h
Cyp 170 nM – 16 h
VIVIT 1µM – 16h

2-APB 50 µM - 30 
mins
Rya 100 µM – 10 mins

Libérations
calciques 

spontanées 
localisées

2-APB 50 µM – 30 mins
CsA 100 nM, 1, 10 et 100 
µM – 30 mins

Décageage de 
calcium

2-APB 100 µM – 30 
mins

2-APB 50 µM – 30 
mins

Tableau T-2 : Récapitulatif des agents pharmacologiques utilisés en fonction des différentes préparations
biologiques et des différents enregistrements calciques

Fluo-4-AM NP-EGTA-AM

Cultures primaires 3 µM – 20 mins 5 µM – 20 mins

Fibres 1,5 µM – 15 mins 5 µM – 1 h

Tableau T-3 : Concentrations et temps de charge du Fluo-4-AM et du NP-EGTA-AM en fonction des préparations 
biologiques



Figure MM-4 : Principe de la détermination de la densité de « sparks »

(A-C). Les figures 3A-C représentent des exemples de 3 images différentes extraites de la même
séquence d’acquisition. Les « spots » de fluorescence correspondent à un évènement de libération
calcique dans un myotube (α et β).

(D). Image reflétant la déviation standard compilée de toutes les images de la séquence sur laquelle
sont visualisés les sites de libération α et β ainsi que quatre autres sites plus petits.
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Figure MM-5 : Principe du décageage de calcium du NP-EGTA-AM par l’UV et de sa détection
par le Fluo-4-AM
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Figure MM-6 : Acquisition en X,T lors du décageage de calcium

(A). Image en X,Y du champ d’acquisition. La ligne d’acquisition est placée à proximité de la zone de
stimulation.

(B). Image recrée lors du mode en X,T. Les deux dimensions sont X (largeur de la ligne d’acquisition en
µm) et le temps (T en millisecondes).
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Figure MM-7 : Exemple d’un profil obtenu lors du décagegage de calcium en mode X,T et les 
paramètres analysés.
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Figure MM-8 : Les différentes étapes de la PCR quantitative
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Figure MM-9 : Schéma de montage de l’électro-transfert des 
protéine sur membrane de nitrocellulose
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Figure MM-10 : Principe général de l’ARN interférence
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Figure R-1 : Effet du 2-APB et de la cyclosporine A sur les valeurs des paramètres cinétiques lors de la 
libération calcique globale.

Deux protocoles de traitement sont utilisés. Une incubation à court terme (30 minutes) est effectuée avec 50 µM de 2-
APB ainsi qu’avec 10 µM et 100 µM de cylcosporine A (CsA). Une incubation à long terme (16 heures) est appliquée
en présence de 300 nM de CsA. Les expériences sont effectuées à D4 (4 jours après la mise en fusion).
L’aire sous la courbe (A), le temps de demi-retour (B) et la vitesse de montée (C) de la libération calcique globale
après dépolarisation membranaire sont représentés par des histogrammes, en valeurs relatives aux SolD(+) en
condition contrôle (100%). Chaque barre représente la valeur moyenne ± S.E.M (erreur standard de la moyenne) de
chaque paramètre pour les différents types cellulaires et traitements.
L’analyse statistique est effectuée par un test Anova double entrée suivi par un test post-hoc de Tukey. §§§: P<0.001
pour SolD(+) contrôle vs. SolC1(-) contrôle. *: P<0.05; **: P<0.01 et ***: P<0.001 pour SolC1(-) contrôle vs.
chacune des conditions de SolC1(-). ##: P<0.01 et ###: P<0.001 pour SolD(+) contrôle vs. chacune des conditions de
SolD(+). ns: non significativement différent.



SolC1(-) SolD(+)

Aire  sous la 
courbe (%)

Temps de demi-
retour (%)

Vitesse de montée
(%)

Aire  sous la 
courbe (%)

Temps de demi-
retour  (%)

Vitesse de montée 
(%)

Moyenne ± S.E.M 
(n)

Moyenne ± S.E.M 
(n)

Moyenne ± S.E.M 
(n)

Moyenne ± S.E.M 
(n)

Moyenne ± S.E.M 
(n)

Moyenne ± S.E.M 
(n)

C
ou

rt
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rm
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(1
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à 
30
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ut
es

)

Contrôle 259 ± 15 (176) 110 ± 5 (176) 152 ± 8 (176) 100 ± 5 (258)
§§§

100 ± 6 (258)
ns

100 ± 5 (258)
§§§

2-APB
49 ± 6 (84)

***
49 ± 6 (84)

***
98 ± 6 (84)

***
47 ± 7 (53)

##
61 ± 4 (53)

##
67 ± 9 (53)

##

XeC
105 ± 11 (21)

***
112 ± 10 (21)

ns
62 ± 4 (21)

***
56 ± 9 (17)

##
116 ± 5 (17)

ns
44 ± 5 (17)

###

Rya
5 ± 2 (120)

***
177 ± 5 (120)

***
11 ± 1 (120)

***
5 ± 2 (163)

###
179 ± 5 (163)

###
12 ± 2 (163)

###

2-APB + Rya
6 ± 2 (5)

***
210 ± 8 (5)

***
15 ± 1 (5)

***
6 ± 2 (13)

###
197 ± 6 (13)

###
13± 2 (13)

###
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(1
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ur
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)

CsA (300 nM )
172 ± 12 (79)

***
78 ± 3 (79)

**
87 ± 6 (79)

***
70 ± 5 (64)

ns
56 ± 4 (64)

###
90 ± 5 (64)

ns

Tableau T-5 : Valeurs obtenues pour les paramètres cinétiques lors de libérations calciques globales en 
présence des différents agents pharmacologiques.

Les valeurs sont exprimées en valeurs relatives aux SolD(+) en condition contrôle (100%) par la moyenne ± S.E.M
(erreur standard de la moyenne) de chaque paramètre pour les différents types cellulaires et traitements. Les
expériences sont effectuées à D4.
Les myotubes sont incubés le 2-APB (50 µM, 30 mins), la xestospongine C (5 µM, 20 mins), la ryanodine (100 µM,
10 mins), le 2-APB + la ryanodine (mêmes concentrations et même temps d’incubation que lors de leur utilisation
seule) et la cyclosporine A (300 nM, 16 heures).
L’analyse statistique est effectuée par un test Anova double entrée suivi par un test post-hoc de Tukey. §§§: P<0.001
pour SolD(+) contrôle vs. SolC1(-) contrôle. **: P<0.01 et ***: P<0.001 pour SolC1(-) contrôle vs. chacune des
conditions de SolC1(-). ##: P<0.01 et ###: P<0.001 pour SolD(+) contrôle vs. chacune des conditions de SolD(+). ns:
non significativement différent.



Aire sous la courbe (ASC)

Ctrl Cyp VIVIT
0

50

100

150

200 SolC1(-)

SolD(+)

**
***

§

nsns

30 867149 87 96

A
ir

e 
so

us
 la

 c
ou

rb
e 

(%
)

Temps de demi-retour

Ctrl Cyp VIVIT
0

50

100

150

200
SolC1(-)

SolD(+)

ns
ns

ns
ns

ns

Te
m

ps
 d

e 
de

m
i-r

et
ou

r 
(%

)

Vitesse de montée

Ctrl Cyp VIVIT
0

50

100

150

200
SolC1(-)

SolD(+)§§

***** ns
ns

In
cr

ea
se

 s
lo

pe
 (%

)

Figure R-3 : Effet du VIVIT et de la cypermethrine sur les valeurs des paramètres cinétiques de libération 
calcique globale.

L’aire sous la courbe (A), le temps de demi-retour (B) et la vitesse de montée (C) de la libération calcique globale après
dépolarisation membranaire sont représentés par des histogrammes, en valeurs relatives aux SolD(+) en condition
contrôle (100%). Chaque barre représente la valeur moyenne ± S.E.M (erreur standard de la moyenne) de chaque
paramètre pour les différents types cellulaires et traitements. Les expériences sont effectuées à D4 (4 jours après la mise
en fusion).
Les myotubes sont incubés avec 170 nM de cypermethrine (Cyp) ou 1 µM de VIVIT pendant 16 heures.
L’analyse statistique est effectuée par un test Anova double entrée suivi par un test post-hoc de Tukey. §: P<0.05 et §§:
P<0.01 pour SolD(+) contrôle vs. SolC1(-) contrôle. **: P<0.01 et ***: P<0.001 pour SolC1(-) contrôle vs. chacune des
conditions de SolC1(-). ns: non significativement différent.
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 de l'IP3R-1 par siRNA
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Figure R-4 : Validation de l’extinction de l’expression de l’IP3R-1 par siRNA spécifique.

(A). Niveau d’expression de l’ARNm l’IP3R-1. Les histogrammes représentent les valeurs relatives de l’expression
de l’ARNm par rapport aux SolD(+) en condition contrôle (normalisé à 1). Chaque barre représente la valeur
moyenne ± S.E.M (erreur standard de la moyenne), n = 3.
(B). Exemple de western-blot obtenu pour les myotubes SolD(+) et SolC1(-) en présence de siRNA dirigé
spécifiquement contre l’IP3R-1 ou avec un siRNA contrôle n’ayant aucune cible particulière.
(C). Niveau d’expression protéique de l’IP3R-1. Les histogrammes représentent les valeurs relatives de
l’expression protéique de l’IP3R-1 par rapport aux SolD(+) en condition contrôle (normalisé à 1). Chaque barre
représente la valeur moyenne ± S.E.M (erreur standard de la moyenne), n = 3.
L’analyse statistique est effectuée par un test Anova double entrée suivi par un test post-hoc de Tukey. §: P<0.05 et
§§: P<0.01 pour SolD(+) contrôle vs. SolC1(-) contrôle. *: P<0.05 et ***: P<0.001 pour SolC1(-) contrôle vs.
chacune des conditions de SolC1(-). ##: P<0.01 pour SolD(+) contrôle vs. chacune des conditions de SolD(+). ns:
non significativement différent.

A

B

C



SolC1(-) SolD(+)

Aire sous la 
courbe (%)

Temps de demi-
retour (%)

Vitesse de montée 
(%)

Aire sous la 
courbe (%)

Temps de demi-
retour (%)

Vitesse de montée 
(%)

Moyenne ± S.E.M 
(n)

Moyenne ± S.E.M 
(n)

Moyenne ± S.E.M 
(n)

Moyenne ± S.E.M 
(n)

Moyenne ± S.E.M 
(n)

Moyenne ± S.E.M 
(n)

Contrôle 259 ± 15 (176) 110 ± 5 (176) 152 ± 8 (176) 100 ± 5 (258)
§§§

100 ± 6 (258)
ns

100 ± 5 (258)
§§§

siRNA
IP3R-1

109 ± 8 (61)
***

68 ± 4 (61)
***

38 ± 2 (53)
***

57 ± 5 (75)
##

60 ± 3 (75)
##

36 ± 2 (74)
##

Tableau T-6 : Valeurs obtenues pour les paramètres cinétiques lors de libérations calciques globales lors 
de l’extinction de l’IP3R-1 par siRNA spécifique.

Les valeurs sont exprimées en valeurs relatives aux SolD(+) en condition contrôle (100%) par la moyenne ±
S.E.M (erreur standard de la moyenne) de chaque paramètre pour les différents types cellulaires et traitements.
Les myotubes sont transféctés avec des siRNA dirigés spécifiquement contre l’IP3R-1 ou avec des siRBA
contrôle (ghost) n’ayant pas de cible particulière.
L’analyse statistique est effectuée par un test Anova double entrée suivi par un test post-hoc de Tukey. §§§:
P<0.001 pour SolD(+) contrôle vs. SolC1(-) contrôle. ***: P<0.001 pour SolC1(-) contrôle vs. SolC1(-) siRNA
IP3R-1. ##: P<0.01 pour SolD(+) contrôle vs. SolD(+) siRNA IP3R-1. ns: non significativement différent.
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Figure R-7 : Effet de la cyclosporine A sur l’expression de l’ARNm et de la protéine de l’IP3R-1.

(A). Niveau d’expression de l’ARNm l’IP3R-1 après incubation des myotubes avec 100 ou 300 nM de cyclosporine A
pendant 48 heures. Les histogrammes représentent les valeurs relatives de l’expression de l’ARNm par rapport aux
SolD(+) en condition contrôle (normalisé à 1). Chaque barre représente la valeur moyenne ± S.E.M (erreur standard
de la moyenne), n = 3.
(B). Exemple de western-blot obtenu pour les myotubes SolD(+) et SolC1(-) en condition contrôle ou après
incubation des myotubes avec 300 nM de cyclosporine A pendant 48 heures.
(C). Niveau d’expression protéique de l’IP3R-1 en condition contrôle ou après incubation avec 300 nM de
cyclosporine A pendant 48 heures. Les histogrammes représentent les valeurs relatives de l’expression protéique de
l’IP3R-1 par rapport aux SolD(+) en condition contrôle (normalisé à 1). Chaque barre représente la valeur moyenne ±
S.E.M (erreur standard de la moyenne), n = 3.
L’analyse statistique est effectuée par un test Anova double entrée suivi par un test post-hoc de Tukey. §§: P<0.01
pour SolD(+) contrôle vs. SolC1(-) contrôle. *: P<0.05 et **: P<0.01 pour SolC1(-) contrôle vs. chacune des
conditions de SolC1(-). ns: non significativement différent.
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Figure R-8: Effet de la cypermethrine et du VIVIT sur l’expression protéique de l’IP3R-1.

(A). Exemple de western-blot obtenu pour les myotubes SolD(+) et SolC1(-) en condition contrôle ou après
incubation des myotubes avec 170 nM de cypermethrine (Cyp) pendant 48 heures.
(B). Niveau d’expression protéique de l’IP3R-1 en condition contrôle ou après incubation avec 170 nM de
cypermethrine pendant 48 heures. Les histogrammes représentent les valeurs relatives de l’expression protéique de
l’IP3R-1 par rapport aux SolD(+) en condition contrôle (normalisé à 1). Chaque barre représente la valeur moyenne ±
S.E.M (erreur standard de la moyenne), n = 3.
(C). Exemple de western-blot obtenu pour les myotubes SolD(+) et SolC1(-) en condition contrôle ou après
incubation des myotubes avec 1 µM de VIVIT pendant 48 heures.
(D). Niveau d’expression protéique de l’IP3R-1 en condition contrôle ou après incubation avec 1µM de VIVIT
pendant 48 heures. Les histogrammes représentent les valeurs relatives de l’expression protéique de l’IP3R-1 par
rapport aux SolD(+) en condition contrôle (normalisé à 1). Chaque barre représente la valeur moyenne ± S.E.M
(erreur standard de la moyenne), n = 3.
L’analyse statistique est effectuée par un test Anova double entrée. ns: non significativement différent.



Figure R-9: Exemple de protocole de mesure et d’enregistrement simultanés des courants calciques et des 
libérations intracellulaires de calcium dans les myotubes

Exemples d’une stimulation en voltage clamp (de -90 à 0 mV, 250 ms), du courant calcique entrant de type L (a) et du
signal fluorescent du Fluo-4 obtenus (b : images de fluorescence obtenues aux temps 1, 2 et 3 indiqués sur le
protocole de stimulation). c : courbe de fluorescence calcique provenant de la zone d’intérêt (moyenne des pixels)
sélectionnée dans les images (modifié d’après Hubert, 2009)



Effet du 2-APB et de la cylcopsorine A
sur le densité de sites
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Figure R-10 : Libérations calciques spontanées localisées et effet du 2-APB et de la cyclosporine A sur la 
densité de sites. 

(A-C). Les images 3A-C représentent des exemples de 3 images différentes extraites de la même séquence
d’acquisition. Les « spots » de fluorescence correspondent à un évènement de libération calcique dans un myotube (α
et β). Echelle : 20 µm
(D). Image de la déviation standard compilée de toutes les images de la séquence sur laquelle sont visualisés les sites
de libération α et β ainsi que quatre autres sites plus petits. Echelle : 30 µm
En A, B, C et D la partie inférieure des images correspond à des représentation pseudo 3D des images supérieures.
(E). La densité de sites (en µm-²) de libération calcique localisée spontanée est représentée par des histogrammes.
Chaque barre représente la valeur moyenne ± S.E.M (erreur standard de la moyenne) de la densité de sites des
différents types cellulaires et traitements. Les myotubes sont incubés avec du 2-APB (50 µM, 30 minutes) ou avec
différentes concentrations de cyclosporine A (CsA) (30 minutes).
L’analyse statistique est effectuée par un test Anova double entrée suivi par un test post-hoc de Tukey. §§§: P<0.001
pour SolD(+) contrôle vs. SolC1(-) contrôle. *: P<0.05; et ***: P<0.001 pour SolC1(-) contrôle vs. chacune des
conditions de SolC1(-). ###: P<0.001 pour SolD(+) contrôle vs. chacune des conditions de SolD(+). ns: non
significativement différent.
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SolC1(-) SolD(+)

Densité de sites (µm-²) Moyenne (x10-3) ± S.E.M (x10-4)
(n)

Moyenne (x10-3) ± S.E.M (x10-4)
(n)

Ctrl 1.31 ± 0.13 (251) 0.67 ± 0.58 (185)
§§§

siRNA (IP3R-1) 0.69 ± 0.82 (60)
***

0.50 ± 0.54 (96)
#

Tableau T-7 : Valeurs obtenues pour la densité de sites lors de l’extinction de l’IP3R-1 par siRNA
spécifique.

Les valeurs sont exprimées en en densité de sites (µm-2) par la moyenne ± S.E.M (erreur standard de la
moyenne) pour les différents types cellulaires en condition contrôle ou lors de l’incubation avec les siRNA
dirigés spécifiquement contre l’IP3R-1.
Les myotubes sont transfectés avec des siRNA dirigés spécifiquement contre l’IP3R-1 ou avec des siRNA
contrôle (ghost) n’ayant pas de cible particulière.
L’analyse statistique est effectuée par un test Anova double entrée suivi par un test post-hoc de Tukey. §§§:
P<0.001 pour SolD(+) contrôle vs. SolC1(-) contrôle. ***: P<0.001 pour SolC1(-) contrôle vs. SolC1(-) siRNA
IP3R-1. #: P<0.05 pour SolD(+) contrôle vs. SolD(+) siRNA IP3R-1. ns: non significativement différent.
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Figure R-13 : Effet du 2-APB sur les paramètres d’augmentation du calcium lors du décageage dans les myotubes 
mdx et Bl10.

Exemple d’enregistrement obtenu en X,T lors du décageage de calcium dans un myotube mdx (A) et profil représentant
l’intensité de fluorescence en fonction du temps obtenu à partir de cet enregistrement au niveau de la ligne bleue en
pointillés (B).
La variation d’amplitude (C), la durée à mi-hauteur (D) et l’aire sous la courbe (E) sont représentés par des histogrammes,
en valeurs relatives par rapport aux myotubes Bl10 en condition contrôle (100%). Chaque barre représente la valeur
moyenne ± S.E.M (erreur standard de la moyenne) de chaque paramètre pour les différents types cellulaires en condition
contrôle et en présence de 2-APB (100 µM, 30 minutes).
L’analyse statistique est effectuée par un test Anova double entrée suivi par un test post-hoc de Tukey. §§§: P<0.001 pour
Bl10 contrôle vs. mdx contrôle. ***: P<0.001 pour mdx contrôle vs. mdx 2-APB. #: P<0.05 pour Bl10 contrôle vs. Bl10 2-
APB. ns: non significativement différent.
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Figure R-14 : Effet du 2-APB sur les paramètres d’augmentation du calcium lors du décageage dans les 
fibres musculaires squelettiques mdx et Bl10.

Exemple d’enregistrement obtenu en X,T lors du décageage de calcium dans une fibre musculaire squelettique
mdx (A) et profil représentant l’intensité de fluorescence en fonction du temps obtenu à partir de cet
enregistrement au niveau de la ligne en bleue en pointillés (B).
La variation d’amplitude (C), la durée à mi-hauteur (D) et l’aire sous la courbe (E) sont représentés par des
histogrammes, en valeurs relatives par rapport aux fibres musculaires Bl10 en condition contrôle (100%).
Chaque barre représente la valeur moyenne ± S.E.M (erreur standard de la moyenne) de chaque paramètre pour
les différents types cellulaires en condition contrôle et en présence de 2-APB (50 µM, 30 minutes).
L’analyse statistique est effectuée par un test Anova double entrée suivi par un test post-hoc de Tukey. §§§:
P<0.001 pour Bl10 contrôle vs. mdx contrôle. ns: non significativement différent.
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Figure R-15 : Survie cellulaire des myotubes SolC1(-) et SolD(+) au cours du temps et effet du 2-APB et de la
cyclosporine A sur la survie cellulaire des deux types de myotubes.

(A) et (B). Mort cellulaire naturelle dans les myotubes SolC1(-) et SolD(+) de D4 à D7 (jours après la mise en
fusion). (A). Pourcentage de viabilité cellulaire par la technique de marquage à l’iodure de propidium (IP) (insert).
(B). Pourcentage de survie cellulaire par test colorimétrique MTT. Dans les deux cas (A et B), la viabilité cellulaire
est exprimée en pourcentage relatif au nombre de myotubes SolD(+) viables à D4 (100% de cellules vivantes).
Effet du 2-APB (C) et de la cyclosporine A (CsA) (D) sur la viabilité cellulaire des myotubes SolC1(-) et SolD(+) à

D5. La viabilité cellulaire est exprimée en valeur relative par rapport aux myotubes SolC1(-) et SolD(+) non traités à
D5 (rectangles rouges).
Les barres (B) et les symboles (C et D) représentent la valeur moyenne ± S.E.M (erreur standard de la moyenne) du
pourcentage de la viabilité cellulaire. n=5 pour le test MTT avec le 2-APB et n=4 pour le test MTT avec la
cyclosporine A.
L’analyse statistique est effectuée par un test Anova double entrée suivi par un test post-hoc de Tukey. *: P<0.05; **:
P<0.01 et ***: P<0.001 pour la viabilité cellulaire observée en présence de 2-APB et de cyclosporine A (SolC1(-)
contrôle vs. chaque condition de SolC1(-).
La ligne noire pointillée représente le 100% de survie cellulaire et la ligne rouge pointillée représente le pourcentage
de viabilité cellulaire des myotubes SolC1(-) en condition contrôle à D5.
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Figure R-16 : Effet  du VIVIT, de la cypermethrine et de l’extinction de l’IP3R-1 par siRNA sur la viabilité 
cellulaire des myotubes SolC1(-) et SolD(+). 

Effet du VIVIT (A) et de la cypermethrine (B) sur la viabilité cellulaire des myotubes SolC1(-) et SolD(+) à D5. La
viabilité cellulaire est exprimée en valeur relative par rapport aux myotubes SolC1(-) et SolD(+) non traités à D5
(rectangles rouges). La ligne noire pointillée représente le 100% de survie cellulaire et la ligne rouge pointillée
représente le pourcentage de viabilité cellulaire des myotubes SolC1(-) en condition contrôle à D5.
(C). Effet de l’extinction de l’IP3R-1 par siRNA spécifique sur la viabilité cellulaire des myotubes SolC1(-) et
SolD(+) à D3. La viabilité cellulaire est exprimée en pourcentage relatif au nombre de myotubes SolD(+) viables à
D3 en condition contrôle (100% de cellules vivantes).
Les barres (C) et les symboles (A et B) représentent la valeur moyenne ± S.E.M (erreur standard de la moyenne) du
pourcentage de la viabilité cellulaire. n=4 pour le test MTT avec le VIVIT, n=3 pour le test MTT avec la
cypermethrine et n=3 pour le test MTT avec les siRNA IP3R-1.
L’analyse statistique est effectuée par un test Anova double entrée suivi par un test post-hoc de Tukey. §§§: P<0.001
pour SolC1(-) contrôle vs. SolD(+) contrôle *: P<0.05; et ***: P<0.001 pour la viabilité cellulaire observée en
présence de VIVIT, cypermethrine et siRNA IP3R-1 pour SolC1(-) contrôle vs. chaque condition de SolC1(-).



Contrôle

+ 2-APB

+ Ryanodine

47 mM KCl

Contrôle

+ 2-APB

47 mM KCl

10 s

25 A.U.

+ Ryanodine

Figure R-5 : Exemples représentatifs de libérations calciques globales dans les myotubes Bl10 et mdx. 

Les tracées représentent les libérations calciques globales induites lors de la dépolarisation membranaire par une
solution hyperpotassique (47 mM KCl). Les courbes noires représentent les libérations calciques globales obtenues en
condition contrôle pour les myotubes provenant de souris Bl10 (A) et mdx (B). Les tracés gris sont obtenus en
présence de 2-APB (50 µM, 30 minutes) et de ryanodine (100 µM, 10 minutes) pour les cultures primaires de souris
Bl10 (A) et mdx (B).
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Figure R-6 : Effet du 2-APB et de la ryanodine sur les valeurs des paramètres cinétiques de libération 
calcique globale dans les myotubes de souris Bl10 et mdx.

L’aire sous la courbe (A), le temps de demi-retour (B) et la vitesse de montée (C) de la libération calcique
globale après dépolarisation membranaire sont représentés par des histogrammes, en valeurs relatives par rapport
aux myotubes Bl10 en condition contrôle (100%). Chaque barre représente la valeur moyenne ± S.E.M (erreur
standard de la moyenne) de chaque paramètre pour les différents types cellulaires et traitements.
Les myotubes sont incubés avec le 2-APB (50 µM, 30 minutes) ou la ryanodine (100 µM, 10 minutes).
L’analyse statistique est effectuée par un test Anova double entrée suivi par un test post-hoc de Tukey. §§§:
P<0.001 pour Bl10 contrôle vs. mdx contrôle. ***: P<0.001 pour contrôle vs. chacune des conditions mdx. #:
P<0.05 et ###: P<0.001 pour Bl10 contrôle vs. chacune des conditions Bl10. ns: non significativement différent.
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Figure R-11 : Densité de sites de libération dans les myotubes de cultures primaires Bl10 et mdx.

La densité de sites (en µm-²) de libération calcique localisée spontanée est représentée par des histogrammes. Chaque
barre représente la valeur moyenne ± S.E.M (erreur standard de la moyenne) de la densité de sites pour les myotubes
mdx et Bl10.
L’analyse statistique est effectuée par un test de Student (t). ns: non significativement différent.



Figure R-12 : Localisation des récepteurs à la ryanodine et à l’IP3 dans les myotubes SolC1(-) et 
SolD(+).

La répartition des récepteurs à la ryanodine (RyR) (A et D) et des récepteurs à l’IP3 de type 2 (IP3R-2) (B et
E) et 1 (IP3R-1) (C et F) dans les myotubes SolC1(-) et SolD(+) est visualisée par immunomarquage
observé par la microscopie confocale. Echelle 20 µm.
Les RyRs et les IP3R-2 sont répartis de la même façon dans les deux types cellulaires. Les zones de
présence abondante des IP3R-2 correspondent à des zones de faible présence des RyRs (flèches jaunes) dans
les deux types cellulaires.
Les IP3R-1 sont localisés dans le cytoplasme avec marquage périnucléaire de ce canal dans les myotubes
SolC1(-). Insert (C et D): marquage du noyau par la sonde TO-PRO-3.
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Figure CP-1 : Modèle des modes d’action de la cyclosporine A sur les libérations de calcium provenant du RS dans les 
cellules musculaires, et son rôle modulateur dans les cellules déficientes en dystrophine.

La cyclosporine A peut directement interagir avec les IP3Rs et moduler la libération calcique dépendante de ces récepteurs
([1]: effet à court terme). Elle peut également inhiber l’activité phosphatase de la calcineurine ([2]: effet à long terme) et par
conséquent diminuer la transcription de gènes (dont l’IP3R-1) dépendante de la translocation du NFAT dans le noyau. Ces
deux modes d’action contribuent à la réduction de libérations calciques dépendantes de la voie IP3.
Signification des abréviations utilisées dans la figure: 2-APB, 2-aminoethoxydiphenyle borate; CaM, calmoduline; CaN,
calcineurine; CsA, cyclosporine A; DAG, diacylglycerol; DHPR, récepteur aux dihydropyridines; Gi, protéine Gi; IP3,
inositol 1,4,5-trisphosphate; IP3R, récepteur à l’inositol 1,4,5-trisphosphate; Mini-Dys, mini-dystrophin; NFAT, nuclear
factor of activated T cells; Pi, phosphate inorganique PIP2, phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate; PLC, phospholipase C;
RyR, récepteur à la ryanodine; RS, reticulum sarcoplasmique.
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Figure CP-2 : Perspectives générales

Il serait intéressant d’examiner les voies activées par le cytochrome c. Le cytochrome c libéré par la mitochondrie lors d’une
surcharge calcique active la caspase 3, pouvant ainsi engendrer la mort cellulaire. La caspase 3 activée peut également aller
cliver l’IP3R-1, le rendant conformationellement actif, libérant du calcium en continu dans le cytoplasme. Le cytochrome c
peut lui aussi activer les IP3Rs , amplifiant la libération calcique de ces canaux. Ces mécanismes concourent à la surcharge
calcique du cytoplasme, pouvant activer divers voies de signalisation comme celle de la calcineurine, du NFAT et du NFκB,
et pouvant également engendrer la mort cellulaire.
Signification des abréviations utilisées dans la figure: 2-APB, 2-aminoethoxydiphenyle borate; CaM, calmoduline; CaN,
calcineurine; CsA, cyclosporine A; DHPR, récepteur aux dihydropyridines; IP3R, récepteur à l’inositol 1,4,5-trisphosphate;
NFAT, nuclear factor of activated T cells; RyR, récepteur à la ryanodine; RS, reticulum sarcoplasmique.



Homéostasie calcique et survie des cellules musculaires squelettiques déficientes en 
dystrophine :effets de la modulation de l'activité et de l'expression des Récepteurs à 

l'Inositol Trisphosphate. 
 

Résume de la thèse : 
 

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) est une pathologie musculaire sévère 
caractérisée par l’absence d’une protéine : la dystrophine, protéine sous-membranaire 
permettant de faire le lien entre la matrice extracellulaire et le cystosquelette. La déficience en 
dystrophine entraine une dégénérescence musculaire progressive conduisant à la mort du 
patient. Le lien entre l’absence de dystrophine et la mort des cellules musculaires reste encore 
mal établi. De nombreuses études ont mis en évidence une dérégulation calcique des cellules 
musculaires squelettiques déficientes en dystrophine, ainsi qu’une implication des stocks 
intracellulaires de calcium contenu dans le réticulum sarcoplasmique. De plus, le calcium 
libéré par les récepteurs à l’IP3 (IP3Rs) semblent être impliqué dans cette dérégulation 
calcique. 
Dans cette étude, nous avons confirmé la présence d’une libération calcique globale, après 
stimulation, supérieure dans les cellules sans dystrophine comparativement aux cellules 
exprimant la mini-dystrophine. De même, au repos, les libérations calciques localisées 
spontanées sont plus abondantes dans les cellules déficientes en dystrophine. Ces résultats ont 
également été observés dans les myotubes provenant de culture primaire de souris mdx 
(modèle animal de la DMD), comparativement aux souris Bl10 (souris contrôles). Afin 
d’étudier la régulation de la libération de calcium, des expérimentations de libération calcique 
artificielle par la méthode de photolyse de calcium encagé ont été menées à différents stades 
de maturation des cellules musculaires provenant des souris mdx et contrôles.  
Nous avons également étudié la régulation à court et à long terme du calcium provenant des 
IP3Rs à l’aide de la cyclosporine A. Cette étude nous a permis de mettre en évidence une 
possible implication de la voie calcineurine/NFAT. De plus, la régulation pharmacologique de 
cette voie a révélé une modulation des libérations calciques globales et spontanées, ainsi 
qu’une diminution de l’expression de l’IP3R1. A ces deux effets, s’ajoute une protection 
contre la mort cellulaire naturelle des cellules déficientes en dystrophine par la modulation de 
la voie IP3.  
Ces résultats suggèrent l’implication des IP3Rs dans la dérégulation calcique des cellules 
déficientes en dystrophine entraînant la mort prématurée de ces cellules. Il serait maintenant 
intéressant de comprendre comment la dystrophine intervient dans la modulation de cette voie 
de libération du calcium.  
 
Mots clés : muscle squelettique, dystrophine, souris mdx, calcium, récepteur IP3, 
calcineurine, cyclosporine A, NFAT, survie cellulaire. 
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