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INTRODUCTION GENERALE

La contraction est une fonction physiologique perceptible qui, trés tot, a intéressé les
chercheurs qui voulaient comprendre les mécanismes cellulaires qui y sont impliqués. Le
muscle squelettique fait partie des structures contractiles les plus étudiées. De nos jours, la
fibre musculaire squelettique, sans étre connue dans toutes ses fonctions reste largement
explorée aussi bien sur le plan électrophysiologique que sur le plan biochimique. Dans le cadre
de ce travail, nous nous intéresserons a l'aspect électrophysiologique en nous penchant
essentiellement sur les mécanismes de couplage excitation-contraction de la fibre musculaire
squelettique de grenouille.

Par définition, le couplage excitation-contraction est le mécanisme par lequel la
dépolarisation de la membrane tubulaire entraine la libération du calcium du réticulum
sarcoplasmique (RS). Le calcium ainsi libéré va se fixer sur la troponine, déplagant la
tropomyosine des sites de l'actine d'ou l'iinteraction actine-myosine et contraction. Depuis
l'introduction de cette notion par SANDOW en 1952, de nombreux travaux ont été réalisés
dans cette optique afin de déterminer les principaux mécanismes impliqués dans ce phénomene
physiologique. Loin de faire un éventail complet sur les mécanismes de couplage excitation-
contraction de la fibre musculaire squelettique, nous évoquerons dans le chapitre 2 les
principales hypothéses formulées jusqu'alors suite aux travaux divers effectués dans ce sens.

De nos jours, les données réunies sont nombreuses, certes, mais il existe des points
sombres qui méritent d'étre cernés pour faire plus de lumiére sur les mécanismes de couplage
excitation-contraction. L'un de ces points sombres est le role que pourraient jouer les protéines
membranaires liant le GTP (les protéines G) dans cette machinerie complexe qu'est le couplage
excitation -contraction. En effet le role des protéines G dans le couplage excitation-contraction
de la fibre musculaire squelettique a été évoqué pour la premiére fois par Di VIRGILIO et al.
(1986).

Ces auteurs montrérent que l'analogue non hydrolysable de la guanosine 5'trisphosphate
(GTPyS) augmente la contraction de la fibre musculaire pelée et que le seuil d'activation de la
contraction par le GTPyS était déplacé vers les concentrations plus élevées de GTPyS apres
une pré-incubation de la préparation en présence de la toxine d'une bactérie : Bordetella
pertussis (PTX). Des résultats voisins sont rapportés par SOMASUNDARAM et al.(1991).
VILLAZ et al. (1989) montrérent que le GTPyS potentialise le phénoméne de libération du
calcium du réticulum sarcoplasmique par le calcium et par la caféine mais que ce GTPyS n'est
pas capable d'induire directement la libération du calcium du réticulum sarcoplasmique. Leurs
travaux montrerent également que la PTX et un analogue non hydrolysable de la guanosine
5'diphosphate (GDPBS) bloquent cette libération calcique. Ces résultats ont été obtenus sur
des fibres pelées ou sur des vésicules membranaires dans des conditions physiologiques
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anormales. De plus I'hypothése de couplage direct du récepteur aux dihydropyridines (DHPs:
ligands voltage-dépendants des canaux calciques de type L) avec une protéine G sensible a la
toxine cholérique (CTX) (YATANI et al.,, 1988a) et avec une protéine G sensible a la PTX
(SOMASUNDARAM et al., 1991) a été émise.

Nous avons, pour cette raison, estimé nécessaire de mener notre travail dans un triple but:

- vérifier ces données sur fibres intactes et identifier la nature de la protéine G
impliquée dans cette activité contractile étant donné que les analogues non hydrolysables du
GTP (GTPyS) et du GDP (GDPfS) agissent sur toutes les protéines G pour les activer ou les
inhiber respectivement. De plus les protéines Gi et Go identifiées au niveau du muscle
squelettique (TOUTANT et al., 1988; 1990) sont toutes sensibles a la PTX,

- étudier le mode de couplage (direct ou indirect) du récepteur DHP avec les protéines
G,

- et en définitive établir les mécanismes de régulation possibles du récepteur DHP par
les protéines G et resituer son rdle dans le couplage excitation-contraction de la fibre
squelettique de grenouille.

Pour réaliser nos travaux, nous avons exploré les voies de transduction passant par la protéine
Gs sensible a la CTX et celles passant par la protéine G sensible a la PTX (Gi, Go) en utilisant
les outils pharmacologiques qui agissent sur ces protéines ou sur chacune d'elles de maniére

spécifique.



HISTORIQUE



CHAPITRE 1 : ULTRASTRUCTURE DE LA FIBRE MUSCULAIRE SQUELETTIQUE.

Le muscle squelettique est un tissu composite ou l'on trouve outre les fibres

musculaires et les cellules satellites associées, des €léments conjonctifs, des vaisseaux et des
nerfs.
La fibre musculaire squelettique est une cellule géante de forme cylindrique avec un
cytoplasme multinucléé. Les fibres musculaires squelettiques ne présentent pas entre elles un
contact de type "jonction gap" comme dans le cas du muscle cardiaque. Leur fonction est de
développer une activité contractile en réponse a une stimulation électrique consécutive a la
libération de l'acétylcholine (Ach) par les terminaisons nerveuses de la jonction
neuromusculaire.

A - LES SYSTEMES MEMBRANAIRES.

Le terme "systémes membranaires" au niveau de la fibre musculaire regroupe :

la membrane de surface ou sarcolemme

le systéme tubulaire transverse

la membrane du réticulum sarcoplasmique (RS) désignée souvent sous le terme de
systéme membranaire interne

la triade qui est la zone de jonction entre la membrane du tubule-T et la membrane du

réticulum sarcoplasmique.
I- La membrane de surface (sarcolemme).

Le sarcolemme est constitué d'un réseau superficiel composé de fibres de collagéne
(tissu interstitiel) recouvrant une lame basale (Figure H1A). Celle-ci est en contact étroit avec
le sarcolemme proprement dit (MAURO et ADAMS, 1961). Cette membrane de surface
présente une homogénéité structurale sur toute sa longueur excepté la zone de jonction
neuromusculaire et au niveau des insertions tendineuses. Elle est faite de replis ou "cavéoles"
qui pourraient constituer une réserve de membrane et doubler la surface de cette membrane
(MOBLEY et EISENBERG, 1975).

II - Le systéme tubulaire transverse (systéme T).
Ce systéme tubulaire transverse constitue le réseau d'invagination tubulaire. Initialement

considérés comme étant des invaginations de la portion de la membrane de surface déja formée
(ISHIKAWA, 1968), les tubules-T émanent des vésicules qui forment d'abord des cavéoles



puis par addition de nouvelles vésicules donnent des invaginations tubulaires. Ces observations
reléevent des travaux de JORGENSEN et al. (1990) et de YUAN et al. (1990) qui, grice a la
mise en évidence de deux protéines (TS28 spécifique du tubule-T et SL50 spécifique du
sarcolemme) ont suivi la mise en place du systéme-T gridce aux techniques
d'immunofluorescence (Figure H1B). Ce réseau tubulaire peut étre subdivisé en deux types de
composantes :

Les tubules ayant un diamétre étroit et une section transversale circulaire qui ne
participent pas aux jonctions avec le réticulum.

Les tubules aplatis et des citernes qui établissent les jonctions avec le réticulum
(FRANZINI-ARMSTRONG et PEACHEY, 1981).

IIl - Le réticulum sarcoplasmique.

Du point de vue structural, le réticulum sarcoplasmique constitue le réseau
membranaire interne isolant un espace clos distinct du reste de l'espace intracellulaire. Ce
réseau entoure les myofibrilles (actine et myosine). Il est formé a partir du réticulum
endoplasmique rugueux.

Sur la base fonctionnelle, on distingue le réticulum jonctionnel (citernes terminales) et
le réticulum libre (longitudinal) (PEACHEY et FRANZINI-ARMSTRONG, 1983 ;
MARTONOSI, 1984). Le réticulum jonctionnel a une membrane riche en canaux calciques et
pauvre en ATPase calcique (FLEISCHER et al., 1985). Sa lumiére contient une protéine qui
fixe le calcium avec une faible affinité : la calséquestrine (JORGENSEN et al, 1979 ;
CAMPBELL et al., 1980). Le réticulum sarcoplasmique longitudinal a une membrane riche en
ATPase calcique et pauvre en canaux calciques.

IV - La triade.

La triade est la zone de jonction entre un tubule-T et deux citernes terminales du
réticulum sarcoplasmique jonctionnel. L'espace entre les deux systémes est caractérisé par un
espace, "gap" jonctionnel de 10 a 20 nm qui est différent de celui permettant le couplage
cellulaire (PEACHEY et FRANZINI, 1983). Cette structure triadique se retrouve chez les
vertébrés supérieurs alors que chez les vertébrés inférieurs, I'association se fait entre un tubule-
T et une citerne terminale : on parle de diade.

A travers cet espace jonctionnel, la membrane du tubule-T et celle du RS seraient
réunies d'une part par les éléments périodiques ou pieds situés dans la membrane du RS et
d'autre part par les récepteurs DHPs (ligands voltage-dépendants du canal calcique de type L)
(FOSSET et al., 1983) situés dans la membrane tubulaire (BLOCK et al., 1988). Les pieds



Figure Hl

A - Diagramme indiquant les différentes couches qui constituent le sarcolemme du muscle
squelettique. La couche superficielle (matrice extracellulaire) est constituée de fibre de
collagéne. Elle recouvre une lame basale formée de trois couches (reticular lamina, lamina
densa, lamina lucida). La lame basale recouvre le sarcolemme proprement dit.

D'aprées GROUNDS, (1991)

B - Schéma montrant la formation des systémes tubulaires (tubule-T) dans la membrane du
muscle squelettique au cours du développement. Les vésicules (1) forment des cavéoles (2)
puis par addition de nouvelles vésicules (5,6,7,8) on arrive a des tubule-T (9,10).

D'aprés YUAN et al., (1990)

C - Diagramme montrant le pied qui s'échappe de la membrane du RS et portant a sa base le
récepteur a la ryanodine qui serait le canal calcique par lequel le Ca2¥ est libéré dans le
myoplasme.

D'aprés MACLENNAN, (1990)
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Figure H2

A - Schéma montrant les différents éléments de la jonction entre tubule-T et le RS. On
distingue les citernes terminales, le RS longitudinal, le tubule-T, les récepteurs DHPs, les pieds.
L'encart (dans l'angle en haut du schéma) est un agrandissement de la jonction entre pied et
deux récepteurs DHPs. Le pied est constitué d'un canal traversant la membrane du RS, d'une
région située dans la face cytoplasmique, la masse proprement dite du pieds avec plusieurs

ouvertures et la région proche de la membrane du tubule-T.
D'aprées RIOS et PIZARRO, (1991).

B - Schéma montrant la biogenése des tubules-T et des triades au cours du développement de
la cellule musculaire squelettique. On distingue des vésicules contenant:

A la sous-unité aj des récepteurs DHPs.

B le récepteur a la ryanodine.

C la protéine TS 28.

D'aprés YUAN et al., (1991).
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sont constitués de quatre sous-unités organisées en tétrameére et portant a leur base le
récepteur a la ryanodine (un alcaloide végétal) qui serait le canal calcique du RS par lequel le
calcium est libéré dans le myoplasme (Figure HIC). A l'opposé de ces pieds, on a les
récepteurs DHPs situés dans la membrane tubulaire et organisés également en tétramére. Ces
récepteurs DHPs sont sensibles au voltage et semblent constituer le "voltage sensor" décrit par
RIOS et BRUM (1987).

Se référant aux travaux de BLOCK et al. (1988) qui prévoient une interaction probable
entre récepteurs a la ryanodine et ceux des dihydropyridines, RIOS et PIZARRO (1991) ont
proposé une représentation schématique en trois dimensions de cette jonction tubule-T
réticulum sarcoplasmique (Fig. H2A).

YUAN et al. (1991) ont réussi a suivre la mise en place des triades griace aux
techniques d'immunofluorescence (Figure H2B) . Les récepteurs a la ryanodine et aux
dihydropyridines sont d'abord incorporés dans des vésicules. Les vésicules contenant le
récepteur a la ryanodine fusionnent avec la membrane du réticulum sarcoplasmique en
formation puis il se forme un complexe entre le réticulum sarcoplasmique contenant le
récepteur a la ryanodine et les vésicules contenant les récepteurs aux dihydropyridines.

Ainsi les interactions entre le récepteur DHP et le récepteur a la ryanodine semblent
précéder 1'établissement de la triade.

B - ORGANISATION DE L'APPAREIL CONTRACTILE
I- Structure des myofibrilles

Une fibre musculaire contient un grand nombre d'unités contractiles: les myofibrilles,
d'un diameétre d'environ 1 um, accolées les unes aux autres dans I'axe longitudinal. En lumiére
polarisée, on distingue les bandes a haute réfringence qui sont anisotropes (bandes A) et les
bandes a basse réfringence qui sont isotropes (bande I). Ces bandes s'alignent en phase entre
myofibrilles voisines, ce qui donne 4 la fibre musculaire squelettique son aspect strié. La ligne
Z partage la zone isotrope et la bande H partage la zone anisotrope. Deux lignes Z
consécutives délimitent un sarcomeére qui constitue l'unité fonctionnelle de I'appareil contractile
(Figure H3A). Les myofibrilles sont constituées de myofilaments qui sont disposés
parallélement a leur axe longitudinal. Il existe deux sortes de myofilaments :

Les filaments épais qui ont un diamétre de 15 a2 18 nm sont présents dans la bande A
dont ils délimitent la longueur.

Les filaments fins de diamétre situé entre 5 a 6 nm s'étendent a partir de la ligne Z dans
la bande I, jusqu'au bord de la zone H. Cette connaissance de l'organisation fine de l'appareil
contractile résulte essentiellement des travaux de HUXLEY (1957, 1963, 1965).



Sur les fibres relaxées, seuls les filaments fins sont présents au niveau de la bande I et
les filaments épais au niveau de la bande H. La contraction est le résultat du glissement des
filaments fins par rapport aux filaments épais ; la longueur de chaque type de filament ne
change pas. Le glissement se fait par l'intermédiaire de ponts qui se forment cycliquement entre
les deux types de filaments pendant la contraction.

IT - Structure des myofilaments.

Les filaments épais sont essentiellement constitués de myosine (HUXLEY, 1969).
Cette protéine comprend 2 principales composantes : la méromyosine lourde (HMM) et la
méromyosine légére (LMM). La molécule compléte est asymétrique et se présente sous forme
d'un batonnet de LMM surmonté i une extrémité par une masse globulaire de HMM. La
méromyosine lourde est la fraction active de la myosine ou se situe l'activité ATPasique.

Les filaments fins sont constitués de deux chaines hélicoidales d'actine polymérisée et
d'un ensemble de protéines régulatrices (HANSON et LOWY, 1963). Celui-ci comprend la
tropomyosine, disposée dans la gorge délimitée par deux chaines d'actine et la troponine,
disposée tous les 38,5 nm (Figure H3B).

Il y aurait 7 globules d'actine pour une tropomyosine et une troponine. La troponine
représente un complexe de 3 sous-unités : la troponine C, la troponine I et la troponine T. La
troponine T effectue la liaison entre tropomyosine et troponine. La troponine I est associée a la
troponine C et a l'actine, elle inhibe l'interaction entre l'actine et la myosine en absence de
calcium.

La troponine C fixe le calcium. Elle présente deux domaines ayant une faible affinité

pour le calcium (domaines I et II: domaines régulateurs) et deux domaines ayant une forte
affinité pour le Ca2t-Mg2t (domaines III et IV) (Figure H3C). Quand la concentration
calcique intracellulaire augmente (environ 10-8 3 10-9M), la troponine C fixe le calcium,
déplagant la tropomyosine des sites de l'actine et entraine l'interaction actine-myosine d'ou la
contraction (Figure H3D).
La contraction revient a sa valeur de repos suite au repompage actif du calcium par le RS
longitudinal: c'est la relaxation. Cette relaxation pourrait dépendre également: du potentiel
(CAPUTO et BOLANOS, 1979; LUTTGAU et SPIEKER, 1979; CHUA et DULHUNTY,
1988), de la perte de Ca2* sur le "voltage sensor" (détails dans la partie couplage excitation-
contraction) (FRANK, 1982; LUTTGAU et al., 1987; BRUM et al., 1988a,b), de l'inactivation
des canaux calciques du RS par le Ca2* myoplasmique (SCHNEIDER et SIMON, 1988).



Figure H3

A - Diagramme représentant l'alternance des bandes anisotropes (bande A) et des bandes
isotropes (bande I) au niveau du muscle squelettique de vertébrés. La ligne Z partage la zone
isotrope et la bande H partage la zone anisotrope. Deux lignes Z consécutives délimitent un
sarcomere.

D'aprés FLUCHER et al., (1992).

B - Schéma montrant un filament d'actine vu longitudinalement. On distingue la tropomyosine
disposée dans la gorge délimitée par deux chaines d'actine et la troponine avec ses sous-unités
(T, I, C) disposée toutes les 38,5 nm.

C - Diagramme représentant la structure de la troponine C avec deux domaines qui fixent le
Ca2™ avec une faible affinité (domaine I et II) et deux domaines qui fixent le Ca2™ avec une
forte affinité (domaine I1I et IV).

D - Structure de la troponine C réalisée grace aux études aux rayons X et montrant ses
changements de conformation en présence et en absence de des ions calcium.

D'aprés ASCHLEY, (1991).
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CHAPITRE 2 : LE COUPLAGE EXCITATION-CONTRACTION.

Le couplage excitation-contraction est le processus par lequel la dépolarisation de la
membrane du tubule-T entraine la libération du calcium stocké dans le RS, lequel se fixe sur les
protéines contractiles et entraine la contraction (Voir LUTTGAU et STEPHENSON, 1986 ;
FLEISCHER et INUI, 1989 ; RAYMOND, 1989; RIOS et PIZARRO, 1991). Cette définition
"apparemment" simple du couplage est loin de fournir tous les renseignements susceptibles
d'expliquer cette fonction physiologique. Il s'avére donc nécessaire de rappeler les différents
événements mis en jeu pendant la contraction du muscle squelettique "in vivo". (i) La
commande nerveuse centrale active le moto neurone qui transmet l'information sous forme de
potentiels d'action. (ii) L'information arrive au niveau de la jonction neuromusculaire. (iii) 1 y a
libération d'un médiateur chimique (l'acétylcholine) qui active les récepteurs cholinergiques
nicotiniques post synaptiques. (iv) Cette activation de récepteurs nicotiniques induit des
potentiels d'action propagés portés essentiellement par les canaux sodiques et potassiques d'ou
dépolarisation membranaire. (v) Cette dépolarisation se propage du sarcolemme jusqu'au long
de la membrane des tubules-T. (vi) La dépolarisation des tubules-T provoque la libération du
calcium du RS. (vii)) Le calcium libéré se fixe sur la troponine C d'ou interaction actine-
myosine et contraction. (viii) La relaxation survient suite au repompage actif du calcium par le
réticulum sarcoplasmique longitudinal. Ces propos sont illustrés sur la (Figure H4).

Partant de différents résultats expérimentaux réalisés et de diverses hypothéses
formulées dans cette optique, RIOS et PIZARRO (1991) résument les mécanismes du
couplage excitation contraction en trois principaux processus.

La premiére étape est la détection de la variation du potentiel membranaire "voltage
sensing process". Les premiéres données sur cette étape émanent des travaux de SCHNEIDER
et CHANDLER (1973) qui ont mis en relation des mouvements de charges intramembranaires
et le couplage excitation-contraction du muscle squelettique.

La deuxiéme étape est le processus de libération du Ca2* du RS qui va se fixer sur les
protéines contractiles et entrainer la contraction.

La troisiéme étape dite de transmission est celle qui permet a la premiére (détection de
la variation de potentiel de membrane) de déclencher la seconde (libération du Ca2* du RS).

Nous nous efforcerons, pour une appréhension globale du probléme de couplage de
présenter dans les pages qui suivent l'essentiel des hypotheéses formulées dans ce sens ainsi que

les points obscurs qui méritent d'étre disséqués.
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Figure H4

Les différentes étapes conduisant a I'activation mécanique du muscle squelettique.

D'aprés WESTERBLAD et al., (1991).
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A - LES RECEPTEURS AUX DIHYDROPYRIDINES ET LE COUPLAGE
EXCITATION-CONTRACTION.

Les récepteurs aux dihydropyridines sont des structures protéiniques formées de 5
sous-unités et situées dans la membrane du tubule-T. Les dihydropyridines (DHPs) comme
nous le verrons dans la partie traitant de la structure des récepteurs aux DHPs, sont des
activateurs ou inhibiteurs des canaux calciques de type L. Les récepteurs présentent une grande
analogie avec le canal calcique L qui porte le site de fixation de ces DHPs. Comme le souligne
LAMB (1992), il s'avére nécessaire de clarifier le role des récepteurs aux DHPs dans le
couplage excitation-contraction du muscle squelettique et faire ressortir les divers aspects qui
restent confus:

L'écart entre le-nombre relativement élevé des récepteurs DHPs (102 2 150/um?) et le
nombre de canaux calciques fonctionnels (34 & 76/um2) (Pour revue voir LAMB, 1992).

Le double réle possible des récepteurs DHPs qui peuvent fonctionner comme " voltage
sensor" et comme canaux calciques.

Les effets disparates des DHPs sur les mouvements de charge, sur le courant calcique
et sur la contraction.

I- Les récepteurs aux DHPs sont des canaux calciques.
1 - Structure des récepteurs aux DHPs.

Les dihydropyridines constituent une classe de molécules antagonistes (Nifédipine) ou
agonistes (BAY K 8644) du canal calcique (pour revue voir JANIS et TRIGGLE, 1984). Ces
molécules se fixent spécifiquement sur des récepteurs présents en grande densité au niveau de
la membrane du tubule-T du muscle squelettique, ce qui a permis leur extraction et leur
purification (FOSSET et al., 1983). Ces récepteurs sont formés de 5 sous-unités
(CATTERALL, 1988).

La sous-unité ol (PM = 175 Kd). Elle est phosphorylable mais n'est pas glycosylée.

La sous-unité a2 (PM = 165 a 220 Kd) qui ne posséde pas de site de fixation des
DHPs. Elle est glycosylée mais n'est pas phosphorylable.

La sous-unité f (PM = 52 a 65 Kd) est phosphorylable mais n'est pas glycosylée.

La sous-unité g (PM = 32 Kd) est glycosylée mais non phosphorylée.

La sous-unité d , issue de la réduction des ponts disulfures de a2 est glycosylée (figure
HS5A).

La sous-unité al est la principale. Elle est composée de quatre motifs (I a IV)
pratiquement homologues comportant chacun 6 domaines hélicoidaux (1 a 6)
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transmembranaires. Elle contient le site de fixation des dihydropyridines (DHPs) et d'autres
classes de bloqueurs organiques de méme que le pore constituant le canal calcique et donc
indispensable pour le fonctionnement du canal calcique d'ou la haute similitude entre le
récepteur aux DHPs et le canal calcique. SPEDDING et KENNY (1992) proposent un schéma
de cette sous unité a1 montrant le domaine de fixation des DHPs et du calcium (Figure H5 B).
TSIEN et al., (1991) avaient proposé une structure de cette sous-unité montrant des sites de
phosphorylation et une large boucle cytoplasmique entre les motifs IT et IV qui serait impliquée
dans le couplage excitation-contraction du muscle squelettique (Figure H5C). Cette sous-uinté

ol serait régulée par la B comme le propose le schéma de LORY et al., (1991) (Figure H5D).

2 - Role des canaux calciques L dans le couplage excitation-contraction.

Les récepteurs aux DHPs considérés comme canaux calciques pourraient jouer un role
dans le couplage excitation-contraction du muscle squelettique du moins pendant les réponses
durables.

En effet, les travaux de POTREAU et RAYMOND (1980 a et b) ont montré qu'il
existe une corrélation entre le courant calcique lent et la composante tonique de la contraction
de la fibre musculaire squelettique de grenouille lorsque celle-ci est stimulée par une
dépolarisation de longue durée. Ces résultats furent confirmés par ILDEFONSE et al. (1985)
qui montrérent que la deuxiéme composante de la contraction était augmentée ou diminuée par
les dihydropyridines qui augmentent ou diminuent le courant calcique respectivement. Les
résultats similaires sont rapportés par JACQUEMOND et ROUGIER (1990) qui montrent sur
la fibre musculaire de grenouille une corrélation entre le courant calcique lent et la composante
lente de la contraction. Sur le muscle squelettique de rat en culture, RIVET et al. (1989) ont
montré que le courant calcique lent est responsable d'une partie de la contraction musculaire de
ces cellules. COGNARD et al.(1992) ont montré que sur les myoballes du muscle squelettique
de mammifére en culture, cette contraction courant-dépendante était régulée pendant le
développement musculaire. De plus, comme le suggeérent les résultats d¢ COGNARD et
RAYMOND (1985) sur le muscle squelettique de grenouille;, COGNARD et al. (1988),
CONSTANTIN et al. (1993) sur le muscle de rat en culture, le courant calcique lent assurerait
la charge en Ca2* du RS.

13



Figure H5

A - Modele de la structure du canal calcique DHP avec ses différentes sous-unités dans la

membrane.
D'aprés CATTERAL, (1988)

B - Structure de la sous-unité o] du canal calcique L. La structure comporte 4 motifs (I a IV)
chacun composé de 6 segments hélicoidaux (1 & 6) avec des sites probables de DHP et de
Ca2™ au niveau de la partie C terminale.

D'aprés SPEEDING et KENNY, (1992).

C - Autre représentation de cette structure de ot qui montre des zones pouvant varier selon les
tissus (zone grise), des sites phosphorylables (P) et une large boucle intracellulaire
probablement impliquée dans le mécanismes de couplage excitation-contraction.

D'aprés TSIEN et al., (1991)

D - Schéma montrant la régulation possible de la sous-unité o par 3 et des zones représentant
le pore (canal calcique) et le "voltage sensor".

D'aprés LORY et al., (1991)
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II - Les récepteurs aux DHPs constituent le "voltage sensor", du couplage excitation-
contraction.

Le "voltage sensor" du couplage excitation-contraction du muscle squelettique
représente la molécule sensible au potentiel qui, suite a son activation entraine la libération du
calcium du RS. En d'autres termes, il assure la transduction du signal électrique depuis la
membrane du tubule transverse jusqu'au RS.

1 - Effets des ions sur le "voltage sensor."
a - Le calcium extracellulaire.

Plusieurs travaux ont été effectués pour étudier l'effet et le role du Ca™ extracellulaire
dans le couplage excitation-contraction.

A faible concentration calcique externe, la durée des contractures potassiques est
réduite (LUTTGAU, 1963; CAPUTO, 1972 ; STEFANI et CHIARANDINI, 1973; COTA et
STEFANI, 1981), le seuil mécanique déplacé vers les potentiels plus élevés (CHIARANDINI
et al., 1980), et une tendance a l'inactivation caractérisée par un déplacement de la courbe
d'inactivation vers les potentiels négatifs (LUTTGAU et SPIECKER, 1979 ; LUTTGAU et al,,
1987).

L' explication de ces résultats par la suppression d'un influx calcique nécessaire a la
libération secondaire de Ca2* du RS (FRANK, 1958) souffre d'insuffisance puisque l'activité
mécanique peut subsister durablement dans un milieu sans calcium (ARMSTRONG et al,
1972 ; LUTTGAU et SPIECKER, 1979).

D'autre part, GRAF et SCHATZMANN (1984) avaient observé une paralysie des
contractures potassiques du muscle de mammiféres quand celui-ci était maintenu dans un
milieu sans calcium mais avec magnésium. Ces auteurs proposaient que le Ca2* se fixe sur un
site spécifique constitué de charges intramembranaires situées dans le "voltage sensor" et cette
fixation rend ce dernier fonctionnel.

D'autres travaux réalisés par BRUM et al. (1988a), en mesurant simultanément le flux
calcique et les mouvements de charge ont montré que: (i) La contribution de l'influx calcique
dans l'augmentation du Ca2* myoplasmique est inférieure 4 5% et n'entraine pas la diminution
de la concentration calcique extracellulaire. (ii) De faibles concentrations calciques externes
déplacent de fagon paralléle la courbe d'inactivation du flux calcique a partir du RS et la courbe
de disponibilité des mouvements de charge de type 1 mais sans changement significatif sur la
courbe d'activation du flux calcique du RS. (iii) Durant des impulsions de longue durée, une
faible concentration du Ca2t externe accélére l'inactivation de la libération du Ca2t et entraine
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une disparition de la charge 1. (iv) En absence d'ions métalliques externes et en présence
d'EGTA, de faibles concentrations calciques externes entrainent une réduction de la charge 1,
une augmentation de la charge 2, et une disparition de la libération du Ca2™.

A partir de ces observations (BRUM et al., 1988b; PIZARRO et al., 1988; RIOS et al.,
1990) ont proposé un modéle de "voltage sensor" du couplage excitation-contraction avec des
sites de fixation du Ca2* externe (Figure H6A). Selon ce modéle le "voltage sensor" se
présente sous quatre états (repos, activé, inactivé, inactivé paralysé). Le Ca2* se fixe sur les
sites de "priming" lorsque le "voltage sensor" se trouve dans son état de repos et dans son état

activé et ceci évite qu'il évolue vers un état inactivé ou vers un état inactivé paralysé.
b - Effets des autres ions métalliques.

Lorsqu'on remplace le Ca2t par d'autres cations divalents, l'activité contractile est
modifiée. Ainsi SANDOW et ISAACSON (1960) avaient démontré que l'effet du Ca2™ était
potentialisé par ajout d'autres métaux lourds. DULHUNTY et GAGE (1989) ont montré que
le cobalt (Co2™) et le magnésium (Mg2*") diminuaient les "twitch" ainsi que les contractures
tétanique et potassique. D'autres ions divalents comme le manganése (Mn2") ont un effet
similaire & celui du Ca2™  faible concentration (1 mM) mais on arrivait 4 un effet inhibiteur a
des concentrations plus élevées (OOTA et al., 1972; CHIARANDINI et STEFANI, 1973).
Certains effets des cations métalliques observés en absence de Ca2* externe peuvent étre
compris comme une conséquence de la fixation de ces cations sur les sites "priming" du
“voltage sensor". Les calculs effectués en se basant sur le fait que le Ca2™ libéré par le RS est
proportionnel a 1'affinité du cation sur le site "priming" ont permis d'établir l'affinité relative de
ce site pour ces cations, avec la séquence suivante : Ca > Sr > Mg >Ba >>Li >> Na > K > Rb
> Cs (pour revue voir RIOS et PIZARRO, 1991).

L'effet inhibiteur de ces ions (Co2t, Mg2™, Mn2+) en présence de Ca2t ne peut pas
étre interprété comme la conséquence de leur fixation sur le site "priming" du "voltage sensor"
mais peut €tre attribué a la fixation sur des charges négatives proches. Ces ions ultérieurement
pénétrent dans la cellule et diminuent les fonctions de recyclage et de libération du Ca2*
expliquant I'effet inhibiteur observé. Ainsi il est signalé que le Mg2*, a part cette capacité a se
fixer sur le site "priming" du "voltage sensor", pénétre dans la cellule musculaire squelettique
au repos et se fixe sur un site au niveau du canal calcique du RS et le bloque. Aprés activation
du "voltage sensor" le Mg2™ se dissocie de ce site d'ou levée d'inhibition et libération du Ca2*.
(Figure H6B). Le magnésium jouerait donc un rdle vital dans les mécanismes de libération du
CaZ* par le "voltage sensor" du muscle squelettique (LAMB et STEPHENSON, 1992).
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Figure H6

A - Modéle du "voltage sensor" présenté sous ses 4 états (repos, activé, inactivé, paral,«¢, Le
Ca2* se fixe sur un site "priming" lorsqu'il se trouve dans son état de repos "resting" et dans
son état activé, ceci évite qu'il évolue vers son état inactivé. Les constantes K et Ky sont
dépendantes du potentiel.

D'aprés PIZZARO et al., (1988).

B - Schéma montrant le rdle des ions Mg2* dans le couplage excitation-contraction du muscle
squelettique. Au repos, les ions Mg2™ se fixent sur un site au niveau du canal calcique du RS
et l'inhibent. L'activation du "voltage sensor" léve cette inhibition en provoquant la dissociation
des ions Mg2* de leur site de fixation.

cercles vides: les ions calcium

cercles pleins: les ions magnésium

D'aprés LAMB et STEPHENSON, (1992).



K,
Inactivated * - Inactivated
Ca

K,
Ca: Resting »  Ca: Active

SKELETAL

t-system

cytoplasm

RESTING

SR

ACTIVATED |ﬁ_-_"' ] ~®

Mg 2+ - regulated Ca?* release (7)

17



c - Effets des anions.

Les anions ont également des effets sur le "voltage sensor". Le perchlorate (ClO4-)
diminue le seuil d'activation des mouvements de charge et de la contraction (FELDMEYER et
LUTTGAU, 1988). Sur le muscle squelettique d'écrevisse, le perchlorate a un effet faible sur la
libération du Ca2* du RS (GYORKE et PALADE, 1992). Les anions agissent probablement
par interférence des groupes polaires avec les protéines chargées (COLLINS et
WASHABAUGH, 1985). Ces observations laissent prévoir un effet des anions sur le "voltage

sensor".
2 - Pharmacologie du "voltage sensor”.
a - Les antagonistes calciques.

Pour étudier les effets des antagonistes calciques sur le couplage excitation-contraction,
plusieurs molécules ont été testées, les résultats paraissant parfois contradictoires.

Ainsi DORRSCHEIDT-KAFER (1977) et BONDI (1978) avaient observé une
diminution de l'activité contractile en présence de phénylalkylamines (antagonistes calciques).
GONZALEZ-SERRATOS et al. (1982) avaient quant a eux observé une faible potentialisation
de la contraction en présence de diltiazem (1 pM), une concentration qui bloque le courant
calcique et avaient conclu que les canaux calciques n'ont pas un effet direct dans le mécanisme
de couplage excitation-contraction. Par contre, McCLESKEY (1985) avait observé un effet
inhibiteur sur le courant calcique et la contraction avec les concentrations élevées de nifédipine
et de D600 (antagoniste calcique) appliquées a l'extérieur ou a l'intérieur de la fibre musculaire
squelettique. ILDEFONSE et al. (1985) interprétaient ce blocage simultané du courant
calcique lent et la composante tonique de la contraction comme preuve que le courant calcique
intervient dans la composante tonique de la contraction. COGNARD et al., (1990) ont observé
une inhibition de la contraction dépendante du voltage par la nifédipine sur les myoballes de rat
en culture primaire: les effets similaires & ceux observés sur le muscle adulte.

II a été rapporté par EISENBERG et al. (1983) que le D600 entraine une paralysie
musculaire et une élimination de la charge 1, fournissant ainsi la premiére indication d'un effet
direct d'antagoniste calcique sur le couplage excitation-contraction. PIZARRO et al. (1988) et
FELDMEYER et al., (1990) ont montré quant a eux que la paralysie musculaire par le D600
n'affectait pas les mouvements de charge mais changeait leur dépendance vis a vis du potentiel
(Q(V)), un effet similaire a 'effet inactivateur des dépolarisations de longues durées. De plus
LAMB (1985, 1986b), RIOS et al. (1986), SHIMAHARA et al. (1992), STRUBE et al.,
(1992) ont observé une inhibition des mouvements de charge par la nifédipine sur la fibre
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musculaire squelettique de mammifére. Les mémes résultats avaient été obtenus par RIOS et
BRUM (1987) sur la fibre squelettique d'amphibien. RIOS et al. (1986); RIOS et BRUM,
(1987) ont montré que ce blocage des mouvements de charge était accompagné d'une
réduction simultanée de la libération du Ca2™ et ont conclu que I'effet bloqueur de la nifédipine
affectait précisément le "voltage sensor" impliqué dans la libération du Ca2* du RS.

Ces résultats sont compatibles avec I'hypothése selon laquelle il y aurait une fixation
préférentielle des antagonistes calciques sur les formes inactivées du "voltage sensor”
(LUTTGAU et al., 1986 ; BERWE et al., 1987 ; RIOS et BRUM, 1987 ; FILL et BEST,
1989). C'est a la lumiére de ce raisonnement que PIZZARO et al.(1988) avaient proposé un
modele rendant compte de la fixation préférentielle des drogues (DHPs) sur des états inactivés
du "voltage sensor" (Fig. H7A). Selon ce modele, la fixation des drogues est antagonisée par
toute action (hyperpolaristion ou élévation du Ca2* externe) susceptible d'éloigner le "voltage
sensor" de son état d'inactivation.

LUTTGAU et al. (1992) ont observé les effets de trois classes d'antagonistes calciques
(dihydropiridines, phénylalkylamines, benzothiazépines) sur l'activité contractile de la fibre
musculaire squelettique de grenouille. Ils observent une diminution de l'activité contractile en
présence de ces antagonistes calciques et montrent qu'ils se fixent a des sites différents sur le
"voltage sensor" par un changement de configuration allostérique avec le Ca2¥ au niveau de
ces sites. Ils proposent un modéle montrant que les antagonistes calciques se fixent sur le
"voltage sensor" lorsque celui-ci se trouve dans un état activité. Quand il se trouve dans son
état de repos, le site spécifique fixe le Ca2™ avec une forte affinité. Une fois activé, la fixation
du Ca2™* se fait avec une faible affinité d'ou dissociation du Ca2*, de son site. Ce processus va
entrainer un changement allostérique du systéme et faciliter la fixation des DHPs. Le "voltage
sensor" se trouve alors dans son état inactivé "primaire”. La dissociation du Ca2* sur le
deuxiéme site va permettre aux phénylalkylamines (PAAs) et aux benzothiazépines (BTZs) de
se fixer a des sites différents ce qui accelére la transition du systéme dans un état inactivé stable
ou paralysé (ces propos sont illustrés sur la figure H7B). Les antagonistes calciques sont donc
des drogues largement utilisées dans l'étude des mécanismes de couplage excitation-
contraction.

b - Les agonistes calciques.

Les similitudes structurales entre "voltage sensor" et canaux calciques, l'augmentation
de l'activité contractile par les agonistes calciques constituent les raisons qui ont amené les
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Figure H7

A - Modéle du "voltage sensor" montrant l'effet des drogues comme les DHPs. Ces drogues se
fixent avec une forte affinité sur les états inactivés du "voltage sensor" et sont antagonisées par
toute action (hyperpolarisation, concentration calcique externe élevée) visant 4 empécher le
systéme d'évoluer vers ses états inactivés.

D'aprés PIZZARO et al., (1988)

B - Autre modéle résumant les actions possibles des ions Ca2* et des antagonistes calciques
sur le "voltage sensor". Les ions calcium se fixent préférentiellement sur les formes de repos et
activée du "voltage sensor" et les drogues (dihydropyridine: DHP, phénylalkylamine: PAA,

benzothiazépine: BTZ) sur les formes inactivée et paralysée du systéme.

D'aprés LUTTGAU et al., (1992).
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chercheurs a étudier les effets de ces agonistes calciques. Ainsi PIZARRO et al. (1988) sur des
fibres coupées ont utilisé un agoniste calcique : (+) - 202-791, un énantiomére qui active le
courant calcique cardiaque avec une forte affinité (KONGSAMUT et al., 1985) Ils montrent
que cet agoniste n'a pas d'effet sur les mouvements de charge et sur la libération du Ca2* du
RS, mais lorsque les fibres sont partiellement dépolarisées, il a un effet inhibiteur comme la
nifédipine (LAMB, 1986b; RIOS et al., 1986). Les résultats similaires ont €té rapportés par
DULHUNTY et GAGE (1988). D'autres études réalisées par un autre agoniste calcique
(BAYK 8644) ont montré une potentialisation de l'activité contractile de la fibre musculaire
squelettique (GARCIA et al., 1989; JACQUEMOND et ROUGIER, 1990), effet attribué a
l'activation du courant calcique. Contrairement aux antagonistes calciques, il n'a pas été
démontré si cet effet activateur des agonistes calciques refletait une action spécifique sur le
"voltage sensor".

c - Autres agents utilisés dans la pharmacologie du "voltage sensor".

D'autres outils pharmacologiques dont les effets sur le "voltage sensor" sont
secondaires a l'effet direct sur les canaux calciques du RS sont utilisés pour activer ou bloquer
ces canaux calciques avec des conséquences sur le couplage excitation-contraction:

La caféine est utilisée pour induire la libération du calcium du RS des fibres intactes ou
pelées. Elle provoque une contracture sans changement du potentiel de membrane et 4 de
faibles concentrations potentialise la libération du Ca2 induite par une dépolarisation de la
membrane tubulaire. De multiples travaux ont été réalisés avec la caféine. KOVACS et SZUCS
(1983) sur fibre coupée et HUANG (1986) sur fibre intacte ont étudié les effets de la caféine
sur la "voltage dépendance" des mouvements de charge. La caféine déplace le seuil de
libération du Ca2* et la contraction vers les patentiels négatifs d'environ 10 mV, le seuil
d'activation des mouvements de charge étant également déplacé de la méme fagon d'ou l'idée
que le courant de charge y (qui sera détaillé dans le paragraphe sur les mouvements de charge)
est une conséquence de la libération du Ca2+. SIMON et al. (1989) ont montré que l'arrét de la
libération du Ca2* qui a lieu juste en fin de dépolarisation se fait de fagon plus tardive en
présence de 0,5 mM de caféine. Ceci signifie que le processus de libération du calcium du RS
par le potentiel de membrane est dénaturé en présence de la caféine.

RIOS et PIZARRO (1991) résument en disant que les effets de la caféine sur le
"voltage sensor" sont probablement secondaires a l'effet direct sur les canaux calciques du RS
et que le mécanisme par lequel la caféine affecte le canal pendant une dépolarisation normale

activant la contraction reste inconnu.
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Les anesthésiques locaux, a part leur effet bloqueur sur les canaux sodiques et
potassiques, sont connus comme pouvant affecter le mécanisme de couplage excitation-
contraction.

La procaine sur les fibres coupées (GONZALEZ et al., 1991) et la tétracaine sur les
vésicules isolées de RS (OHNISHI, 1979) inhibent la libération du Ca2* du RS. De plus, la
tétracaine inhibe l'activité contractile des fibres musculaires intactes induite par la caféine ou
par une dépolarisation (LUTTGAU et OETLIKER, 1968). Ces effets furent par la suite étudiés
sur les mouvements de charge par ALMERS et BEST (1976) qui n'ont observé aucun effet
avec 2 mM appliqués sur fibre intacte. Par contre HUANG, (1980; 1981; 1982); VERGARA
et CAPUTO (1983) et HUI (1983) signalent une réduction d'environ 20% de charge totale en
présence de 4 mM de tétracaine. Cet effet est interprété comme étant la conséquence du
blocage de la charge Qy par la tétracaine. D'autre part PIKE et al. (1989) ont travaillé sur des
fibres musculaires pelées et ont démontré qu'en présence de faible concentration (0,5 mM) de
tétracaine et de procaine, il y avait inhibition de la libération du Ca2* mais a de fortes doses,
on observe plutét une augmentation de celle-ci. Cette libération de calcium induite a de fortes
concentrations n'est pas physiologique.

D'autre part la lidocaine a été rapportée comme inhibant les composantes Q3 et Qy des
mouvements de charge (détails sur Qf et Qy dans la partie traitant des mouvements de charge)
(HUANG, 1982). Ces études montrent que les anesthésiques locaux considérés comme agents
agissant spécifiquement sur les canaux calciques du RS interviennent dans l'activité contractile
d'ou nécessité de réexaminer leur effet dans la régulation du voltage sensor.

La ryanodine (un alcaloide végétal: substance naturelle longtemps utilisée comme
insecticide) bloque la libération du Ca2* du RS en se fixant spécifiquement sur son canal
calcique (SUTKO et KENYOU, 1983; SUTKO et al., 1985; SMITH et al., 1988b). BAYLOR
et al. (1989) en étudiant 'effet de cette drogue sur le canal calcique du RS ont observé l'effet
sur les mouvements de charge de la fibre musculaire d'amphibien. Ils ont pu constater que
l'effet de la ryanodine sur le canal du RS était accompagné d'un blocage des charges. 1l a été
montré récemment (GARCIA et STEFANI, MA et al,, observations non publiées : voir revue
RIOS et PIZARRO, 1991) que la ryanodine (100 nM & 10 uM) réduit la libération du Ca2™ du
RS et Iy mais sans effet significatif sur Q.

Il existe d'autres outils censés agir spécifiquement au niveau des canaux calciques du
RS (rouge de ruthénium, certains alcools) qui ne feront pas l'objet d'étude détaillée mais qui
interviennent dans les mécanismes impliqués dans l'activité contractile. Si il est admis que les
récepteurs DHPs sont a l'origine des mouvements de charge, au moins en partie, dans la cellule
musculaire squelettique (RIOS et BRUM, 1987, ADAMS et al.,1990), alors il parait évident
que ces agents qui ont des effets sur les mouvements de charge affectent probablement le

"voltage sensor".
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En définitive, beaucoup de molécules ayant un effet direct (antagonistes calciques) ou
indirect (agonistes calciques, la caféine, les anesthésiques locaux, la ryanodine) sont utilisées en
ce moment par de nombreux spécialistes du couplage excitation-contraction dans l'espoir de
dépouiller avec le maximum de détails, les mécanismes impliqués dans ce processus

physiologique.
3 - Modulation du "voltage sensor".

Comme nous l'avions souligné dans la partie structure des récepteurs aux DHPs, il y a
bien une similitude structurelle entre le canal calcique de type L et les récepteurs aux DHPs et
cette analogie a conduit différents chercheurs a penser a une modulation intrinséque du voltage
sensor. La phosphorylation des canaux calciques L et des récepteurs aux DHPs suggére une
modulation du "voltage sensor” par les protéines G et les kinases. Ainsi DI VIRGILIO et al.
(1986) ont été les premiers a suggérer lintervention des protéines G dans le couplage
excitation-contraction. Les observations similaires ont été faites par d'autres chercheurs
(VILLAZ et al., 1989 ; GARCIA et al., 1990 ; SOMASUNDARAM et al., 1991).

Comme le soulignent RIOS et PIZARRO (1991), la modulation dans un cas pourrait
résulter d'une interaction directe entre "voltage sensor" et protéine G mais peut dépendre
également d'un processus de phosphorylation.

III - Les récepteurs DHPs ont-ils un double réle dans le mécanisme de couplage

excitation-contraction ?

La question qui se pose est de savoir si c'est le méme récepteur DHP qui joue le role de
"voltage sensor" et de canal calcique ou si ce sont des molécules différentes mais voisines.

Les avis restent partagés sur ce point. Apparemment, le "voltage sensor" et les canaux
calciques L sont codés par le méme géne (TANABE et al.,, 1988). Ils ont la méme structure
primaire et jouent des roles différents en fonction des interactions avec les autres protéines
(pour revue, voir RIOS et PIZARRO, 1991).

Selon LUTTGAU et al. (1992), le terme de récepteur aux DHPs regroupe les canaux
calciques et le "voltage sensor" ce qui suppose deux molécules différentes sur le plan
fonctionnel.

CATTERALL (1991) propose que seule la forme du récepteur présentant une
séquence compléte jouerait le réle de canaux calciques alors que la forme tronquée jouerait le
role du "voltage sensor". Pour répondre a cette question, BEAN et al. (1992) ont reconstitué
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Figure H8

A - Schéma de la forme tronquée de la sous-unité o du récepteur DHP du muscle squelettique.
L'ADN (pC6Al) qui code pour la forme tronquée de la sous-unité o incorporé dans les
plasmides permettent de reconstituer le récepteur DHP pouvant jouer simultanément le réle de
"voltage sensor" et de canal calcique.

D'aprés BEAM et al., (1992).

B - Modéle du récepteur DHP jouant simultanément ou non le rdle de canal calcique et de
"voltage sensor". Un récepteur DHP (formé de 4 sous-unités) peut fonctionner comme canal
calcique voltage-dépendant lorsque la sous-unité a cinétique lente est activée. Le "volfage
sensor" qui assure la libération du Ca2% du RS suite 4 une dépolarisation de la membrane
tubulaire est fonctionnel lorsque 4 récepteurs couplés a un récepteur du RS mettent en activité

chacun une sous-unité a cinétique rapide.

D'aprés LAMB, (1992).
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un ADN complémentaire (pc 6 Al) correspondant a 'ADN qui code pour la séquence de la
forme tronquée des récepteurs DHPs du muscle squelettique (Figure H8A). L'expression de
cet ADN dans les myotubes dysgéniques restaure aussi bien le "voltage sensor" que les canaux
calciques d'ou l'idée que ce sont les mémes récepteurs DHPs qui jouent les deux réles (canaux
calciques et "voltage sensor").

Lamb (1992) propose un modéle montrant le fonctionnement simultané du récepteur
DHP comme canal calcique et "voltage sensor". Dans ce modéle, le fonctionnement du
récepteur DHP comme canal calcique ou comme "voltage sensor" dépend de la mise en jeu de
sous-unités des récepteurs DHPs organisées en tétrameres, ces sous-unités ayant des cinétiques
d'activation différente. Parmi les sous-unités composant le récepteur DHP, trois ont une
cinétique d'activation rapide et la quatriéme a une cinétique lente. Un récepteur DHP peut
fonctionner comme canal calcique voltage-dépendant lorsque la sous-unité a cinétique lente
"Slow step" est activée. Le "voltage sensor" qui assure la libération du Ca2* du RS suite 4 la
dépolarisation de la membrane tubulaire est fonctionnel lorsque quatre récepteurs DHPs
couplés a un récepteur du RS mettent en activité chacun une sous-unité a cinétique rapide
"Fast step" (ces propos sont illustrés sur la figure H8B).

En dépit de ces multiples hypothéses, la question de savoir si le récepteur DHP joue le
role de canal calcique et de "voltage sensor" reste posée car il est difficile d'expliquer pourquoi
une partie de la contraction est due aux canaux calciques (POTREAU et RAYMOND, 1980a et
b; ILDEFONSE et coll.,1985) et pourquoi la levée d'inhibition par lavage aprées la nifédipine
(antagoniste calcique) était plus rapide pour la contraction que pour le courant calcique
(COGNARD et al.,1990).
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B - LES MOUVEMENTS DE CHARGE ET LE COUPLAGE EXCITATION-
CONTRACTION.

I - Origine des mouvements de charge.

Les mouvements de charge sont des signaux électriques engendrés par le déplacement
intramembranaire de complexes chargés sous l'influence du potentiel. Ils sont asymétriques et
réflétent le changement conformationnel des protéines associées a l'ouverture des canaux :
gating current (AMSTRONG et BEZANILLA., 1973; ADAMS et GAGE, 1976) ou associées
a la libération du calcium du RS (SCHNEIDER et CHANDLER, 1973).

Ce sont donc des molécules protéiniques chargées électriquement qui générent du
courant sous l'effet du potentiel. La quantité de charge(Q) générée est fonction du potentiel et
suit une distribution de BOLTZMAN:

Q = Qmax/(1+e-(v-¥v)/k), ou:

Qmax est la quantité maximale de charge
V est le potentiel de la demi-activation

v est le potentiel imposé

K est la valeur de la pente (mV)

Les mouvements de charge ont été établis sans équivoque quand ces courants
asymeétriqes ont été restaurés par injection de I'ADN qui code pour le récepteur DHP dans le
muscle dysgénique (ADAMS et al., 1990). IIs ont été enrégistrés dans les conditions de voltage
impose sur des préparations dont les perméabilités ioniques sont inhibées et les courants

capacitifs supprimés par soustraction.
II - Les differents types de mouvement de charge.

Il existe deux types de mouvement de charge (chargel et charge 2) différents en
fonction de la gamme de potentiels dans lesquels ils s' activent.

1- Lacharge 1.

La charge 1 s'active dans une gamme de potentiel située entre -90mV et OmV dans une
fibre polarisée normalement (SCHNEIDER et CHANDLER , 1973; CHANDLER et al,
1976a). Des expériences utilisant essentiellement le calcium comme cation divalent
extracellulaire révélent que la quantité maximale de charge (Qmax) de la chargel se situe entre
20 a 40 nC/pF, avec un potentiel de demi-activation (V) situé entre -50mV et -15mV et un
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facteur de pente K entre 7 et 21,5 mV (Pour revue, voir RIOS et PIZARRO, 1991; RIOS et
al., 1992). Il y aurait deux composantes cinétiquement distinctes au niveau de la chargel: Qf
et Qy (ADRIAN et PERES, 1979). Une dépolarisation membranaire de -90 mV a -60 mV
(potentiel seuil de la contraction) donne naissance a Qf a cinétique rapide et qui décroit de
fagon exponentielle. Quand l'amplitude de la dépolarisation augmente il se superpose une
deuxiéme composante a cinétique lente appelée Qy. Qy se présente sous forme d'une bosse
d'ou le nom "hump" qu' on lui donne. Qy apparait donc au potentiel seuil de la contraction
(HOROWICZ et SCHEIDER, 1981a,b; HUANG, 1981; LAMB, 1986). 1l est bloqué comme
la contraction par le dantroléne et la tétracaine (ALMERS et BEST, 1976; HUANG, 1981,
HUI, 1983a,b). Il a été donc suggéré que QP et Qy sont différents, Qp serait situé dans le
sarcolemme et Qy dans la membrane tubulaire et serait directement couplé a la libération du
Ca2* du RS (ADRIAN et HUANG, 1984ab; HUANG et PEAHEY, 1988). LAMB et
WALSH, (1987) avaient quant a eux montré que Qf est d'origine tubulaire et se subdiviserait
en deux sous-classes: Qni insensible a la nifédipine et Qns sensible a la nifédipine. D'autres
résultats expérimentaux indiquent que Qy ne serait pas une cause mais plutdt une conséquence
de la libération du Ca2* du RS (HOLLINGWORTH et MARSHALL, 1981; SIMON et
BEAM, 1985). Un modéle fut proposé pour démontrer comment Qy était généré par la
libération du Ca2* du RS (RIOS et PIZZARO, 1991). Dans ce modéle (Figure H9A), le
"voltage sensor" est chargé négativement au niveau de la face cytoplasmique. Au repos
("voltage sensor" non activé) les canaux calciques du RS restent fermés (Figure H9Aa). La
dépolaristion de la membrane jusqu'a une valeur de potentiel supérieure a la valeur seuil
activant le "voltage sensor", génére le courant de charge (IB) et libération du Ca2*t du RS, ceci
entraine une augmentation du Ca2" intracellulaire (Figure H9Ab). Ce Ca2% va se fixer sur les
sites chargés négativement au niveau de la face cytoplasmique du "voltage sensor", augmente
la dépolaristion de la membrane tubulaire et déplace une quantité de charge suplémentaire (Iy)
(Figure H9Ac). Tout se passe comme si c'était un mécanisme de "feedback" positif. Il est
cependant signalé que le pic de courant (Iy) peut parfois précéder de plusieurs millisecondes
celui du signal calcique (CSNERNOCH et al.,, 1988) ce qui est difficile a interpreéter si l'on
admet que Iy est une conséquence de la libération de Ca2t. L'origine et le role de QB et Qy
dans le processus d'activation de la contraction reste a résoudre.

27



2- Lacharge2 (Qa).

La charge 2 s'active dans une gamme de potentiel située entre -200mV et -90 mV dans
une membrane maintenue dépolarisée (SCHNEIDER et CHANDLER, 1973; ADRIAN et
ALMERS, 1976a,b; CHANDLER et al., 1976a,b). Son Qmax se situe autour 45 nC/puF, le
potentiel de demi-activation autour de -100 mV et K variant entre 19 et 39 mV. Quand on
maintient dépolarisée la préparation il y a une décroissance exponentielle de la charge 1 et
disparition de la libération du Ca2% du RS. La charge 1 et la contraction sont restaurées quand
on revient a la polarisation normale de la membrane. Quand on maintient la préparation a la
polarité normale , on diminue la charge 2. RIOS et al., (1989) ont montré que la charge 2 est
diminuée de 30 a 60 % a un potentiel de membrane de -90mV.

La charge 2 reste difficile & mesurer compte tenu des difficultés a enregistrer les mouvements
de charge a des potentiels trés négatifs avec les techniques de double ou de triple sucrose gap
(CHANDLER et HUI, 1991; RIOS et al., 1992).
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Figure H9

A - Schéma montrant la configuration des mouvements de charge dans la zone iriadigue
(espace entre membrane tubulaire et membrane du RS) au repos '"resting" et apice
dépolarisation de la membrane tubulaire qui génére Ip et Iy.

D'aprés RIOS et PIZARRO, (1991).

B - Diagramme montrant l'interconversion charge 1/charge 2. La charge 1 correspond au
passage du "voltage sensor" de I'état de repos a I'état activé et la charge 2 au passage entre
deux états inactivés. Les transitions horizontales sont dépendantes du potentiel alors que les
verticales sont indépendantes du potentiel.

D'aprés BRUM et RIOS, (1987).
C - Modéle simple du "voltage sensor" a trois états (A,B,C). Les transitions Qab et Qbc sont
dépendantes du potentiel et rendent compte de la sensibilité du systéme au potentiel quelque

soit I'état dans lequel il se trouve.

D'aprés MELZER et al., (1986).
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3 - Interconversion chargel/charge2.

Certaines observations ont permis d'imaginer une relation fonctionnelle entre la charge
1 et la charge 2: (i) la disparition progressive de la charge 1 pendant une dépolarisation
maintenue et qui est restaurée en ramenant le potentiel de membrane vers des valeurs négatives
(CHANDLER et al., 1976a); (ii) la diminution, au contraire, de la charge 2 quand la cellule est
polarisée normalement (RIOS et al., 1989); (iii) la différence dans la gamme de potentiel
activant la charge 1 et la charge 2, (iv) les valeurs voisines de Qmax des deux charges sont des
données qui ont amené BRUM et RIOS (1987) a émettre I'hypothése que la chargel et 2
proviennent d'un méme ensemble de molécules ("voltage sensor") évoluant entre plusieurs
états.

La charge 1 correspondrait au passage du "voltage sensor" de l'état de repos a l'état
activé tandis que la charge 2 émanerait de la transition entre deux états inactivés. RIOS et al.,
(1992) illustrent ces propos sur la figure H9B. Dans ce modéle les transitions horizontales sont
dépendantes du potentiel alors que les verticales sont indépendantes du potentiel. Quand on
impose une dépolarisation de longue durée le "voltage sensor" passe dans l'état inactivé et les
mouvements de charge qui initialement s'exprimaient comme des charges de type 1 présentent
alors les propriétés de la charge 2 caractéristique de I'état d'inactivation. Ce phénomeéne est
connu sous le nom de interconversion chargel/charge 2.

4 - Lerole des mouvements de charge dans le couplage excitation-contraction.

Les observations décrites précédemment semblent lier I'activation des mouvements de
charge et la libération du Ca2* du RS. L'établissement de ce lien a amené certains chercheurs a
étudier simultanément I'activation des mouvements de charge et le flux calcique.

Ainsi KOVACS et al., (1979) mesurant simultanément les mouvements de charge et le
signal calcique montrent qu'il y a déplacement d'une grande quantité de charge avant que le
flux calcique n'atteigne son maximum.

RAKOWSKI et al.,, (1985) avaient quant & eux montré une correspondance étroite
entre le maximum de flux calcique et la quantité de charge déplacée.

MELZER et al., (1986) ont montré une relation proportionnelle entre le pic du flux
calcique et la quantité de charge déplacée par des impulsions de potentiel variable en amplitude
et en durée. Ils interprétent ces observations par un modele simple de "voltage sensor" a trois
états dans lequel l'activation des mouvements de charge entraine la libération du Ca2* du RS
(Figure H9C). Les transitions (Qab et Qbc) entre les états (A,B,C) sont dépendantes du
potentiel et la probabilité d'ouverture du canal du RS et proportionnelles a I'activité de I'état C.
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Ce modéle permet de montrer que le "voltage sensor" est sensible au voltage quel que soit
I'état dans lequel il se trouve.

Les différentes revues et les multiples travaux semblent donc relier la libération du
Ca2* a la composante y de la charge 1 mais il reste cependant difficile d'attribuer 4 chaque type
de charge et a leurs différentes composantes des roles précis dans le processus du couplage
excitation-contraction.
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C- HYPOTHESE DE COUPLAGE MECANIQUE.

L'une des hypothéses permettant d'expliquer la libération du calcium du RS par la
dépolarisation de la membrane tubulaire est celle du couplage mécanique formulée par
CHANDLER et al., (1976a). Cette hypothése prone l'existence d'une liaison mécanique entre
les molécules sensibles au potentiel situées dans la membrane tubulaire ("voltage sensor") et les
canaux calciques situés dans la membrane du RS. Cette liaison mécanique pourrait se faire
directement ou via des molécules intermédiaires. Des apports expérimentaux réalisés par
BRANDT et al., (1990) semblent confirmer cette hypothése. Ainsi ces auteurs ont isolé, a
partir des techniques de chromatographie et I'électrophorése, une protéine de 95 Kd qui lierait
les sous-unités o1 et B des récepteurs DHPs a la membrane du RS (Figure H10A). Ces auteurs
montrent également qu'il y aurait une jonction entre récepteur DHP et le RS par l'intermédiaire
d'enzymes glycolytiques: l'aldolase et la glycéraldéhyde 3-phosphate déhydrogénase (GAPDH).
CASWELL et al., (1991) rapportent que cette molécule de 95 Kd lie les récepteurs DHPs aux
récepteurs a la ryanodine au niveau du muscle squelettique. Ils ont donné a cette protéine le
nom triadine. Ainsi lors de l'activation des récepteurs DHPs par le potentiel il pourrait y avoir
un changement conformationnel dans la protéine. Ce changement pourrait, par l'intermédiaire
de la molécule de 95 Kd libérer directement le calcium du RS, mais entrainerait également la
libération de l'inositol trisphosphate (IP3) fixé a I'aldolase et 'ATP fixé 4 la GAPDH. Le Ca2™
I'ATP, I'TP3 tous connus pour activer le canal calcique du RS vont conjuguer leurs effets pour

moduler la contraction rapide initiée par le "voltage sensor".
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Figure HI10

A - Modéle de couplage direct entre récepteur DHP et membrane du RS par l'interméediaire
d'une protéine de 95 Kd. Ce couplage pourrait se faire également par l'intermédiaire ¢ '¢i.- yme
glycolytique: la glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase (GADP).

T-tubule: membrane tubulaire.

o1, o2, B: les sous-unités du récepteur DHP.

T.C: citerne terminale.

JFP: protéine du pied (canal calcique du RS).

D'aprés BRANDT et al., (1990).

B - Schéma montrant la synthése des messagers secondaires comme ITP3 qui interviendrait
dans le couplage biochimique.

D'aprés BERRIDGE, (1993).
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D - HYPOTHESE DE COUPLAGE BIOCHIMIQUE.

L'hypothése selon laquelle la détection de la variation de potentiel tubulaire pourrait

induire une libération du Ca2* du RS par l'intermédiaire d'un méssager secondaire (IP3) a été
suggérée pour la premiére fois par VERGARA et al. (1985) et VOLPE et al. (1985). Cette
hypothése était partie du fait qu'il y avait un décalage entre l'activation des mouvements de
charge et la libération du calcium du RS. Des apports expérimentaux suggérent effectivement
la capacité pour ITP3 d'activer les canaux calciques du RS (SUAREZ-ISLA et al., 1988;
ROJAS et JAIMOVICH,, 1990; CHU et STEFANI, 1991).
LTP3 est synthétisé suivant une cascade de réactions faisant intervenir l'hydrolyse des
phosphoinositides membranaires en diacylglycérol (DAG) et en inositol triphosphate (IP3).
Dans cette cascade, I'étape sensible a la variation du potentiel étant I'hydrolyse du phosphatidyl
inositol diphosphate (PIP2) en DAG et en IP3 (VERGARA et al.,1985). BERRIDGE, (1993)
a proposé un schéma montrant la synthése possible de 'TP3 par un agoniste. L'agoniste se fixe
sur son récepteur et active la phospholipase C-B1 qui par l'intermédiaire d'une protéine G
entraine la formation de I'IP3 et le DAG (Figure H10B).

1l a été signalé que le PIP2 est capable d'induire la libération du Ca2* du RS dans le
muscle squelettique. Le PIP2 activerait ces canaux calciques en augmentant leur probabilité
d'ouverture (CHU et STEFANI, 1991).

Le role de I'TP3 comme messager dans la transmission du couplage excitation-
contraction est controversé par certains travaux. Sa concentration, y compris au repos,
apparait déja importante de sorte qu'une augmentation significative durant une activité normale
reste improbable (HEILMEYER et al., 1990). De plus, selon ces auteurs, l'augmentation du
Ca2* intracellulaire inhiberait la formation des précurseurs de ITP3 afin d'éviter une déplétion
compléte des phosphoinositides membranaires et favoriserait la formation de ces précurseurs a
partir de I'IP3 (Figure H11). Le Ca2* apparait donc comme un régulateur du métabolisme des
inositols et les variations de la concentration de I'TP3 comme la conséquence de la libération du
Ca2*. 1l a été signalé plus récemment (HANNON et al, 1992) que I'P3 n'induit pas la
contraction du muscle squelettique dans les conditions normales méme a forte concentration
mais il n'induit une activité contractile que lorsque la fibre est maintenue dans une solution de
glycérol ou partiellement dépolarisée par une solution potassique (15 a 17 mM).

Il est donc difficile pour le moment de dire si I'TP3 pourrait jouer le role d'activateur
dans le processus de couplage excitation-contraction du muscle squelettique.
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Figure H11
Shéma montrant le role régulateur du Ca2* dans le métabolisme des inositols et les molécules
cibles de I'TP3 dans la zone triadique du muscle squelettique. La variation de la concentration

de I'IP3 ne serait pas la cause mais la conséquence de la libération du Ca2* du RS.

D'aprés HEILMEYER et al., (1990).
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E - AUTRES MECANISMES IMPLIQUES DANS LE COUPLAGE EXCITATION-
CONTRACTION.

I- Mécanisme de "calcium induced calcium release"” (CICR).

C'est 'hypothése selon laquelle le Ca2™" entrant dans la cellule par les canaux calciques
va déclencher la libération secondaire du Ca2* du RS. Cette hypothése formulée par FRANK
en 1958 ne pouvait guére expliquer le maintien de la contraction du muscle squelettique en
absence de calcium extracellulaire (ARMSTRONG et al., 1972).

Des travaux ultérieurs ont établi également une relation entre l'entrée des ions divalents
par le canal calcique et la contraction (POTREAU et RAYMOND, 1980a,b; ILDEFONSE et
al., 1985; COGNARD et al., 1988; RIVET et al, 1989). De méme POTREAU et
RAYMOND, (1982), COGNARD et RAYMOND, (1985) ont montré que: (i) Lorsqu'on
bloque les canaux calciques du RS par une faible dose de tétracaine, la contraction dépendante
du courant calcique disparait. (ii) Lorsqu'on vide le RS par application de la caféine, le courant
calcique n'induit pas la contraction tant que le RS n'a pas été rechargé. Ces observations
mettent bien en évidence le phénoméne de "Ca2™ induced Ca2 release".

Méme si le courant calcique membranaire n'est pas habituellement responsable du
couplage d'autres sources de calcium peuvent intervenir et FRANK (1980) a émis I'hypothese
de l'existence d'un "pool" sous-membranaire qui pourrait étre contrdlé par le Ca2™
extracellulaire. Cette hypothése fut renforcée par les travaux de LEOTY et NOIRAUD,
(1987b) qui, sur le muscle soleus dénervé de rat, montrent qu'il existe du CaZt fixé a des sites
intramembranaires. Ce pool calcique est maintenu en équilibre par le CaZt extracellulaire et
par le potentiel de membrane. La dépolarisation de la membrane diminue l'affinité de ce site
pour le Ca2t qui est libéré dans le myoplasme. Ceci entraine une augmentation du Ca2*t
intracellulaire et induit une activité contractile probablement par le méme mécanisme.

Des travaux réalisés dans cette optique ont montré que les canaux calciques du RS
(récepteur 4 la ryanodine) réincorporés dans des vésicules étaient activables par les ions Ca2*
eux-mémes (ROUSSEAU et al., 1988; SMITH et al., 1988a,b). Comme viennent de démontrer
VALDIVIA et al., (1992) il existe dans le RS jonctionnel du muscle squelettique de lapin un
canal activé par le Ca2" et qui serait différent de celui activé par I'TP3. GARCIA et al., (1991b)
ont pourtant montré qu'en présence d'une forte concentration dEGTA intracellulaire le flux de
libération calcique continuait d'avoir lieu. En fait plusieurs mécanismes pourraient étre présents
avec deux composantes de libération calcique: l'une dans le temps fait appel au "voltage
sensor" et est déclenchée directement par la variation de potentiel de membrane, l'autre,
transitoire, responsable du pic de calcium libéré, est controlé par un mécanisme de CICR ou le
calcium libéré par le mécanisme précédent vient activer une nouvelle libération. A l'appui de
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cette idée JACQUEMOND et al., (1991) montrent que la libération de type transitoire peut
étre bloquée spécifiquement par le tampon calcique BAPTA injecté intracellulairement. Méme
si I'hypothése de "calcium induced calcium release" semble étre secondaire dans le mécanisme
de couplage excitation-contraction, elle reste tout de méme crédible et pourrait intervenir lors
de réponses soutenues.

II - Mécanisme de "sodium induced calcium release” .

C'est I'hypothése selon laquelle les ions sodium pénétrant dans la cellule par les canaux
tubulaires vont induire la libération du Ca2* du RS. Cette hypothése émane des travaux de
CAILLE et al., (1978) qui ont montré que le remplacement des ions sodium externes par le
lithium diminue la contraction mais le décours et les conditions de déclenchement du potentiel
d'action ne sont pas changés. Cette hypothése est renforcée par les travaux de POTREAU et
RAYMOND, (1982) qui ont montré qu'en présence de 0 Ca2* externe l'entrée du sodium par
un canal lent déclenche une activité contractile.

Parallélement aux canaux calciques, le RS posséde des canaux potassiques, anioniques
(HALS et al., 1989) et protoniques (MEISSNER et YOUNG,1980). Les canaux potassiques
également perméables aux ions sodium paraissent localisée, pour une grande part, au niveau
des citernes terminales (GARCIA et MILLER, 1984) et joueraient le réle de canaux de contre-
ion (assurant I'équilibre de charges de part et d'autre de la membrane du RS apres largage du
Ca21) associé a la libération de Ca2™ par le RS. Ainsi ABRAMCHECK et BEST (1989) ont
montré sur fibre pelée de grenouille le role fondamental de la concentration intracellulaire en
ions monovalents dans le controle de la libération du Ca2™ par le RS. De plus les travaux de
ALLARD et ROUGIER (1992) montrent que l'entrée de Na™ dans la cellule amplifie la
contraction tétanique alors que si on remplace Na™ par Li*, il y a une diminution de I'amplitude
du plateau de la contraction tétanique, l'effet étant réversible. Les ions Na™ intracellulaires (aux
voisinages des citernes terminales) peuvent contribuer au flux de contre-ion associé a la
libération de Ca2* par le RS, ce qui expliquerait le mécanisme de "Na* induced Ca2™ release"
intervenant dans le couplage excitation-contraction. Ces propos sont illustrés sur la figure H12.

37



Figure H12
Schéma montrant I'hypothése de "Na* induced Ca2™ release" dans le mucle squelettique
A: L'augmentation de Na* dans l'espace triadique dans les situations de tétanos
physiologiques entraine son entrée dans le RS par le canal de contre-ion et provoque

parallélement la libération du calcium. La contraction qui en résulte présente un plateau ample.

B: La faible perméance du Li2* a travers le canal de contre-ion entraine une libération
resteinte de Ca2* et une activité contractile qui présente un plateau réduit.

D'aprés ALLARD et ROUGIER, (1992).
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III - L'échangeur Na/Ca.

C'est un systéme de régulation de I'homéostasie calcique qui fonctionne pour sortir le
calcium de la cellule et faire entrer le sodium et peut s'inverser en fonction des conditions
physiologiques. L'existence du mécanisme avait été envisagée sur le muscle squelettique de
vertébrés par GILBERT et MEISSNER, (1982) et plus récemment démontrée chez les
batraciens par DONOSO et HIDALGO (1989).

De plus sur le muscle squelettique de mammiféres un milieu sans sodium peut induire
des contractures (LEOTY, 1984; LEOTY et NOIREAUD, 1987a). Cela a amené CURTIS,
(1988) a proposer un modeéle qui explique comment I'échangeur Na/Ca pourrait intervenir dans
le couplage excitation-contraction (Figure H13). Selon ce modéle, I'échangeur Na/Ca dans la
membrane tubulaire libére les ions Ca2* (dans l'espace triadique aprés la dépolarisation) qui
vont déclencher une libération secondaire au nivau du RS. Le mécanisme est alors de type
"CICR" et I'échangeur le "voltage sensor". Cette hypothése est critiquée par GARCIA et al.
(1992a) dont les travaux expérimentaux ne sont pas en faveur d'un réle de I'échangeur dans le
couplage excitation-contraction du muscle squelettique de grenouille. En effet ces auteurs
montrent que le Na™ extracellulaire n'a aucun effet sur les mouvements de charge et ils pensent
que la possibilité que l'échangeur soit impliqué dans le couplage excitation-contraction reste

trés faible.
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Figure H13

Modéle de l'echangeur Na/Ca intervenant dans le couplage excitation-contraction du muscle
squelletique.

'A: Repos musculaire, les ions Ca2* sont fixés 4 un site extracellulaire et Na* se fixe &

ce méme site au niveau intracellulaire dans la membrane tubulaire.
B: La dépolarisation de la membrane tubulaire entraine une orientation du site de Ca2*

vers l'intérieur et le site de Na* vers I'extérieur. Ainsi le Ca2™ sera libéré dans l'espace triadique

et entrainer le mécanisme de "Ca2t induced Ca2™ release" et activation de la contraction.

C: Une dépolarisation prolongée entraine une déplétion de Ca?* conduisant & la
relaxation de la contraction.

D: La repolarisation musculaire remet le systeme d'échangeur dans son état initial avec
le site calcique extracellulaire et le sodique en intracellulaire.

D'apres CURTIS, (1988).
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F - RESUME DES DIFFERENTS MECANISMES DE COUPLAGE EXCITATION-
CONTRACTION.

Quand on passe en revue toutes les données du couplage excitation-contraction, force
est de constater que celui-ci est un processus complexe faisant appel & une conjugaison
synergique de plusieurs mécanismes. Les paramétres essentiels sont, d'une part, les récepteurs
DHPs situés dans la membrane tubulaire et capables de détecter la variation du potentiel de
membrane. Ces récepteurs seraient, au moins en partie, a l'origine des mouvements de charge.
D'autre part, les récepteurs a la ryanodine qui constituent les canaux du RS assurent la
libération du Ca2*. ROUSSEAU et CHABOT (1992) donnent une illustration du couplage
excitation-contraction du muscle squelettique et du muscle cardiaque (figure H14A). Au
niveau du muscle squelettique, la dépolarisation de la membrane tubulaire active le "voltage
sensor" qui libére directement le Ca2* du RS, alors qu'au niveau du muscle cardiaque la
dépolarisation permet I'ouverture des canaux calciques voltage-dépendants qui laissent transiter
le Ca2* dans la cellule et par le mécanisme de "Ca2* induced Ca2* release" induit l'activité
contractile. Le couplage excitation-contraction des tissus musculaires cardiaque et squelettique
présente donc des différences qui reposent probablement sur la différence structurale existant a
I'échelle moléculaire entre les récepteurs DHPs des deux types musculaires. En effet, bien que
codés par des genes différents, ces récepteurs présentent une forte homologie au niveau des
séquences primaires (TANABE et al., 1987, MIKAMI et al., 1989) mais différent
essentiellement au niveau de la large boucle intracellulaire située entre les motifs II et III
(Figure H5C) ainsi qu'au niveau des extrémités de la chaine polypeptidique (TSIEN et al.,
1991). RAYMOND (1989) donne une illustration plus détaillée des mécanismes de couplage
excitation-contraction du muscle squelettique (Figure H14B). Lors d'une activation contractile
de courte durée (contraction phasique) les mécanismes a cinétique rapide (comme le voltage
sensor) interviendraient. Pour des activités contractiles de longue durée (contraction tonique)
d'autres mécanismes pourraient s'ajouter aux premiers notamment les canaux calciques
tubulaires qui laissent transiter le calcium, I'échangeur Na/Ca, l'inositol trisphosphate (IP3) et le
pool calcique intramembranaire.

Qu'il nous soit donc permis de conclure que le couplage excitation-contraction reste un
probléme encore partiellement résolu et que des travaux supplémentaires méritent d'étre
réalisés pour définir avec certitude les mécanismes intervenant dans la contraction du muscle
squelettique dans les conditions physiologiques. C'est aussi le cas du couplage excitation-
contraction du muscle cardiaque ou plusieurs hypothéses sont actuellement formulées dont
celle du couplage direct entre récepteur DHP et canal calcique du RS (Pour revue voir
CALLEWAERT, 1992).
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Figure H14

A: Schéma montrant le mode de couplage excitation-contraction au niveau du muscle
squelettique (a) et au niveau du muscle cardiaque (b).

Au niveau du muscle squelettique, la dépolarisation du systéme T induit un changement
de conformation du récepteur au dihydropiridine (DHP-R) qui serait communiqué au canal
calcique du RS par l'intermédiaire de la triadine.

Au niveau du muscle cardiaque, le récepteur au DHP serait un canal calcique activé par
la dépolarisation. Il permettrait I'entrée de Ca2% et l'activation du canal calcique du RS. La
présence de triadine est encore hypothétique au niveau du muscle cardiaque.

ST: membrane tubulaire transverse

MS: membrane de surface

RSL: réticulum sarcoplasmique longitudinal

RSJ: réticamlum sarcoplasique jonctionnel

CAL: calséquestrine

AV: variation de potentiel membranaire

Tr: triadine

P-: site de phosphorylation
D'aprés ROUSSEAU et CHABOT, (1992).
B: Les différents mécanismes intervenant dans le couplage excitation-contraction. En trait
plein: mécanismes intervenant pour des secousses isolées; en pointillé: mécanismes additionnels

mis en jeu pendant les réponses contractiles de longue durée.

D'aprés RAYMOND, (1989).
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CHAPITRE 3 : LES PROTEINES MEMBRANAIRES LIANT LE GTP (LES PROTEINES
G).

<< Nos pensées , nos actes et méme notre existence résultent des communications entre
nos cellules >> (LINDER et GILMAN, 1992).

En effet, il y a dans l'organisme a tout moment et en tout lieu une certaine
communication informative entre les différents organes ou différentes cellules. Cette information
percue au niveau extracellulaire est transmise a l'intérieur de la cellule suivant une cascade :
récepteur-protéine G-effecteurs (figure H15A). La transmission du signal transmembranaire
nécessitant la présence d'une protéine liant la Guanosine 5' 3' triphosphate (GTP) a été suggérée
pour la premiére fois par RODBELL et al. (1971). Dés lors, de multiples travaux ont été
entrepris pour acquérir plus de connaissances sur le sujet. I en ressort aujourd’hui que les
récepteurs couplés aux protéines G qui ont été clonés, constituent une grande famille de
protéines contenant sept segments hydrophobes transmembranaires. La liaison entre la protéine
G et le récepteur se situerait au niveau des parties terminales N et C de la troisiéme boucle
intracellulaire et l'extrémité C terminale adjacente du septiéme segment (Figure H15B). Les
protéines G contiennent des séquences conservées constituant le site de fixation du GTP et elles
interagissent avec les récepteurs par leur partie C terminale.

A - LES DIFFERENTS TYPES DE PROTEINES G.

Il existe deux grands types de protéines G:
* Les protéines G trimériques de haut poids moléculaire.

* Les protéines G monomériques de faible poids moléculaire.
I- Les protéines G trimériques et leurs effecteurs.

Les protéines G trimériques sont formées de trois sous-unités (o,B,y). La sous-unité o
est distincte et détermine la spécificité de chaque protéine G donnée. Les sous-unités o connues
jusqu'alors ont un poids moléculaire variant entre 39 et 52 Kd. Il semble qu'il y ait une moins
grande diversité des sous-unités B et y. On signale deux sortes de sous-unités B pour toutes les
protéines G avec un poids moléculaire de 35 et 36 Kd. Le poids moléculaire de la sous-unité y
est relativement bas 5 a2 11 Kd (BOCKAERT, 1989). Parmi les protéines G trimériques,
plusieurs ont été isolées et caractérisées en fonction de leur poids moléculaire et de leur

sensibilité vis a vis des toxines.
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Figure H15

A - Schéma montrant le transfert d'information entre récepteur, protéine G et effecteur

D'aprés SHECHTER, (1990).

B - Schéma montrant les zones d'interaction entre récepteur membranaire et protéine G-

D'aprés BOCKAERT, (1989).
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1- La protéine Gs

La protéine Gs est celle qui stimule I'adénylate cyclase (Figure H16A). L'adénylate
cyclase activée catalyse la formation de l'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) a partir de
l'adénosine trisphosphate (ATP); I'AMPc va activer les protéines kinases AMPc-dépendantes qui
vont phosphoryler les canaux ioniques ou autres protéines. La purification compléte de la
protéine Gs impliquée dans l'activation de l'adénylate cyclase est due a NORTHRUP et al.
(1983). La protéine Gs serait également couplée a certains canaux ioniques (voir tableau 1).

Il y aurait quatre formes de protéine Gs obtenues par clonage d'un seul messager
précurseur. Toutefois il n' a pas été signalé si les quatre formes différentes présentaient une
diversité fonctionnelle et si il y avait une spécificité tissulaire. La protéine Gs est sensible a la
toxine cholérique (CTX) de Vibrio cholerae et se retrouve dans la plupart des tissus ou organes

cellulaires.
2 - La protéine Gi

La protéine Gi inhibe l'adénylate cyclase. Deux mécanismes d'inhibition de l'adénylate
cyclase par la Gi sont actuellement proposés :

La sous-unité ai liée avec le GTP interagit directement avec l'adénylate cyclase pour
l'inhiber et diminuer le taux d'AMPc d'ou diminution du taux de phosphorylation des protéines.

Le deuxiéme mécanisme propose un déplacement d'équilibre par les sous-unités Py.
L'adénylate cyclase est toujours légérement activée du fait d'une interaction avec as(GTP)
présent en faible quantité, méme en absence de stimulation hormonale. Quand aii se sépare des
autres sous-unités ( détails dans la partie concernant les mécanismes de transduction) , le
complexe Py peut déplacer I'équilibre entre as et I'adénylate cyclase formant un complexe inactif
as(GDP)-By. I y aurait donc une inhibition de l'activation basale par c(GTP) plutét qu'une
inhibition proprement dite (SHECHTER, 1990). GILMAN, (1987) illustre ces deux mécanismes
sur la figure H16A.

La protéine Gi fut d'abord purifiée a partir du foie et des érythrocytes. Sa concentration
dans les membranes semble étre environ 10 fois plus importante que celle de Gs (HAMMOND
et TRITSCH,1990). A coté de l'action inhibitrice sur l'adénylate cyclase , la Gi serait couplée
directement a certains canaux ioniques (voir tableau 1). Il y aurait trois formes de Gi (1,2,3)
dont la différence fonctionnelle n'est pas encore bien connue quand bien méme le tableau 1
montre des protéines Gi couplées a des canaux potassiques de conductance différente. On ignore
si il y a spécificité tissulaire. La protéine Gi est sensible a la toxine pertussique (PTX) de
Bordetella pertussis, elle a été identifiée dans plusieurs organes cellulaires.
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3 - La protéine Go.

Cette protéine a été découverte pendant la purification de Gi a partir du foie de boeuf. La
protéine Go modulerait les canaux ioniques (voir tableau 1) sans qu'il y ait intervention d'un
second messager (HAMMOND et TRITSCH, 1990). 1l existerait deux types de protéine Go (1,
2) sans différence clairement établie. La protéine Go est sensible a la PTX et a été mise en

évidence dans plusieurs organes ou tissus cellulaires.
4 - La protéine Gp.

La protéine Gp est couplée a la phospholipase C et donc impliquée dans le systéme de
transduction des phosphoinositides conduisant a la formation de I' inositol trisphosphate (IP3) et
du diacylglycérol (DAG). STERWEIS et SMRKA, (1992) signalent qu'au niveau des lignées
cellulaires HL60 il existerait des formes de phospholipase C spécifique des phosphoinositides qui
peuvent étre régulées aussi bien par la sous-unité a que par le complexe By de la protéine G. Ils
ont ainsi proposé un schéma de cette régulation basé sur trois mécanismes:

(a) La sous-unité o liée au GTP pourrait activer directement la phospholipase C et
entrainer la formation de I'[P3 et du diacylglycérol (DAG) a partir de l'inositol diphosphate
(PIP2),

(b) les sous-unités By peuvent réguler directement la phospholipase C,

(c) ou aGTP ne se dissocie pas de Py et le complexe aGTP(By) régulerait la
phospholipase C. Ces propos sont illustrés sur la figure H17.

Selon les travaux de MARTIN et al. (1991) sur les vésicules de cerveau de bovin, la
phospholipase C serait couplée a deux protéines Gp : Gps qui stimule la phospholipase C est
insensible a la PTX, Gpi qui inhibe la phospholipase C est sensible a la PTX. Certains auteurs
utilisent l'appellation Gq pour désigner les protéines G impliquées dans la régulation de la
phospholipase C (WU et al., 1992; HARDEN, 1992).

5 - La transducine (Gt).

Clest la protéine G assurant la photo excitation au niveau de la rétine. Les techniques de
clonage de 'ADN ont permis de mettre en évidence deux transducines différentes dans la rétine
du boeuf : une transducine dont la sous-unité ot formée de 350 acides aminés, est présente dans
les batonnets tandis que la transducine dont la sous-unité ot formée de 354 acides aminés, est
présente dans les cones (HAMMOND et TRITSCH, 1990). Comme effecteur, la transducine est
couplée a la phosphodiestérase, I'enzyme qui hydrolyse la guanosine monophosphate cyclique
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Figure H16

A - Cycles régulateurs assurant le double contrdle (stimulation-inhibition) de l'activii€¢ de
l'adénylate cyclase.

H: hormone

R: récepteur

G: protéine G

AC: adénylate cyclase.

D'aprés GILMAN, (1987).

B - Mécanisme de transduction du signal par les protéines G.

(a): état basal, récepteur (R) non activé

(b): activation du récepteur (R) par I'hormone (H)

(c): dissociation du complexe aGTp de By

(d): activation des effecteurs (E1) et (Ep) et conversion du substrat (S) en un produit
®)

(e): hydrolyse du GTP en GDP + phosphore inoganique (Pi) par la GTPase

o, B,y sont les sous-unités de la protéine G

GTP: guanosine trisphosphate

GDP: guanosine diphosphate.

D'aprés HEPLER et GILMAN, (1992).
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Figure H17

Schéma montrant la régulation de la phospholipase C par les sous-unités o (a), By (b) des
protéines G ou par le complexe aGTpBY (€).

Ptdins: phosphoinositides

PLC: phospholipase C

R: récepteur

GDP: guanosine diphosphate

DAG: diacylglycérol

Ins(1,4,5): inositol trisphosphate.

D'aprés STERWEIS et SMRKA, (1992).
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(GMPc) en guanosine monophosphate (5'-GMP). La transducine est sensible a la CTX et la
PTX et n'est pas liée 4 la membrane comme la Gs et la Gi.

6 - Autres protéines G trimériques.

La protéine Gz ( ou Gx) est décrite par FONG et al. (1988) et MATSUOKA et al.
(1988). Selon Casey et al. (1988), cette protéine n'a pas de résidu cystéine de la partie C
terminale et par conséquent ne serait pas un substrat pour des toxines. Ses effecteurs ne sont
pas bien connus. Selon CASEY et al. (1990) elle serait impliquée dans le métabolisme des
phosphoinositides et dans I'inhibition des canaux potassiques induite par la substance P.

Il existerait d'autres types de protéines G qui moduleraient probablement la
phospholipase C. On peut noter : G11, G12z, G10, G12, G13, G14, G15, G16 qui réguleraient
la phospholipase C et seraient insensibles a la PTX (HARDEN, 1992; WU et al., 1992).

Les protéines Golf sont couplées aux récepteurs olfactifs et impliquées dans la
transmission de l'odorat. Leurs effecteurs ne sont pas bien connus.

En définitive il est difficile de dresser une liste compléte des protéines G et de leurs
effecteurs car comme le signal LINDER et GILMAN (1992), depuis le début des années 1980,
on a identifi¢ plus de 100 récepteurs ( et des milliers si l'on inclut des récepteurs olfactifs qui
transmettent des messagers par l'intermédiaire des protéines Golf) et on connait actuellement
plus de 20 protéines G différentes qui seraient couplées aux récepteurs.

II - Les protéines G monomériques.

Comme leur nom l'indique, ces protéines sont formées d'un seul monomeére. Leur masse
moléculaire se situe entre 20 et 30 Kd. Elles sont capables de lier le GDP et le GTP avec une
forte affinité et possédent une faible activité GTPasique. Elles présentent entre elles
d'importantes homologies de séquence qui traduisent une organisation similaire de ces protéines
en domaines structuraux et fonctionnels. Nous ne signalerons que quelques familles de ces
protéines G monomériques.

La famille ras comprend notamment les protéines H-ras, K-ras, N-ras qui sont
probablement impliquées dans la prolifération cellulaire (HALL, 1990). 1l existe également la
rasp2]l impliquée dans linhibition du courant potassique muscarinique au niveau atrial
(MARTIN et al. 1992). 1l a été démontré aussi que la famille ras pouvait activer les canaux
calciques au niveau du neurone (HESCHELER et al., 1991). Dans cette famille il y a aussi les
protéines rap dont la fonction est encore inconnue.

La famille rho comprend les protéines rhoA, rhoB et rhoC qui semblent jouer un rdle
dans l'organisation du cytosquelette, notamment du réseau constitué par les filaments d'actine.
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Certaines protéines de cette famille (racl, rac2) participent directement au controle de l'activité
de la nicotinamide adénine dinucleotide phosphate (NADPH) oxydase: enzyme responsable de la
production d'ions peroxydase.

La famille rab compte actuellement une trentaine de membres dont les protéines Yptl,
Sec4 qui jouent un rble dans le processus de sécrétion chez la levure (Saccharomycines
cerevisiae). 1l existe deux autres familles de protéines de masse moléculaire voisine, également
capables de lier et dhydrolyser le GTP, et présentant des caractéristiques relativement
différentes des protéines ras et rab, il s'agit de:

La protéine ran/Tc4 localisée dans le noyau des cellules serait impliquée dans le
mécanisme de condensation de la chromatine (BISCHOFF et PONSTINGL, 1991).

Les protéines AFR, contituants majeurs du manteau des vésicules bourgeonnant de
l'appareil de Golgi, joueraient un réle important dans la formation des vésicules de transport
(Pour revue voir GUNZBURG, 1992). '

Les petites protéines G constituent une classe d'au moins 50 familles et donc des travaux
trés importants pourront, étre effectués pour les déterminer et comprendre au niveau cellulaire
leur role régulateur dans la physiologie cellulaire. Il serait également intéressant de voir si ces
petites protéines G constituent le substrat de certaines toxines.
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Tonic Channels Gated Directly by Proteins

Ga protein Channel Receptor Tissue References
a3 K*, 40 pS, IR M,, (ACh) Atrium Yatani et al., 1987a
Codina et al., 19875
Mattera et al., 198956
Yatani et al., 1988
a-3 K*,55p5, 7R M,, (ACh), GH, Codina et al., 1987a
S5 Yatani et al., 1987¢
a, K*, 55pS,NR Uknown Hippocampus VanDongen et al., 1988
K*, 38 pS,NR Uknown Hippocampus VanDongen et al., 1988
K*, 38 pS, IR 5-HT1A Hippocampus VanDongen et al., 1988
K*, 13 pS,NR Unknown Hippocampus VanDongen et al., 1988
a1 K=, 40pS, IR M,, (ACh) Atrium Yatani et al., 1988
-2 K=, 40pS, IR M,, (ACh) Atrium Yatani et al., 1988
o, Ca?*, DHP-sensitive,  B-AR Atrium,  Yatanietal., 19875
25 pS ventricle  Imotoetal., 1988
Splice variants Ca?*, DHP-sensitive, B-AR Skeletal Yatani et al., 1988
of a, 10 pS muscle
a, Na*, TTX-sensitive 8-AR Atrium,  Schubertetal., 19895
ventricle
a3 Epithelial Na~ Unknown Ab6cells Lightetal., 1989
-3 Cation channel Unknown Kidney Schwiebert et al., 1989
Cantiello et al., 1989
a3 K Unknown RIN Eddlestone et al., 1989
a, K e Unknown Skeletal ~ Parent and Coronado, 1989
muscle
-3 Ccl- Unknown Kidney Schwiebert et al., 1989
Cantiello et al., 1989
Unknown e 260 pS B-AR Myometrium Ramos-Franco et al., 1989
Unknown Ca?*, T-type Unknown Dorsalroot Ma and Coronado, 1988

ganglion

IR, inwardly rectifying K* channel; /YR, normal outwardly rectifying K* channel; S5, somatosta-
tin; 8-AR, B-adrenoreceptor; RIN, rat insulinoma.
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B - TRANSDUCTION DU SIGNAL PAR LES PROTEINES G.
I- Mécanisme général de transduction du signal.

Les protéines G qui participent a la transmission transmembranaire des informations sont
lies a la face interne de la membrane plasmique. Comme signalé précédemment, elles sont
constituées de trois sous-unités o, B, y. La transduction du signal, caractérisée par un cycle
d'activation-inactivation des protéines G passe par une cascade de réactions:

(a) Au repos les sous-unités a, B, y forment un complexe lié au GDP par la sous-unité a.

(b) Quand un agoniste se lie a son récepteur, il induit un changement de conformation de
celui-ci et provoque sa liaison avec la protéine G.

(c) L'affinité de o pour le GDP diminue et I'affinité pour le GTP augmente. Le GDP
initialement lié a o est libéré et le GTP va occuper les sites libérés par le GDP, en d'autres
termes il y a transfert du GDP en GTP au niveau de la sous-unité o (étape qui nécessite la
présence des ions Mg2*t). Ce transfert est catalysé par les nucléosides diphosphate kinase
(NDPK) (KIKKAWA et al.,1990; SPIEGEL et al.,1992). Ceci provoque une dissociation entre
aGTP et By, dépendante de la température. La sous-unité o activée peut rester liée au complexe
By si la température se situe a 4°C, la dissociation necessite une température de 30°C (BROWN
et BIRNBAUMER, 1988). Il faut signaler que le récepteur activé agit comme un catalyseur:
apres avoir activé la protéine G, il reste activé et donc capable d'interagir avec une autre protéine
G.

(d) Une fois activée et séparé de By, o GTP migre sur la face interne de la membrane
plasmique jusqu'a ce qu'elle s'associe a un effecteur (enzyme ou canal). Dans certains systémes,
le complexe Py peut interagir directement avec le méme effecteur que celui de o ou interagir
avec un effecteur différent. L'effecteur (exemple de l'adénylate cyclase) activé par aGTP va
entrainer la formation d'un produit P(AMPc) a partir d'un substrat S (ATP).

(e) La sous-unité o posséde une activité GTPasique intrinséque ce qui permet I'hydrolyse
de GTP en GDP (en présence du Mg2™). Cette hydrolyse permet a la sous-unité o de retourner
a son état inactivé et d'augmenter son affinité pour By Il faut noter que l'activité GTPasique de o
est en général relativement lente et donc permet a oGTP d'activer l'effecteur avant que
I'hydrolyse n'ait lieu.

Le systéme retourne dans son état de repos quand aGDP s'associe avec Py et tout le
complexe va se fixer sur la membrane. Ceci est illustré sur la figure H16B. Les protéines G
servent donc d'interrupteurs et de minuteurs, déterminant a quel moment les voies de
transmission de l'information doivent étre ouvertes ou fermées, et pour combien de temps. Elles
jouent également le rdle d'amplificateurs car un récepteur activé peut interagir quasi
simultanément avec plus de 500 protéines G (exemple de la rhodopsine qui peut interagir avec
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plus de 500 transducines). La régulation possible de ces protéines par les seconds messagers
n'est pas encore bien établie. Toutefois, il a été rapporté que Gi était phosphorylable par la
protéine kinase C (KATADA et al., 1985) mais les protéines Gi et Go (sensibles a la PTX) et la
protéine Gz (insensible & la PTX) ne seraient pas phosphorylables par les protéines kinases
GMPc et AMPc-dependantes (LINCOLN, 1991).

II - Les outils pharmacologiques utilisés dans l'étude des mécanismes de transduction du
signal par les protéines G.

Afin de comprendre les mécanismes de transduction du signal par les protéines G,
plusieurs outils pharmacologiques ont été utilisés, outils qui agissent a des niveaux différents du
cycle d'activation-inactivation de ces protéines.

1 - Les toxines.
a - La toxine pertussique (PTX).

La toxine de pertussis (toxine de la coqueluche) est synthétisée par une bactérie:
Bordetella pertussis. C'est une exotoxine formée de deux protomeéres A et B. Le protomeére A
possede une activité enzymatique (HAUSMAN et BURNS, 1993). Il est constitué d'un seul
polypeptide (S1) alors que le protomeére B serait constitué de 5 polypeptides (S2, S3, 254, S5).
La fixation de la toxine sur la membrane cellulaire se fait par l'intermédiaire des polypeptides S2,
S3 ou S3, S4 du protomere B. Une fois la fixation faite, la toxine pénétre dans la cellule. Des
nucléotides tels que I' ATP se fixent sur le protomére B et entrainent la libération du protomere
A (KASLOW et BURNS, 1992) (Figure 18A). La sous-unité S1 (protomére A) va alors
catalyser une réaction de ADPribosylation de la sous-unité ai de la protéine Gi. Cette réaction
consiste a un transfert d'une ADP-ribose du NAD (nicotinamide adénine) a un résidu arginine de
la sous-unité ai et empéche I'échange du GDP contre le GTP ce qui bloque la protéine sous sa
forme inactive ai(GDP)-fy, la rendant incapable de répondre par une dissociation a I'activation
du récepteur. Il y a donc levée de l'inhibition au niveau de l'adénylate cyclase (Figure H19A).
Cette réaction d'ADPribosylation est similaire au niveau des protéines Go et Gt.
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b - La toxine cholérique (CTX).

Cette toxine est extraite d'une bactérie Vibrio cholerae. Elle est également formée de
deux protoméres A et B et comme dans le cas de la PTX, c'est le protomére B qui se fixe sur la
surface de la membrane et la toxine pénétre dans la cellule par un phénoméne d'endocytose
(JANICOT et al.,1991) (Figure H18B). D'autres travaux rapportent que la CTX peut pénétrer
directement dans la cellule sans passer par le phénoméne d'endocytose (RIBI et al.,1988;
FISHMAN, 1982). La sous-unité A de la CTX va catalyser le transfert d'une ADPribose du
NAD sur la sous-unité as de la protéine Gs. Cette ADPribosylation qui nécessite la présence
d'un cofacteur AFR (une protéine G monomérique) (KAHN et GILMAN,1986) inhibe 'activité
GTPasique intrinseque de os qui reste continuellement activée, stimulant en permanence
l'adénylate cyclase d'ou une augmentation importante du taux d'AMPc intracellulaire (Figure
HI19A).

2 - Les analogues non hydrolysables du GTP.

Comme nous l'avions déja vu, la sous-unité o des protéines G, une fois activée, ne
retrouve son état inactivé qu'aprés hydrolyse du GTP par la GTPase. Il existe des analogues non
hydrolysables du GTP ou du GDP qui une fois fixés sur a ne peuvent pas étre hydrolysés. Dans
ce cas o reste toujours activée ou inhibée selon la nature de I'analogue non hydrolysable. On

peut citer:

Le GTPyS (guanosine(3'-O-thio)  triphosphate) et le GppNHp (5§
guanilylimidodiphosphate) se fixent sur la sous-unité o des protéines G et l'activent de manicre
continue car l'échange GDP-GTPyS ou le GDP-GppNHp ne peut se faire. Il faut noter qu'iln'y a
pas de spécificité car toutes les protéines G sont activées par ces analogues.

Le GDPS se fixe sur la sous-unité o des protéines G et les maintient dans leur état
inactivé car I'échange GDPBS-GTP ne peut se faire. Dans ce cas, toutes les protéines G sont

également concernées.
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Figure H18

A - Schéma montrant la fixation de la Pertussis toxine sur la bicouche lipidique, sa pénétration
et sa dissociation en protomeres: A et B. Le protomére A va catalyser le transfert d'une
ADBribose du nicotinamide adénine (NAD) sur la protéine G (G).

S1: protomere A

S2, S3, S4, S5 protomeére B

S-S: pont disulfure

D'aprés KASLOW et BURNS, (1992).

B - Modéle montrant la fixation et la pénétration de la toxine cholérique a travers une

membrane plasmique.

D'aprés JANICOT et al., (1991).
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3- Autres outils utilisés dans l'étude des mécanismes de transduction du signal par les

protéines G.

Il existe bien d'autres outils pharmacologiques utilisés pour bloquer ou inhiber les
protéines G.

* Le mastoparan est un tétradécapeptide extrait du venin de guépe qui stimulerait les
protéines G sans grande spécificité. II augmente l'activité GTPasique et la fixation des
nucléotides au niveau des protéines Go et Gt (MOUSLI et al., 1990; MUKAL 1992; WINTER
et al., 1992).

* Le fluorure d'aluminium (AlF4) forme avec le GDP li€ a la sous-unité o, un complexe
GDP-AIF4 qui maintient la protéine G sous sa forme activée : (GTP-like) (HAMMOND et
TRITSCH, 1990; HIGASHIJIMA, 1992).

* Les polyamines naturelles (spermine et spermidine) et biosynthétiques (putrescine et
cadaverine) stimulent l'activité GTPasique des protéines Go/Gi dans un ordre de puissance :
spermine > spermidine > putrescine = cadaverine (BUEB et al., 1992).

* Le chlorure de benzalkonium (un ammonium quaternaire utilisé comme antiseptique et
désinfectant) a un effet inhibiteur sur la protéine Gi et un effet activateur sur la protéine Go. Il
antagonise de fagon compétitive la stimulation de Gi par le mastoparan et favorise I'échange de
nucléotides (GDP en GTP) sur la sous-unité a de Go (HIGASHIMA et al., 1990; BUEB et al.,
1992).

* La substance P (MUKALI et al., 1992) et certaines toxines telles que les exotoxines de
C. diphteria, E. coli, Pseudomonas (HAMMOND et TRITSCH, 1990) ont été signalées
comme pouvant agir sur les protéines G.

* Les anticorps dirigés contre les sous-unités des protéines G sont utilisés comme outils
dans l'é¢tude de régulation des effecteurs (canaux ioniques) par les protéines G. Ainsi YATANI
et al., (1988) ont utilisé des anticorps (ajoutés a la solution la pipette du patch) dirigés contre la
sous-unité ay de la protéine Gy couplée au canal potassique activé par l'acetylcholine au niveau
atrial. Ils ont observé qu'en présence de l'anticorps, il y a une inhibition du courant potassique
activé par le carbachol (un agoniste cholinergique). L'anticorps est sans effet lorsqu'on retire le
GTP de la solution physiologique. Ils supposent alors que I'anticorps se fixe sur o de la protéine
G quand celle-ci se trouve sous sa forme active (aGTp), l'inhibe et empéche le carbachol
d'exercer son effet. D'autres anticorps ont été également utilisés: anticorps anti at (transducine)
(PINES et al., 1985); anticorps anti y de la protéine G (KLEUSS et al., 1992).

* Des mutations induites au niveau de la sous-unité o des protéines G sont également
utilisées comme outils pour I'étude du cycle d'activation-inactivation de ces protéines (SPIEGEL
et al., 1992) (Figure H19A). Cette initiative provient du fait que certaines maladies ont été
identifiées comme étant des conséquences de mutations nées au niveau des sous-unités o des
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protéines G. Ainsi la substitution du résidu Arg201 par la Cys ou par I'His ou la substitution de
GIn227 par I'Arg (Activating Go. mutations) inhibe I'activité GTPasique intrinséque de la
protéine ras et entraine une élévation du taux d'AMPc en absence de stimulation hormonale
(LANDIS et al., 1989), effet similaire 4 celui de la CTX. De méme la substitution de I'Arg389
par la Pro au niveau de o de Gs (unc mutation) entraine un découplage entre Gs et ses
récepteurs (SULLIVAN et al., 1987; RALL et HARRIS, 1987), effet similaire & celui de la
PTX. La substitution de la Gly220 par I'Ala (H21 a mutation) empéche asGTP qui est sous sa
forme active d'activer son effecteur (MILLER et al.,1988; LEE et al.,1992). Les résultats de ces
expériences de biologie moléculaire peuvent permettre ainsi de comprendre -certaines
pathologies.

Cette liste non exhaustive des outils utilisés dans I'étude des mécanismes de transduction
des protéines G refléte la variabilité fonctionnelle de ces protéines ainsi que leur diversité.
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C- LES PROTEINES G DANS LE MUSCLE SQUELETTIQUE

Des chercheurs se sont intéressés a la mise en évidence des protéines G dans le muscle
squelettique et les résultats révélent bien l'existence de ces protéines G (trimériques et
monomeériques).

Cet axe de recherche a été initié a la suite des travaux de Di VIRGILIO et al. (1986) qui
ont montré que les analogues non hydrolysables du GTP (GTPyS) ou certaines toxines (PTX)
avaient un effet sur la tension mécanique de fibres pelées, ce qui est rapporté également par
VILLAZ et al. (1989). TOUTANT et al. (1988) ont déterminé par des techniques
immunologiques la présence de deux substrats de la PTX dans la membrane du tubule-t. Les
travaux ultérieurs ont confirmé ces résultats : ces deux substrats de la PTX sont les protéines Gi
et Go (TOUTANT et al. 1990; DOUCET et TUANA, 1991). 1l existe d'autres protéines G
trimériques dans le muscle squelettique : Gs (SCHERER et al. 1987), Gp (LAUFER et
CHANGEAUX, 1989) (Pour revue voir BIRNBAUMER et al., 1990). Il a été signalé également
la présence de protéines G sensibles a la PTX dans la membrane du RS (SCHERER et al., 1987,
TOUTANT et al., 1990).

DOUCET et TUANA (1991) par des techniques immunologiques ont montré également
qu'il existe dans le muscle squelettique des protéines G de faible poids moléculaire (protéines G
monomeériques). Ces protéines se situeraient dans la membrane du tubule-t et au niveau de la
triade ou elles seraient associées a l'aldolase et a la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase.
Ces auteurs pensent qu'elles pourraient intervenir dans la transmission du signal au niveau de la
jonction triadique.

La nature du couplage (direct ou indirect) entre le récepteur DHP et la protéine G a été
envisagée sur le muscle squelettique. Ainsi YATANI et al, (1988a) ont isolé les canaux
calciques DHPs de la membrane tubulaire et ils ont incorporé dans des bicouches lipidiques. IIs
ont alors observé qu'en absence d'agoniste, le GTPyS et la CTX augmentent la probabilité
d'ouverture de ces canaux, l'expérience étant réalisée en absence d'ATP dans le milieu
physiologique utilisé. Ils concluent qu'il y aurait une interaction directe de Gs avec les canaux
calciques DPHs dans la membrane tubulaire. MATTERA et al,, (1989) ont rapporté des
résultats similaires. YATANI et al., (1988) ont proposé alors un schéma (Figure H19B)
montrant la double action de Gs sur l'adénylate cyclase et sur les canaux calciques. Gs stimule
l'adénylate cyclase qui hydrolyse 'ATP en AMPc, connu comme second messager capable
d'activer les protéines kinases AMPc-dépendantes permettant la phosphorylation des canaux
calciques. En plus la Gs pourrait stimuler directement les canaux calciques sans l'intermédiaire
d'un second messager. GARCIA et al., (1990) ont rapporté également que le GTPyS entraine
une augmentation des mouvements de charge et du courant calcique. La sous-unité catalytique
de la protéine kinase A augmente le courant calcique mais sans effet sur les mouvements de
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charge. Le dibutiryl-cAMP (db-cAMP), un activateur des protéines kinases AMPc-dépendante,
n'a pas d'effet sur les mouvements de charge ni sur le courant calcique. Ils expliquent cette
absence d'effet par une déplétion d'activité enzymatique due a la coupure de la fibre d'ou
I'hypothése que la protéine G activée par le GTPyS serait couplée directement aux canaux
calciques, rejoignant ainsi 'hypothése de YATANI et al., (1988).

SOMASUNDARAM et al., (1991) ont montré que sur les fibres pelées de grenouille, le
GTPyS (150 a 200 puM) induit une activité contractile mais lorsque les préparations sont
préalablement incubées en présence de PTX, une forte concentration de GTPyS (500 puM)
n'induit plus l'activité contractile. De plus lorsque les canaux calciques sont bloqués par un
antagoniste calcique (D-600 ou nicardipine), le GTPyS n'induit pas d'activité¢ contractile. Ils
émettent alors I'hypothése de l'existence d'une protéine G sensible a la PTX qui serait couplée
directement au canal calcique DHP, ce qui expliquerait qu'en présence de GTPyS il y ait une
activité contractile par un mécanisme de CICR suite a l'activation des canaux calciques par le
complexe a(GTPYS). En présence de PTX, cette protéine G serait inhibée et donc incapable de
répondre a la stimulation par le GTPyS. Ces propos sont illustrés sur la figure H19C.
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Figure H19

A - Cycle d'activation-inactivation de l'effecteur par les protéines G avec les niveaux ou
interviendraient les toxines cholérique (CTX) et pertussique (PTX) ou certaines mutations
"activating Ga. mutations, unc mutation, H21a mutation".

d'aprés SPIEGEL et al., (1992).

B - Schéma montrant l'activation directe et indirecte des canaux calciques par la protéine Gs.
La fixation de I'normone (H) sur le récepteur (R) active Gs qui peut activer directement le
canal calcique ou activer l'adénylate cyclase entrainant la formation de I'AMPc et
phosphorylation des canaux.

D'aprés YATANI et al., (1987).

C - Schéma montrant la régulation directe du récepteur DHP par une protéine G dans la
membrane tubulaire du muscle squelettique.

G: protéine G

DHPr: récepteur aux dihydropiridines

GTPyS: l'analogue non hydrolysable du GTP

RYT: récepteur a la ryanodine

SR: réticulum sarcoplasmique

D'aprés SOMASUNDARAM et al., (1991).



» Activating Ga mutations

@ Gor

B

Atbunyivl
Cycltaso

Gir 1+

P -

orpl-{-

* PTX
® UNC MULAtIoN

— (AN = = == | flan ]
+
Prolowi
Kmase A |— = Eftoct
-+

—— Cal* — === EtHucl

| B

C

60

SEALED

T.TUBULE




D - INTERVENTION DES PROTEINES G DANS CERTAINES MALADIES.

Des perturbations dans le fonctionnement de ces protéines sont a la base de certaines
physiopathologies. La aussi nous allons présenter une liste non exhaustive de certaines maladies
liées a ces dysfonctionnement.

La diarrhée cholérique caractérisée par des selles diffuses est due a la toxine de Vibrio
cholerae qui pénétre dans les cellules de la muqueuse intestinale. Elle va ADPribosyler la sous-
unité o de la protéine Gs et inhiber l'activité GTPasique de celle-ci. Ceci conduit 4 une activation
continue de l'adénylate cyclase et a une augmentation du taux d'AMPc intracellulaire qui stimule
de nombreux transports ioniques (canaux sodiques), d'ou efflux d'eau par phénomeéne d'osmose.
La conséquence en est la déshydratation trés importante pouvant conduire rapidement a la mort.

La coqueluche caractérisée par des quintes de toux est due a la PTX. La toxine perturbe
le fonctionnement de nombreux types de cellules, contribuant apparemment 2
I'immunodéficience qui accompagne les toux convulsives.

Il existe des maladies liées a un dysfonctionnement du systéme endocrinien dont la cause
est attribuée aux protéines G. C'est l'exemple de I'hypothyroidie (MALBON et GILL, 1979;
MILLIGAN et al., 1987), d'une forme de diabéte, de certaines tumeurs, de certaines anomalies
. cardio-vasculaires (Pour revue voir SPIEGEL et al., 1992).

Les protéines G sont également impliquées dans certaines anomalies psychiatriques telles
que: les troubles de comportement liés a l'alcoolisme, la schizophrénie, le désordre affectif, la
maladie de HUNTINGTON's, la maladie de ALZHEIMER (Pour revue voir MANJI, 1992).

Certaines tumeurs cancéreuses semblent étre causées par une mutation au niveau du géne
codant la sous-unité as de la protéine Gs (BOURNE et al., 1991).

En conclusion sur cette partie relative aux protéines G, nous pouvons dire que le travail a
faire reste encore trés vaste dans ce domaine. Parce que les protéines G reglent les fonctions
spécialisées de la plupart des cellules, on recherche aujourd'hui leur intervention dans toutes les
physiopathologies. Quand les mécanismes seront bien cernés, la pharmacologie pourra permettre

de développer des médicaments qui agiront sélectivement sur certaines d'entre elles.
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MATERIEL ET METHODE



Si la résistance externe Re est largement supérieure a la résistance interne Ri, le rapport
Re/Re + Ri traduisant le facteur de court-circuit, tend vers l'unité d'ou:

Ex = Epmr - EMmyg et le potentiel mesuré Ex est peu différent du potentiel réel existant
entre les deux points I et II.

Dans la pratique, cette condition est réalisée lorsque Re est 10 a 1000 fois supérieure a
Ri (STAMPFLI, 1964). Pour augmenter la résistance Re, on procéde a un lavage de la portion
de membrane par une solution de haute résistance constituée de mannitol.

III- La double séparation de mannitol.
1- La cuve expérimentale.

Elle est identique a celle mise au point par LEOTY et ALIX (1976). Elle est faite de
plexiglass et comporte 5 compartiments (Figure M1B). Les compartiments 1 et 5 sont remplis
de Ringer normal dans lequel plongent deux électrodes Eg (électrode gauche) et Ed (électrode
droite). Dans les compartiments 2 et 4 (largeur = 200 pm) s'écoule la solution de mannitol de
haute résistance. Le compartiment 3 (central) dans lequel plonge I'électrode central (Ec) a une
largeur inférieure ou égale a 150 pum, ce qui permet d'assurer I'homogénéité du courant sur la
surface de la membrane étudiée (Figure M2A). La perfusion se fait au niveau du compartiment
central ( compartiment test) grace a un perfuseur (BRAUN). Les compartiments sont rendus
étanches, aprés l'installation de la fibre, par les cloisons de vaseline de 100 um d'épaisseur. Les
changements rapides de solutions au niveau du compartiment central sont réalisés grace a un
robinet & quatre voies (rb) placé a l'entrée du compartiment central.

2- L'électrode au calomel.
Les électrodes placées dans les compartiments 1, 3, 5 sont de type impolarisable, au
calomel (LEOTY et ALIX, 1976). Elles ont la particularité de ne présenter entre elles que peu

de différence de potentiel (0,20 mV), d'étre peu résistantes (20 Q) et trés stables dans le temps
(Figure M2B). Elles sont conservées dans du KCL 3M.
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Figure M1

A - Mesure de la différence de potentiel existant entre deux points I et II d'une structure
excitable a l'aide d'électrodes extracellulaires.

Ex: différence de potentiel entre I et IT

EmlI et EmII: potentiels de membrane aux points I et II

Re et Ri: résistance des milieux externe et interne respectivement
Re/Re + Ri: facteur de court-circiut.

D'aprés ROUGIER, (1968).

B - Schéma de la cuve expérimentale.
rb: robinet a 4 voies
m;: arrivée de mannitol
se: support d'électrodes
ev: évacuation des liquides physiologiques.

D'aprés LEOTY et ALIX (1976).
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Figure M2

A - Schéma de la partie centrale de la cuve avec une fibre et le transducteur en place.

1, 2, 3, 4, 5: les compartiments

f: fibre musculaire disposée sur la partie centrale de la cuve

v: cloison de vaseline (deux cloisons seulement sont représentées pour éviter de
surcharger le schéma)

tr: transducteur mécano-électrique AE 801 disposé dans le compartiment central et
touchant la fibre musculaire.

B - Schéma d'une coupe longitudinale d'une électrode.
tp: tige de platine
el: élastomeére assurant I'étanchéité des couvercles
c: couvercle
cc: coton chirurgical
Ag KCl 3M: Agar Agar + KCI 3M.

D'aprés LEOTY et ALIX, (1976).
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IV- Description du dispositif électronique.

Grace aux propriétés de l'amplificateur opérationnel (AOP), il a été possible de
comprendre le fonctionnement de ce circuit. L'interrupteur en position ouverte, L'AOP est
exclu du circuit électronique, le potentiomeétre Po associé au convertisseur de courant-tension
(CIV) est directement connecté a la terre de l'oscilloscope (POINDESSAULT, 1973). Ainsi
I'expérimentateur, grace a Po peut éliminer la différence de potentiel éventuelle existant entre
Ep et Eg. Ce circuit électronique (Figure M3A) peut étre utilisé indifféremment pour le
voltage imposé (voltage-clamp = Vc¢) ou le courant imposé (current-clamp = Ic), il suffira de
déplacer l'interrupteur "multiposition" sur (Vc) ou (Ic), positions symétriques a une position
neutre "unclamp". Dans les présentes conditions expérimentales nous n'avons utilisé que le
voltage imposé.

Le voltage imposé.

La différence de potentiel a I'entrée de 'AOP étant nulle, son gain égal a l'unité,
I'électrode gauche est maintenue a un potentiel de référence de méme que S (voir figure M3A).
Pour la méme raison (epoQp = 0), le point S' est considéré comme une terre virtuelle, ainsi la
tension aux bornes du circuit allant du systéme de stimulation au point F est telle que:

Vst - VF=R1-R2
Sachant que R1 =R2, Vg = VE; VgpT =0.

L'électrode D et le point S sont portés a un potentiel Vg imposé par le systeme de
stimulation. Toute variation de I'AOP entraine la naissance d'un courant qui impose aux bornes
de Rig un potentiel égal, mais inverse de cette faible variation, maintenant S au potentiel VgT.
Ainsi I'AOP en association avec SDT (suiveur de tension) agit en comparateur et en controleur

du potentiel en S.
En réponse a ce potentiel imposé, la conductance de la membrane varie, il nait un

potentiel qui est appliqué a l'entrée du CIV grice a l'électrode centrale (Ec), il en ressort un
potentiel directement proportionnel au courant qui est appliqué en H, le potentiel au point J est

tel que:
VjyImR =-R°/R  Vy=-R°RImR*

ou encore Vy=-KIm (K=R°.R*/R).
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Figure M3

A - Schéma général du circuit utilisé pour les mesures de l'activité électrique des fibres
musculaires squelettiques de grenouille. ‘

Partie gauche: fibre musculaire placée dans la cuve

Partie centrale: dispositif CL 79-1 et ses 4 amplificateurs opérationnels

Partie droite: entrées de l'oscilloscope, des modules de stimulation 555V2 et DM3-0 et
le systéme informatique.

D'aprées COGNARD, (1983)
(modifié).

B - Schéma du transducteur AE 801.
La fleche symbolise une force sur l'aiguille du transducteur.

D'aprés COGNARD, (1983).
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Les résistances (R° R* et R) sont choisies de sorte qu'un courant de 1pA se traduise par une
différence de potentiel en J de 100 mV (gain de l'inverseur égal 4 -10).

V- Les dispositifs annexes au circuit électronique.
1- Le générateur de tension.

Le générateur de tension utilisé pour les réglages initiaux comporte deux modules. Un
module (délai de temps) 555V2 regle la durée et la succession dans le temps des différents

échelons de potentiel et assure la synchronisation avec l'oscilloscope. Un second module DM3-
0 permet d'ajuster l'amplitude des échelons de potentiel ou de courant. Le générateur de

"+ tension permet ainsi d'équilibrer le potentiel et le seuil de la contraction.

2- L'oscilloscope.

L' ensemble des phénoménes sont visualisés sur deux oscilloscopes pendant les réglages
initiaux: l'an TEKTRONIX 5115 a mémoire qui permet de visualiser le potentiel entre les
électrodes et l'autre H.M205-3 pour la contraction et le courant.

3- Le systéme informatique.

Apreés visualisation et équilibrage du potentiel et de la contraction, un systéme mis au
point par J. P. POINDESSAULT permet de basculer vers le pilotage du systéme électronique
par le micro-ordinateur IBM PCXT 286 (IBM-France) muni d'un systéme d'exploitation PC
DOS version 505 et d'une carte de conversion A/D et D/A Teckmar TM40. Les programmes
Clampex, Clampan, et Clampfit du logiciel Pclamp (Axon Instruments, Foxter City, USA)
permettent les fonctions de stimulations, d'acquisition et de traitement des données. Le logiciel
FigP (BIOSCOFT) permet la construction des courbes et d'autres formes d'analyses des
résultats.
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C- LES LIMITES DE LA TECHNIQUE.
I- Les limites liées a la double séparation de mannitol

Les cloisons faites avec la vaseline pour séparer la solution test (solution
physiologique) des solutions de mannitol doivent étre bien étanches pour qu'il n'y ait pas de
contact entre la solution de mannitol (non chargée) et la solution test (chargée) et créer des
potentiels de jonctions, qui tendent a linéariser les courbes I-V. Une faible partie du courant de
contre-réaction s'écoule dans les compartiments de mannitol car le facteur de court-circuit
Re/Re +Ri est toujours inférieur a l'unité.

II- Les limites liées au circuit électronique.
1- Les propriétés de cable de la préparation.

Dans des conditions de potentiel imposé, le courant de contrdle injecté par I'AOP en Ed
pour maintenir Ec au potentiel de commande, Vg entraine une chute de tension sur Ri. Cette
chute de tension est responsable d'une inhomogénéité spatiale du potentiel dans le
compartiment test. Des études paralléles réalisées grace a des microélectrodes montrent que de
la droite vers la gauche de ce compartiment Vg diminue progressivement. Cependant, cette
erreur de quelques mV est négligeable, si le compartiment central a une largeur inférieure a
150 pm (DUVAL et LEOTY, 1978).

2- Le potentiel imposé au niveau des tubules.

L'étroite lumiére des tubules-T laisse supposer l'existence d'une résistance d'acces a des
invaginations membranaires, ceci remet en doute le contrdle du potentiel tubulaire dont la
conséquence est le ralentissement de la cinétique des courants et la diminution de leur
amplitude (ADRIAN et PEACHEY, 1973). Mais des arguments structuraux dus &
FRANZINI-AMSTRONG, (1975) indiquent que l'ouverture des tubules ne semble pas devoir
offrir une grande entrave a la diffusion des ions et que la présence d'une résistance d'accés est
discutable. Il montre en effet que le courant sodique tubulaire est un courant distinct et de
caractéristiques différentes du courant de surface et pas un courant identique au courant de
surface "déformé" par le mauvais contrdle du potentiel tubulaire. Des résultats récents qui
montrent que les canaux sodiques du systéme-T et du sarcolemme sont codés par des génes
différents (YANG et al., 1991) vont dans le méme sens.
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3- La resistance série.

L'étroitesse du compartiment central, entraine une augmentation de la résistance du
liquide compris entre I'électrode et la membrane cellulaire. Ainsi, le potentiel mesuré est li€¢ au
potentiel de membrane (Em), au courant membranaire (Im) et a la résistance série (Rs) (liquide
+ électrode centrale) par la relation:

V=Em+ImRs

Le courant entrant étant négatif, Em est sous-estimé (V>Vm), par contre le courant
sortant étant positif, Em est surestimé (V<Vm). Par une géométrie particuliére de la cuve Rs
peut étre diminuée (LEOTY et ALIX, 1976), cependant une trop faible résistance série induit
des oscillations sur les enregistrements, aussi une boite de résistance réglable connectée entre
I'électrode centrale et le CI'V permet d'augmenter cette résistance série si la nécessité s'impose.

IIT - Limites liées aux préparations.

Lors d'une variation rectangulaire du potentiel, la décharge capacitive de la membrane
ne serait pas exponentielle, mais montrerait au moins deux a trois constantes de temps
(JACKOBSON et al, 1975). Les espaces intercellulaires ou clefts provoquent aussi un
mauvais contact électrique entre les membranes et le liquide physiologique. La fibre musculaire
squelettique étant une seule cellule sans jonctions gap, les problémes liés a l'espace
intercellulaire ne se pose pas et par conséquent elle se préte bien a cette technique.
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D- ENREGISTREMENT DE L'ACTIVITE MECANIQUE.

Dans le dispositif de double séparation de mannitol, la contraction des fibres
musculaires squelettiques est enregistrée au niveau du compartiment central grice a un
transducteur mécano-électrique de type ACKERS AE 801 (Figure M3B). L'extrémité de la
sonde est prolongée par une aiguille effilée dont l'extrémité est placée en contact avec la
préparation (Figure M2A). La lame de silicone du transducteur comporte sur chacune de ses
faces une résistance diffuse. Ces résistances, égales entre elles, associées 4 deux résistances
externes constituent un pont de Wheastone équilibré grice a un potentiométre et relié a un
amplificateur différentiel. Le signal est filtré 2 100 Hz. L'amplificateur différentiel est également
reli€é au systéme informatique, ce qui permet l'enregistrement et le traitement des activités
contractiles grace aux programmes du logiciel Pclamp.

E- CONDITIONS EXPERIMENTALES.

Etant donné que la méthode de double séparation de mannitol ne permet pas de
déterminer la valeur absolue du potentiel de membrane, le potentiel de référence (holding
potentiel ou HP) est choisi de fagon a ce que le courant entrant sodique soit maximum(heo =1).
Dans la pratique, le potentiel de référence (dans les conditions physiologiques) est considéré
comme égal a -90 mV (potentiel de repos) lorsque le pic de la courbe courant/voltage se situe
a+ 50 mV par rapport a ce potentiel et lorsque le seuil mécanique se situe a + 40 mV pour une
stimulation de durée égale a2 100 ms (BEZANILLA et al,, 1971; CAPUTO et al., 1984).
Toutes les applications de potentiel (en mV) sont faites a partir de ce potentiel de référence.
Les résultats sont exprimés en uN pour la contraction, en pA pour les courants et en nC/pF
pour les mouvements de charge. Les données statistiques sont exprimées par la moyenne +
l'erreur standard de la moyenne.

Cette technique présente l'intérét de pouvoir faire I'étude du couplage excitation-
contraction du muscle squelettique adulte.
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F- LES SOLUTIONS PHYSIOLOGIQUES.

La solution de mannitol qui permet l'isolement de la portion de membrane a étudier est
une solution isotonique de concentration égale a 43.7 g/l.

* La solution physiologique standard est le Ringer normal (solution 1, tableau 2). Les
fibres sont disséquées et montées dans cette solution de Ringer.

* Dans le cas ou les fibres sont coupées au niveau des compartiments latéraux, une
solution interne de composition physiologique proche de celle du milieu intracellulaire est mise
dans ces compartiments latéraux (solution 2, tableau 2).

* Pour l'étude des mouvements de charge, deux solutions: interne et externe sont
préparées. Dans la solution externe (solution 3, tableau 2) le NaCl est remplacé par le
tétraéthylammonium Acétate (TEA acétate) ce qui bloque le courant potassique sortant lent et
également le courant sodique. L'acétate est l'anion imperméant qui remplace le Cl~. Le 3-4
diaminopyridine (3-4 DAP) sert a bloquer le courant potassique sortant rapide, le CoCI2 inhibe
le courant calcique et la TTX inhibe le courant sodique sarcolemmien. La solution interne
(solution 4, tableau 2) contient du césium qui bloque les canaux potassiques a la face interne de
la membrane. LEGTA n'a pas été ajouté pour éviter tout effet éventuel sur la contraction étant
donné que l'essentiel du sujet traite du couplage excitation-contraction. Les solutions 3 et 4
sont tirées de celles de GARCIA et al., (1990).

* Pour l'étude du courant calcique couplé a la contraction, la solution externe (solution
5, tableau 2) contient 9 mM de CaCl2 pour amplifier le courant calcique de type L qui est
faible a cause de son origine tubulaire.
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Solutions
.Composition (m!vl))

1 2 3 4 5
NaCl 115
KCl | 25 108
iy . 2 69 | 1 1
LAl | 1.8 | 1.8 3
HEPES | 5 s | 10 5 0
NasATP ‘ 13.8 J 3
Glucose ’ 5,6 l 56 ' 5 5.6
CoCly | | e :
3,4DAP | | & | =
TEA Acétate | | 115 115
LK | | 0,001 | 0,001
Cs Acétate [ 50
Na Acétate j 20
Na Phospho. ] 5
PH 7,40 720 | 7,60 7,20 | 7,860

TABLEAU 2: Les différentes solutions physiologiques utilisées.
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G- LES OUTILS UTILISES DANS LE CADRE DE CE TRAVAIL.

La toxine pertussique (PTX) est fournie par (SIGMA). Elle est ensuite utilisée a 10
ng/ml aprés une activation préalable a 37°C pendant une heure dans la solution physiologique.

* La toxine cholérique (CTX) est fournie par (SIGMA). Elle est utilisée a 10 pg/mi,
également contenue dans la solution physiologique et préalablement activée a 37°C pendant 30
minutes.

* La forskoline a été utilisée 2 5.10-®M. Elle est dissoute dans le dimethyl sulfoxide
(DMSO) dans ce cas le DMSO est ajouté a la solution contrdle a raison de 0,1% (produit
SIGMA).

* La protéine kinase inhibitrice (PKI): "rabbit sequence" est utilisée a 10-6M (produit
SIGMA).

* Les analogues non hydrolysables du GTP (GTPyS) et du GDP (GDPBS) sont utilisés
a 500pM (produits SIGMA).

* Les anticorps utilisés a des dilutions variables nous ont été fournis par le laboratoire
Gramsch en Allemagne. Les indications qui accompagnaient les anticorps concernent les
dilutions et non des concentrations et pour ce fait les détails sur les dilutions seront donnés
dans le chapitre qui traite des anticorps.

* Le chlorure de benzalkonium est utilisé 2 Sug/ml préalablement dissous dans l'eau
désionisée (produit SIGMA).
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CHAPITRE 1: LES EFFETS DE PTX SUR LA CONTRACTION DE LA FIBRE
MUSCULAIRE SQUELETTIQUE.

Comme cela a déja été dit, l'intervention des protéines membranaires liant le GTP (les
protéines G) dans le couplage excitation-contraction de la fibre musculaire squelettique a été
évoquée pour la premiére fois par Di VIRGILIO et al. (1986). Des résultats similaires furent
rapportés ultérieurement (VILLAZ et al., 1989; SOMASUNDARAM et al. 1991) sur fibres
pelées et GARCIA et al., (1990) sur fibre coupée.

Nous avons, pour étudier le role que pourraient jouer les protéines G dans le couplage
excitation-contraction de la fibre musculaire intacte, testé la PTX sur la composante phasique
(premiére composante) et sur la composante tonique (deuxiéme composante) de la contraction.
Des protéines G sensibles a la PTX avaient en effet été identifiées au niveau des systémes
tubulaires transverses (TOUTANT et al., 1988; 1990) et au niveau du RS (SCHERER et al.,
1987; TOUTANT et al.; 1990) du muscle squelettique.

A - EFFETS DE PTX SUR LES COURANTS SODIQUE ET CALCIQUE.

Nous avons testé les effets de PTX sur les courants transmembranaires (sodique et
calcique) susceptibles d'intervenir dans les mécanismes de régulation du couplage excitation-
contraction.

La PTX a été préparée a une concentration de 1 pg/ml dans l'eau désionisée et les
aliquotes sont conservées au congélateur. Elle est utilisée 3 10 ng/ml aprés une activation
préalable a 37°C pendant une heure dans la solution physiologique a utiliser. La PTX a cette
concentration est capable d'ADPribosyler les protéines G car comme le montre UL, (1986), la
PTX & une concentration de 0,1 a 2,5 ng/ml ADPribosyle la protéine Gi au niveau des cellules
mastocytes de rat, avec un effet maximal a 0,5 ng/ml.

Toutefois nous n'avons pas d'arguments pour expliquer le role de la préactivation mais
on pourrait penser que le protomeére A, qui catalyse les réactions d'ADPribosylation, possede
une activité enzymatique (HAUSMAN et BURNS, 1993) et par conséquent une préactivation
stimulerait cette activité enzymatique.

La figure R1 montre l'exemple d'enregistrement du courant sodique (A) et du courant
calcique (B) en contrdle (carré plein) et 10 minutes aprés passage en PTX (cercle plein). Pour
I'enregistrement du courant sodique, un potentiel de 60 mV et d'une durée de 26 ms est imposé
a partir de HP = -90 mV, toutes les 40 secondes (la solution externe est le Ringer normal +
CoCly) et pour le courant calcique, un potentiel de 100 mV, d'une durée de 2 s est imposé a
partir du méme HP, toutes les 90 secondes (la solution externe est 5, tableau 2). On
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Figure R1

A - Enregistrement du courant sodique activé par une dépolarisation de 60 mV d'une durce de
26 ms imposée a partir de HP = -90 mV, en contrdle (Ringer normal + CoCly) et en piésunce
de PTX. On n'observe aucune variation du courant en présence de PTX (n = 6).

B - Enregistrement du courant calcique activé par une dépolarisation de 100 mV et d'une durée
de 2 s a partir de HP = -90 mV, en contrdle (solution 5, tableau 2) et en présence de PTX. Par
rapport au controle (carré plein) la PTX diminue le courant calcique d'environ 35 % (cercle
plein) (n=5).
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n'observe aucune variation du courant sodique, par contre le courant calcique est diminué
d'environ 30% par rapport au controle.

B - LES EFFETS DE PTX SUR LA COMPOSANTE PHASIQUE DE LA
CONTRACTION.

I - Apres blocage du courant calcique.

La fibre une fois montée en Ringer normal, du Ringer normal contenant Co2" est
utilis€ pour inhiber le courant calcique. Au bout de quelques minutes la contraction se stabilise
et on enregistre la contraction contréle en imposant a la préparation, des potentiels
dépolarisants a partir du potentiel de membrane (HP = -90 mV), par incrément de 20 mV et
d'une durée de stimulation de 26 ms. On perfuse ensuite la fibre pendant 10 minutes avec la
solution contenant la PTX activée et on enregistre de nouveau la contraction. La figure R2A
montre des exemples d'enregistrement de l'activité contractile dans les conditions de contrdle
(Ringer normal + Co2%) et 10 minutes aprés perfusion avec la PTX. Les trois enregistrements
obtenus aux potentiels de 100, 120, et 140 mV imposés & partir de HP montrent une
diminution de la contraction en présence de PTX. La figure R2B montre la courbe d'activation
de la contraction en fonction du potentiel. Cette courbe moyennée montre une inhibition de la
contraction par la PTX a prés de 35 £ 7% (n = 12), l'effet est significatif a 99% prés (p <
0.01). Le seuil d'activation de la contraction n'est pas déplacé et cette inhibition est plus
importante a des potentiels élevés.

On peut, a partir de ces résultats conclure que la PTX diminue l'amplitude de la
contraction phasique de la fibre musculaire squelettique de grenouille indépendamment du
courant sodique et du courant calcique. La PTX inhibe les protéines G sensibles et cette
inhibition entraine celle de la contraction phasique. Dans la mesure ou cet effet semble
spécifique, il existe des(une) protéine(s) G sensible(s) a la PTX qui serait(ent) impliquée(s)
dans la régulation des mécanismes mis en jeu dans l'activation de la composante phasique de la
contraction. Ceci expliquerait pourquoi en inhibant celle(s)-ci, on diminue cette activité
contractile. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus sur fibres pelées (Di VIRGILIO et
al., 1986; VILLAZ et al., 1989; SOMASUNDARAM et al., 1991). Toutefois il n'est pas
possible a partir de ces données de déterminer la nature de la protéine G impliquée dans la
mesure ou au moins deux protéines G sensibles a la PTX (Gi, Go) ont été identifiées dans le
muscle squelettique. Il est également difficile & partir de ces résultats de déterminer le
mécanisme qui est touché mais on peut penser au "voltage sensor" ou a la protéine de 95 Kd
(triadine connue comme protéine intervenant dans le couplage mécanique) compte tenu de la

durée de stimulation (26 ms) et du blocage du courant calcique.
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Figure R2

A - Exemples d'enregistrements de l'activité contractile induite par des dépolarisations de
courte durée (26 ms) a partir du potentiel de repos (HP = -90 mV) en contrdle (Ringer normal
+ CoClp) et 10 minutes apres perfusion externe de PTX. La valeur de potentiel imposc «
indiquée au niveau de chaque enregistrement. On observe une diminution de I'amplitude de la
contraction en présence de PTX.

B - Courbes moyennes d'activation de la contraction en fonction du potentiel de membrane
avant et aprés perfusion de la préparation avec PTX. Les conditions expérimentales sont
identiques qu'en A. Par rapport au controle (carrés pleins) la contraction diminue de 35% en
présence de PTX (cercles pleins) (n = 12).
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II- Les effets de PTX en Ringer normal contenant la forskoline

La forskoline est un diterpéne isolé d'une plante Coleus forskohlii (Labiée) (BHAT et
al., 1977). Elle peut activer directement la sous-unité catalytique de l'adénylate cyclase sans
passer par la protéine Gs mais la stimulation maximale de l'adénylate cyclase par la forskoline
nécessite la présence de la protéine Gs (SEAMON et DALY, 1986). La stimulation de
l'adénylate cyclase a pour conséquence l'augmentation du taux d'AMPc intracellulaire: un
second messager dont le role est trés important dans la régulation de différents processus
métaboliques tels que l'activation des protéines kinases AMPc dépendantes qui
phosphoryleraient des canaux calciques (REUTER et al., 1987) ainsi que d'autres protéines
intracellulaires ou intramembranaires. L'AMPc peut également agir directement sur les canaux
ioniques sans passer par l'intermédiaire de phosphorylation: I'activation directe du courant de
pacemaker (Ig) par I'AMPc au niveau du coeur (DIFRANCESCO et TORTORA, 1991) en est
un exemple. La forskoline a été dissoute dans le diméthylsulfoxide (DMSO) a une
concentration de 5.10-3 M et les aliquotes conservées au congélateur. Elle est ensuite ajoutée a
la solution de Ringer normal au moment de l'utilisation 4 une concentration de 5.10-0 M; dans
ces conditions le DMSO est ajouté a la solution contrdle (a la méme concentration: 0,1%).
L'objectif est de voir si l'inhibition de la composante phasique de la contraction par la PTX fait
intervenir un mécanisme passant par la cascade: adénylate cyclase-AMPc en le
contrebalangant.

La figure R3A montre l'effet de la forskoline sur la composante phasique de la
contraction. Par rapport au contrle (Ringer normal), la forskoline augmente I'amplitude de
cette composante de 21 + 5% a des potentiels élevés (10 a 50 mV) (n = 6) aprés 5 a 10
minutes de perfusion externe. En effet il a été montré qu' au niveau du muscle squelettique de
rat et de grenouille, la sous-unité catalytique de la protéine kinase A entraine une augmentation
du courant calcique (GARCIA et al., 1990). L'activation de l'adénylate cyclase par la forskoline
provoque une augmentation du taux d'AMPc qui active les protéines kinases AMPc-
dépendantes (dont la protéine kinase A) susceptibles de phosphoryler les canaux calciques et
augmenter leur activité ionique et par conséquent une augmentation du taux basal de calcium:
ceci pourrait expliquer l'augmentation de l'activité contractile. La figure R4 montre I'exemple
de deux enregistrements de l'activité contractile en contrdle (Ringer normal + Cd2™") et aprés
passage en Ringer contenant la forskoline et Cd2* (2 mM) pour bloquer les canaux calciques
(un potentiel de 100 mV est imposé a partir de HP = -90 mV). En effet on n'observe pas une
augmentation de la contraction en présence de forskoline dans ces conditions expérimentales
ou le courant calcique est bloqué. S'il est admis que le courant calcique n'intervient pas dans la
composante phasique de la contraction du muscle
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Figure R3

A - Courbes moyennes montrant les effets de la forskoline (FRSK) sur la contraction phasique
induite par des dépolarisations de courte durée (26 ms), contrdle = Ringer normal et 5 ¢ 10
minutes aprés perfusion de la préparation avec la forskoline. Par rapport au controle (carrés
pleins) l'activité contractile augmente de 21% en présence de forskoline (carrés vides) (n = 6)

B - Courbes moyennes montrant les effets de PTX sur la contraction phasique aprés perfusion
préalable de la préparation avec la forskoline. Par rapport au contrdle (carrés vides) la PTX
entraine une diminution de l'activité contractile (cercles pleins) de 15% en présence de la
forskoline (FRSK) (n= 7).
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Figure R4

Enregistrements de l'activité contractile (exemples de deux fibres A et B) induite par des
dépolarisations de courte durée (26 ms) en contrdle (Ringer normal + Cd2¥) et 5 4 10 minutes
aprés perfusion de la préparation avec la forskoline (FRSK). Un potentiel de 100 mV est
imposé a partir de HP = -90 mV. Lorsque le courant calcique est bloqué par le cadmium
(cercle plein) , la FRSK n'entraine pas une augmentation de la contraction (carré plein).
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squelettique (voir revue, RAYMOND, 1989) une augmentation de Ca2™ de base n'est pas sans
effet sur celle-ci car ces résultats
obtenus avec Cd2* montrent bien que l'augmentation de la composante phasique était due a
l'activation des canaux calciques.

Apreés action de la forskoline, on fait agir la PTX. La figure R3B montre deux courbes:
contrdle (Ringer normal + forskoline) et aprés action de la PTX (Ringer normal + forskoline +
PTX). On observe une inhibition partielle de la contraction phasique par la PTX mais
seulement a des potentiels élevés (120 mV a 140 mV). L'inhibition est de 15+ 5% (n=7) etla
levée partielle de celle-ci peut s'expliquer par le fait que l'augmentation du Ca2™ intracellulaire
antagonise les effets de la PTX. Ces résultats montrent que l'inhibition de la composante
phasique par la PTX ne passe nécessairement pas par le systéme d'adénylate cyclase-AMPc. IIs
ne sont pas en contradiction avec ceux de GARCIA et al., (1990) qui ont montré que le GTPy
S augmente le courant calcique indépendamment de la protéine kinase A. Ils avaient a cet effet
émis I'nypothése d'une activation directe du canal calcique par la protéine G rejoignant celle de
YATANI et al., (1988a).
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C- EFFETS DE PTX SUR LA COMPOSANTE TONIQUE DE LA CONTRACTION.
I- En Ringer normal.

Les effets de PTX ont été testés sur la composante tonique de la contraction en Ringer
normal. Des potentiels dépolarisants de 20 mV d'incrément et d'une durée de stimulation de 2 s
sont imposés a partir de HP = -90 mV. Dans ces conditions il se développe une composante
tonique qui apparait aprés la phasique. La figure RSA montre un exemple d'enregistrement de
l'activité contractile en contrdle (Ringer normal) et 10 minutes aprés perfusion de PTX au
niveau du compartiment central. On observe en présence de PTX une diminution de la
contraction tonique. La mesure de I'amplitude de la contraction se fait 4 500 ms pour éviter de
tomber dans la zone d'inactivation contractile. La figure RSB montre deux courbes tension-
potentiel moyennées, réalisées dans les mémes conditions expérimentales qu'en A. On observe
en présence de PTX une diminution de la contraction tonique de 26 + 3% (n = 9). On peut dire
a partir de ces résultats que la PTX inhibe une(les) protéine(s) G et induit une diminution de la

contraction tonique.
II- Apres blocage du courant calcique.

Les effets de PTX ont été étudiés sur la composante tonique de la contraction de la
fibre musculaire squelettique de grenouille en présence de CoCly (8 mM) pour s'affranchir du
courant calcique qui est connu pour intervenir dans la composante tonique de la contraction du
muscle squelettique (POTREAU et RAYMOND, 1980a,b; ILDEFONSE et al., 1985; RIVET
et al, 1989; JACQUEMONT et ROUGIER, 1990; COGNARD et al., 1992; CONSTANTIN et
al., 1993). La fibre est montée dans le Ringer normal et on passe ensuite au Ringer contenant
CoCly. Dés que la contraction se stabilise on enregistre la contraction contrdle et on passe en
PTX. La figure R6 montre deux courbes moyennées de l'activité contractile en contrdle
(Ringer normal + CoCly) et apres perfusion de PTX au niveau du compartiment central. On
note en présence de PTX une diminution de la contraction tonique de 15 * 4% (n = 8) (effet
significatif 4 95% prés: p< 0.05) contre 26 + 3% dans le cas ou le courant calcique n'est pas
inhibé. Donc l'inhibition de la contraction tonique par la PTX passe en partie par les canaux
calciques. Puisque la PTX inhibe partiellement le courant calcique (inhibition d'environ 35%, n
= 5) comme le montre la figure R1B (la contraction est inhibée parallélement, enregistrement
non illustré).

Ces résultats montrent que l'inhibition de la composante tonique par la PTX ne peut pas
étre attribuée uniquement 4 un effet sur les canaux calciques comme le pensaient
SOMASUNDARAM et al., (1991). Selon ces auteurs une protéine G sensible a la PTX et
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Figure R5

A - Enregistrement de l'activité contractile induite par une dépolarisation de 140 mV et de
longue durée (2 s) a partir de HP = -90 mV, en contrdle (Ringer normal) et en présence de
PTX. On observe deux composantes de la contraction: la premiere dite phasique suivie de la
deuxiéme dite tonique. On observe une diminution de l'amplitude des deux composantes en
présence de PTX.

B - Courbes d'activation de la contraction tonique (courbes moyennées) réalisées dans les
mémes conditions expérimentales qu'en A. L'amplitude de la composante tonique est mesurée a
500 ms. Par rapport au contrdle (carrés pleins) la PTX entraine une diminution de la

contraction de 26% (cercles pleins) (n = 9).
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située dans la membrane du tubule-T activerait directement les canaux calciques DHPs et cette
activation laisse transiter le Ca2™ qui va libérer celui du RS par le phénoméne de "Ca2™
induced Ca2* release"

Ces effets de PTX sur le courant calcique ne concordent pas avec ceux réalisés sur le
neurone, qui montrent que l'application intracellulaire de GTPyS diminue le courant calcique
(HOLZ et al., 1986; SCOTT et DOLPHIN, 1986; WANKE et al., 1987, HESCHELER et al,,
1987), cette diminution étant abolie lorsque la préparation est préalablement traitée par la
PTX. De méme TOSELLI et al. (1989) ont montré qu'au niveau du neurone de I'hypocampe,
une protéine G sensible a la PTX serait directement couplée aux canaux calciques de type L et
ceci entraine une inhibition du courant calcique par le GTPyS sans l'intervention d'un second
messager. Ce qui veut dire qu'au niveau de ces préparations une protéine G sensible a la PTX
inhibe les canaux calciques alors que dans nos conditions (en accord avec
SOMASUNDARAM et al., 1991) une(les) protéine(s) G sensible(s) a la PTX aurai(en)t un
effet activateur sur ce courant. Il faudrait donc penser a un mécanisme différent de régulation
des canaux calciques DHPs par les protéines G dans le muscle squelettique et dans d'autres
structures comme le neurone.

III- En Ringer normal contenant la forskoline.

La forskoline a été utilisée dans les mémes conditions que celles précédemment décrites
(a 5.10-6M) par perfusion externe au niveau du compartiment central. La fibre une fois montée
et la contraction stabilisée, on enregistre la contraction contrdle et on passe a la solution de
Ringer contenant la forskoline. Aprés 5 a 10 minutes de perfusion on enregistre de nouveau la
contraction. Les courbes tension-potentiel de la figure R7A montrent que la forskoline entraine
une augmentation de la contraction tonique de la fibre musculaire squelettique de 20 + 5%.
Cette augmentation de l'activité contractile peut é€tre attribuée, comme dans le cas de la
composante phasique, a l'augmentation du taux d'’AMPc intracellulaire qui, par le mécanisme
de phosphorylation des canaux calciques, augmente le nombre de canaux fonctionnels ainsi que
leur probabilité d'ouverture.

En présence de forskoline, la PTX, aprés 10 minutes de perfusion, (Figure R7B) induit
une inhibition de la composante tonique de la contraction de 18 + 6%. On obtient donc
sensiblement le méme taux d'inhibition que dans le cas ou les canaux calciques sont bloqués
(15%).

Ces résultats montrent que lorsque le courant calcique est inhibé ou activé, la PTX a un
effet inhibiteur sur la contraction tonique et cette inhibition ne passe probablement pas par la
cascade: adénylate cyclase-AMPc.

85



Figure R6

Courbes d'activation de la contraction tonique en contrdle (Ringer normal + CoCly) et en
présence de PTX. Lorsque les canaux calciques sont bloqués (carrés pleins), la PTX induit une
inhibition de la contraction tonique de 15 % (cercles pleins) (n = 8).
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D - EFFET DE PIX SUR LA CONTRACTION PAR APPLICATION
INTRACELLULAIRE.

L'application intracellulaire de PTX a été réalisée sur les fibres coupées dans le but de
voir si elle a les mémes effets qu'en application externe. La fibre intacte est montée avec du
Ringer normal dans les compartiments central et latéraux. Aprés vérification de la bonne
qualité du voltage, a l'aide d'une micro pipette on vide le Ringer normal dans les compartiments
latéraux et on le remplace par la solution interne (solution 2, tableau 2). Quand la solution
interne est mise en place on coupe la fibre au niveau de ses extrémités situées dans les
compartiments latéraux. On équilibre les électrodes et on vérifie de nouveau le "clamp". On
impose un potentiel de 100 mV a partir de HP = -90 mV et d'une durée de 26 ms pour
I'enregistrement de la composante phasique, de 2 s pour la tonique et ceci toutes les 10
minutes.

La figure R8A montre l'évolution de la contraction phasique en fonction du temps en
contrdle (Ringer normal + TTX) et en présence de PTX dans les compartiments latéraux. Dans
les conditions normales, la contraction diminue réguliérement pour tendre vers la stabilité au
bout de 40 a 60 minutes. Cette diminution progressive qui atteint 38 + 6% (n = 10) peut étre
attribuée aux phénomenes de "run down" pouvant affecter les différents meécanismes
métaboliques qui y sont impliqués. Lorsqu'on ajoute la PTX dans les compartiments latéraux,
on remarque que la diminution progressive observée dans les conditions de controle s'accélere
au bout de 15 a 20 minutes pour étre plus importante au bout de 40 a 60 minutes. Quand on
considére les valeurs a 50 ou 60 minutes apres I'ajout de PTX dans les compartiments latéraux,
on obtient une diminution d'environ 75 % par rapport a la valeur initiale (n = 10).

La figure R8B montre l'évolution de la contraction tonique dans les mémes conditions
expérimentales. En conditions "contrdle" on observe également une diminution progressive de
la contraction qui atteint 30 £ 7% (n = 7) au bout de 60 minutes avec une stabilité entre 40 a
60 minutes. Comme dans le cas de la composante phasique cette diminution peut étre attribuce
au "run down" des mécanismes métaboliques. Lorsqu'on met la PTX dans les compartiments
latéraux, on observe une accélération du phénomeéne aprés 15 a 20 minutes. Par rapport au
contrdle I'inhibition atteint prés de 60% au bout de 50 & 60 minutes.

Ces résultats montrent que la PTX appliquée en intracellulaire induit un effet inhibiteur
sur l'activité contractile. Dans ce cas, le pourcentage d'inhibition est plus important par rapport
a la perfusion externe de PTX sur fibres non coupées. Cette différence d'inhibition est pour le
moment difficile a interpréter. On peut supposer que la PTX intracellulaire interfére avec plus
de meécanismes impliqués dans l'activation de la contraction ou qu'elle peut
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Figure R7

A - courbes montrant les effets de la forskoline (FRSK) sur la composante tomque de iz
contraction. Par rapport au contrdle (Ringer normal, carrés pleins), la FRSK entraine une
augmentation de la contraction tonique de 12% (carrés vides) (n = 7).

B - Courbes montrant les effets de PTX sur la contraction tonique aprés perfusion préalable de
la préparation avec la FRSK. Par rapport au controle (carrés vides) la PTX diminue la
contraction de 18% (cercles pleins) (n = 6).
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Figure R8

A - Evolution de la contraction phasique en fonction du temps en contrdle (Ringer norina 4
TTX) et présence de PTX dans les compartiments latéraux. Dans les conditions de controle
(carrés pleins), on observe une diminution progressive de la contraction qui tend & se stabiliser
entre 40 a2 60 minutes (n = 10). En présence de PTX (cercles pleins), cette diminution
s'accélére a partir del5 a 20 minutes pour étre plus importante au bout de 50 a 60 minutes. Par
rapport au contrle, la PTX entraine une diminution d' environ 75% (n = 10). Un potentiel de
100 mV, d'une durée de 26 ms est imposé a partir de HP = -90 mV et ceci toutes les 10
minutes.

B - Evolution de la contraction tonique en fonction du temps dans les mémes conditions qu'en
A. Un potentiel de 100 mV, d'une durée de 2 s est imposé. La PTX entraine une diminution d'
environ 60% (n = 6).
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également augmenter les phénoménes de "run down" par interaction avec les processus

métaboliques.

E- EFFETS DE PTX SUR L'INACTIVATION POTENTIEL-DEPENDANTE DE LA
CONTRACTION.

La PTX a été testée sur l'inactivation potentiel-dépendante de la contraction en utilisant
un protocole de double impulsion dérivé de celui de LUTTGAU et al., (1986). 1l a été montré
que quand le potentiel de membrane est a sa valeur de repos (HP = -90 mV), le "voltage
sensor" se trouve dans son état de repos avec une forte affinité pour les ions Ca2* qui se fixent
sur un site dit de "priming", ce qui évite qu'il évolue vers un(des) état(s) inactivé(s)
(LUTTGAU et al., 1986; BRUM et al., 1988a,b; PIZARRO et al., 1988; RIOS et al., 1990).
Cet état dépend de la polarité membranaire et de la concentration calcique externe. Cette
inactivation potentiel-dépendante traduit la "disponibilité" du "voltage sensor” en fonction de la
polarité membranaire et peut étre altérée par un changement de la concentration calcique
externe. Le but de cette expérience est de voir si une protéine G sensible a la PTX interagit
avec le "voltage sensor" comme cela a été évoqué précédemment, dans ce cas il est probable
qu'elle modifiera la disponibilité du "voltage sensor" et que les effets de PTX seront modifiés
par la concentration calcique externe.

Ainsi, a partir du HP (dont la valeur sera précisée dans chaque cas), on impose a la
préparation une pré-impulsion conditionnante (pendant 4 minutes) d'amplitude variable (0 a
100 mV par incrément de 10 mV), durée au cours de laquelle le "voltage sensor" reste dans un
état donné (état inactivé ou non selon la valeur de pré-impulsion). Le potentiel de membrane
est ensuite ramené a la valeur du HP pendant 10 s pour permettre de restaurer l'activation
contractile sans que l'inactivation ne le soit sensiblement avant d'imposer un potentiel test de
100 mV pendant 15 s. Le HP, pendant environ 5 minutes, est maintenu a sa valeur initiale entre
chaque série de dépolarisation. La figure R9A illustre ce protocole.

I - Effets de PTX sur l'inactivation de la contraction a HP de -90 mV.
1 - Concentration calcique normale.

La figure RO9B montre l'exemple d'enregistrements de la contraction en imposant un
potentiel test de 100 mV pendant 15 s a partir de HP de -90 mV (carré plein), -40 mV (cercle
plein), 0 mV (cercle vide). L'activité contractile enregistrée a HP = -90 mV (sans pré-

impulsion) représente la contraction contréle ou contraction maximale a partir de laquelle
toutes les autres valeurs seront normalisées. Pour s'affranchir des canaux calciques (pouvant
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intervenir compte tenu de la durée de stimulation, 15 s), 8 mM de CoCl, sont ajoutés au
Ringer normal.

La figure R9C montre deux courbes d'inactivation de la contraction en fonction de la
valeur du pré-potentiel en contrdle (carrés pleins) et en présence de PTX (cercles pleins). En
controle, la contraction est maximale (pas d'inactivation) a -90 mV et a -80 mV. Une légére
inactivation commence a partir de -70 mV pour étre compléte vers 0 mV avec une valeur de
demi-inactivation située autour de -42 mV. Cette courbe est légérement différente de celle de
LUTTGAU et al., (1986) qui ont utilisé des solutions physiologiques différentes de la ndtre (le
NaCl étant remplacé par le TEA sulfate). Elle montre que plus la valeur du pré-potentiel est
élevée, plus l'inactivation est prononcée. En présence de PTX, l'inactivation est facilitée avec la
demi-inactivation a -72 mV et l'inactivation compléte vers -42 mV, soit un déplacement de 30
mV de la courbe d'inactivation vers les potentiels négatifs.

A partir de l'équation de BOLZTMAN: Y = m={1 + (exp ((x-x0_5)/p))}"-1 ol:

m = valeur de normalisation (100 dans notre exemple)

x = valeur de potentiel imposé

x(_5 = valeur de potentiel a la demi-inactivation

p = facteur qui détermine la pente au point d'inflexion de la courbe

il a été possible de déterminer p qui est de 11,32 pour la courbe contrdle et de 7,11 en
présence de PTX. La dérivée de cette équation (qui détermine la valeur de pente) au point xq 5
est: Y' = -100/4p et en remplagant p par sa valeur, on trouve une valeur de pente égale a
22%/10 mV en contrdle et de 35%/10 mV en PTX. Nous pouvons dire a partir de ces résultats
qu'il y a "shift" de la courbe et augmentation de la vitesse d'inactivation en présence de PTX.
Ce qui signifie qu'il pourrait y avoir probablement au moins deux mécanismes touchés.

2- Concentration calcique élevée.

Le méme protocole d'inactivation est utilisé pour étudier les effets de PTX sur
linactivation de la contraction en présence de 9 mM de Ca™ externe (concentration calcique
normale x 5). La figure R10 montre les effets de I'augmentation du Ca2™ externe sur la courbe
de disponibilité de la contraction. L'inactivation est sensiblement retardée puisque lorsque la
concentration calcique normale (1,8 mM) est multipliée par 5, un déplacement d'environ 20
mV de la courbe vers les potentiels positifs est observé. Ceci confirme que les ions Ca2™t
stabilisent le "voltage sensor" et contribue a compléter les résultats de LUTTGAU et al.,
(1986) qui ont montré qu'en absence de Ca2* externe, la courbe d'inactivation est déplacée

vers les potentiels négatifs, et ceux de GARCIA et al., (1992b) qui ont montré que le passage
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de 2 mM a 10 mM de Ca2* externe entraine un "shift" de 18 mV de la courbe d'activation des
mouvements de charge vers les potentiels positifs. Ces résultats sont en faveur de 'hypothése
selon laquelle le CaZt se fixe sur un site spécifique sur le "voltage sensor" et empéche celui-ci
d'évoluer vers son état inactivé.

S'll est admis que les mouvements de charge sont, en partie, l'expression des signaux
électriques engendrés par le "voltage sensor" (RIOS et BRUM., 1987; ADAMS et al., 1990),
l'augmentation de la concentration des ions Ca2* externes entraine une augmentation de I'état
d'activité du "voltage sensor" par augmentation de la quantité maximale de charge déplacée
(Qmax) (GARCIA et al., 1992b) d'ou l'inactivation retardée que rapportent nos résultats. De
plus le facteur de pente p est de 10.05 soit une valeur de pente de 24%/10 mV (contre 22%/10
mV en calcium normal). Il n'y a pas une différence significative entre ces deux valeurs de pente,
ce qui nous permet de dire que l'augmentation de la concentration calcique externe agit sur un
seul mécanisme, ce qui se traduit par le déplacement de la courbe mais sans effet sur la vitesse
de la pente.

Dans ces conditions de concentration calcique élevée (9 mM) et en présence de PTX, le
potentiel de demi-inactivation se situe autour de -32 mV (contre -22 mV sans PTX), comme le
montre la figure R11. Le déplacement de la courbe d'inactivation vers les potentiels négatifs est
donc moindre lorsque la concentration calcique externe est élevée puisque la courbe était
"shiftée" de 30 mV en 1,8 mM de Ca2*. contre 10 mV dans le cas présent. De méme, on a une
levée partielle de l'effet de PTX sur la vitesse de la pente (25%/10 mV en contrdle et 20%/10
mV en PTX). La figure R12 montre la valeur des "shifts" induits par la PTX en Ca2* normal et
en Ca2* églevé. L'élévation du Ca2* extracellulaire contrebalance les effets de PTX. Nous
pouvons considérer que l'une des cibles est le "voltage sensor" 4 cause de l'effet de Ca2™
externe, mais la deuxiéme cible reste difficile 4 déterminer car, dans nos conditions
expérimentales, l'augmentation de Ca2* externe n'influe pas sur les mécanismes intracellulaires
et par conséquent, un mécanisme interne n'est pas envisageable.
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Figure R9

A - Protocole d'étude de l'inactivation voltage-dépendante de la contraction. On fait varici lc
HP par incrément de 10 mV pendant 4 minutes, on revient au HP initial pendant 10 s avant
d'imposer un potentiel test de 100 mV (a + 10 mV) pendant 15 s (les différentes durées sont

indiquées sur la figure).

B - Exemples d'enregistrements de l'activité contractile induite par un potentiel test de 100 mV
et d'une durée de 15 s en fonction de HP (-90, -40 et 0 mV). A -90 mV la contraction est
maximale (valeur a partir de laquelle les autres seront normalisés), elle est de moitié a -40 mV

et devient nulle 4 0 mV.

C - Courbes d'inactivation de la contraction en contréle (Ringer normal + Co2%+) (n= 12) et en
presence de PTX (n = 6). Par rapport au contrdle (carrés pleins) on observe un "shift" de la
courbe de 30 mV vers les potentiels négatifs en présence de la toxine (cercles pleins).
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Figure R10

Courbes d'inactivation en contrdle (concentration calcique normale + Co2%» carrés pleins, n =
12) et en présence de concentration calcique x 5 (cercles pleins, n= 9). La concentration
calcique élevée entraine un déplacement de la courbe d'inactivation d'environ 20 mV vers les

potentiels positifs.
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Figure R11

Courbes d'inactivation de la contraction en concentration calcique élevée (9 mM) (n 9 e

présence de PTX (n = 6). Par rapport au contrdle (carrés pleins) la PTX entraine un
déplacement de la courbe d'inactivation de 10 mV vers les potentiels négatifs (cercles pleins).
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Figure R12

Courbes permettant de comparer les valeurs de "shift" vers les potentiels négatifs induit par la
PTX en concentration calcique normale (1,8 mM, carrés vides) et en concentration calcique
elévée (9 mM, cercles vides).
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II - Effets sur l'inactivation potentiel-dépendante de la contraction a HP de -130 mV.

Pour voir si les effets de PTX sur l'inactivation contractile sont dépendants du voltage,
nous avons choisi d'étudier ses effets en partant d'un HP de -130 mV (40 mV plus
hyperpolarisé qu'en condition controle). A ce potentiel le "voltage sensor" serait plus stable
puisque les mouvements de charge 1 qui disparaissent sous l'effet d'une dépolarisation
maintenue sont restaurés quand on rameéne le potentiel a des valeurs négatives (CHANDLER
et al., 1976a), et l'affinité pour les ions Ca2* du site cationique est supérieure.

1- En CaCly normal.

Le protocole d'inactivation et les conditions expérimentales restent les mémes que ceux
décrits précédemment. La figure R13 montre deux courbes réalisées a partir des HP différents
(-90 mV et -130 mV). Entre -130 mV et -90 mV, on n'observe pas de variations de l'activité
contractile, ce qui rend compte de l'état stable du "voltage sensor" a des potentiels
hyperpolarisés. Toutefois, a partir de -90 mV, on observe l'inactivation. Ceci indique de plus
que dans nos conditions expérimentales, le "voltage sensor" est totalement disponible dés le
HP de - 90 mV. En partant de HP = -130 mV, l'inactivation semble plus rapide aprés -90 mV
(la valeur de demi-inactivation se situe autour de -62 mV contre - 42 mV lorsque qu'on part de
HP = -90 mV). Nous n'avons pas d'arguments pouvant nous permettre d'expliquer ce
phénomeéne qui mériterait d'étre approfondi par des expériences plus nombreuses.

La figure R14A montre qu'en présence de PTX, on observe une accélération de la
courbe dont la valeur de potentiel de demi-inactivation se situe autour de -98 mV (contre -62
mV en contrdle) soit un déplacement de 36 mV vers les potentiels négatifs (valeur voisine a
celle obtenue a HP = -90 mV). Ceci nous laisse penser que la PTX met le "voltage sensor”
dans un état tel qu'il est capable de s'inactiver lorsque la membrane est trés hyperpolarisée.

2 - En CaCly.éleve.

Lorsqu'on augmente la concentration calcique externe (9 mM) on obtient une levée
partielle de 'effet de la PTX comme le montre la figure R14B. Le déplacement de la courbe
vers les potentiels négatifs par la PTX est de 10 mV comme ce qui était observé a HP = -90
mV.

Ces résultats nous permettent de dire que la PTX a des effets sur le "voltage sensor"
quand celui-ci se trouve dans son état de repos et par conséquent, ses effets ne sont pas
voltage-dépendants. De plus, il n'y a pas d'antagonisme avec le Ca2™ sur le site cationique car
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Figure R13

Courbes d'inactivation potentiel-dépendante réalisées a partir de deux valeurs de HP (-90 et -
130 mV). En partant de HP = -90 mV (carrés pleins), la demi-inactivation se situe & -42 mV (n
=12), elle est de -62 mV a HP = -130 mV (cercles pleins) (n = 7).
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Figure R14

A - Courbes d'inactivation de la contraction potentiel-dépendante en contréle (Ringer normal +
Co2*) et en présence de PTX. Par rapport au controle (carrés pleins, n = 7) la PTX ent aine
un déplacement de la courbe de prés de 35 mV vers les potentiels négatifs (cercles pleir, r -

).

B - Pour une concentration calcique élevée, les courbes d'inactivation potentiel-dépendante de
la contraction en controle (carrés pleins) et en présence de PTX (cercles pleins). La courbe est
déplacée d'environ 10 mV vers les potentiels négatifs en présence de la toxine (n = 6).
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a -130 mV l'affinité du Ca2* pour ce site est supérieure donc la levée de l'effet de PTX devrait
étre supérieure a celle obtenue a HP =-90 mV.

F- LES EFFETS DE PTX SUR LES MOUVEMENTS DE CHARGE ET LA
CONTRACTION.

Les effets de la PTX ont été étudiés simultanément sur les mouvements de charge et sur
l'activité contractile dans les conditions ou tous les courants dynamiques sont bloqués (solution
externe = 3, interne = 4, tableau 2) sans que la contraction ne le soit.

On impose successivement a la préparation a partir de HP = -90 mV un potentiel de +
120 mV, d'une durée de 100 ms puis un potentiel de -120 mV et de méme durée. On réalise 10
épisodes successifs dans chaque cas. A l'aide du programme Clampan du logiciel Pclamp, les
traces des enregistrements sont moyennées pour avoir une seule trace en dépolarisation et en
hyperpolarisation et I'on soustrait l'enregistrement obtenu en hyperpolarisation de celui obtenu
en dépolarisation. On obtient alors une trace résultante qui représente les mouvements de
charge qui s'activent en dépolarisation.

La figure R15 montre des enregistrements simultanés des mouvements de charge et de
la contraction pour deux fibres différentes. La quantité de charge Q(on) exprimée en nC/pF a
été obtenue par intégration de sa surface a l'aide du programme Pclamp et rapportée a la
capacité membranaire calculée pour un potentiel de 10 mV. En condition contrdle, la quantité
de charge est de 16.8 nC/uF pour la dépolarisation a + 120 mV. En présence de PTX, elle
tombe a 8 nC/uF soit une diminution d'environ 50% qui est paralléle & la diminution de
l'activité contractile (49%). On peut supposer que la PTX inhibe une(les) protéine(s) G qui
serai(en)t couplée(s) directement au récepteur DHP dans sa fonction de "voltage sensor”
puisqu'il est admis que les mouvements de charge proviennent, du moins en partie, des
récepteurs DHPs (BRUM et al, 1988b; ADAMS et al., 1990). Ces résultats confirment de plus
le lien étroit existant entre mouvement de charge et contraction dans les présentes conditions
expérimentales ou tous les courants dynamiques sont bloqués. Toutefois, il est difficile
d'expliquer le pourcentage disparate d'inhibition de l'activité contractile par la PTX observée
dans les différentes conditions expérimentales.
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Figure R15

Enregitrement simultané des mouvements de charge et de la contraction en contrdle (solution
externe = 3, solution interne = 4, tableau 2) et en présence de PTX sur deux fibres différentes
(A et B). Un potentiel de +120 mV est imposé a partir de HP = -90 mV puis de -120 mV a
partir du méme potentiel. La trace des mouvements de charge représente la résultante entre Ia
somme des traces en dépolarisation moins celle en hyperpolarisation. La contraction est la
moyenne des traces obtenues en dépolarisation.

On observe une diminution de la quantité de charge et de la contraction par la toxine (n = 6)
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Discussion sur les effets de PTX sur l'activité contractile.

Les effets de PTX sur l'activité contractile semblent donc:

-indépendants du courant sodique.

-indépendants du systéme adénylate cyclase-AMPc puisque la forskoline qui active
directement l'adénylate cyclase avec une augmentation du taux d'AMPc ne prévient pas cette
inhibition. Ce résultat est en accord avec ceux de GARCIA et al., (1990) qui ont montré que le
GTPyS augmente le courant calcique et les mouvements de charge indépendamment du
systeme adénylate cyclase-AMPc dans le muscle squelettique de grenouille.

-indépendants du courant calcique lorsqu'il est bloqué par le Co2*. Ceci permet de dire
que l'inhibition de la contraction par la PTX observée par SOMASUNDARAM et al., (1991)
ne dépend pas uniquement des canaux calciques comme ces auteurs l'avaient affirmé. De plus
les antagonistes calciques (exemple de D-600 et nicardipine qu'ils ont utilisés pour bloquer le
courant calcique) paraissent ubiquistes (AGNEW, 1987; LUTTGAU et al., 1992) et sont
capables de bloquer également l'activité contractile potentiel-dépendante (BERWE et al., 1987,
RIOS et BRUM, 1987; JACQUEMOND et ROUGIER, 1988; COGNARD et al., 1990).

Ils sont partiellement levés par une augmentation de la concentration calcique externe
comme le montrent les courbes d'inactivation de la contraction dépendante du potentiel de
membrane, en accord avec les résultats de GARCIA et al., (1992) qui ont montré que le
passage d'une concentration calcique externe de 2 a 10 mM facilite l'activation des
mouvements de charge.

Nous pouvons, a partir de ces résultats, considérer le "voltage sensor" comme cible
dans cette diminution de l'activité contractile par la PTX et supposer l'existence de protéines G
sensibles a la PTX qui réguleraient le récepteur DHP fonctionnant comme "voltage sensor" a
I'état basal, en le maintenant dans un état activé ou activable. Selon le modéle de LUTTGAU et
al., (1987) (Figure R16A) au repos le systéme se trouve dans son état de repos (R); sous
l'influence de la dépolarisation, il passe dans I'état activé (A) pendant lequel il y'a libération du
calcium du RS, puis dans son état inactivé (I) pendant lequel la libération du calcium est
bloquée. La dissociation du calcium du coupleur entraine le passage du systéme dans son état
paralysé (Io). On peut supposer selon ce modéle que la PTX en inhibant une(les) protéine(s) G
sensible(s) permet le passage du "voltage sensor" dans un état partiellement inactivé ou
paralysé sans passer par I'état activé (nous avons schématisé ce mécanisme probable par des
fleches en pointillés). De méme selon le modéle de PIZARRO et al., (1988) (Figure R16B) la
dépolarisation de la membrane permet le passage du systéme de son état de repos "resting" a
son état activé: transition au cours de laquelle les mouvements de charge de type 1 (qui
seraient a l'origine de la libération du calcium du RS, CSNERNOCH et al., 1991; GARCIA et
al., 1991a,b) s'activent. La transition entre I'état inactivé et paralysé est également potentiel-
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dépendante et génére les mouvements de charge de type 2. Les transitions verticales (entre
repos-paralysé et activé-inactivé) ne dépendent pas directement du potentiel. On pourrait
également a partir de ce modéle supposer un mécanisme de PTX similaire au précédent
(schématisé par les fléches en pointillés).

Cette régulation basale du "voltage sensor" par une(les) protéine(s) G serait(ent)
directe et ne fait pas intervenir nécessairement un second messager, contrairement aux résultats
de GARCIA et al., (1990) qui n'ont observé aucun effet en présence du GDPBS (détail dans le
chapitre sur les analogues non hydrolysables du GTP et du GDP).

Nous ne pouvons pas exclure un effet éventuel sur les protéines G sensibles a la PTX
qui réguleraient la phospholipase C (pour revue, voir BIRNBAUMER et al., 1990) quand bien
méme le role de I'TP3 dans le couplage excitation-contraction est contesté (HEILMEYER et
al.,, 1990; HANNON et al., 1992), ni sur les protéines G sensibles de la membrane du RS
(SCHERER et al., 1987, TOUTANT et al., 1990), cependant elles ne devraient pas étre
sensibles au Ca2* externe. Il faudrait également considérer les protéines G monomériques qui
sont associées a la triade et qui seraient impliquées dans les mécanismes de couplage
excitation-contraction (DOUCET et TUANA, 1991), dont on ignore si elles sont sensibles a la
PTX ou non.

La question qui reste posée est la nature de la protéine G qui serait impliquée dans ce
couplage excitation-contraction puisque au moins deux types de protéines G sensibles a la
PTX ont été identifiées dans le muscle squelettique (TOUTANT et al., 1988; 1990).
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Figure R16

A - Modéle (modifié€) montrant les différents états du "voltage sensor". Au repos (R) le
systéme est au repos, la dépolarisation de la membrane met le systéme dans un état aci vé (A)
pendant lequel le calcium est libéré du RS puis passe ensuite dans un état inactivé (1) peidant
lequel la libération du calcium est bloquée. La dissociation du Ca2* du systéme met le "voltage
sensor" dans un état paralysé (Io). Les fleches en pointillées représentent les mécanismes
d'action possible de la PTX sur le "voltage sensor".

D'aprés LUTTGAU et al., (1987).
B - Mod¢le (modifié) du "voltage sensor" similaire a celui en A. Les transitions horizontales

sont directement dépendantes du potentiel alors que les verticales ne sont pas directement liées
au potentiel. Les fléches en pointillées illustrent le mécanisme possible de PTX.

D'aprés PIZARRO et al., (1988).



A

depolarization
R? FAT—|
1 T
T T
' ¥
n Ca?
b
G 5 amans el
B
Inactivated * < - Inactivated
AN >
;  dstee
i _ b NS
Resting — < > Active (SR channel open)

104



CHAPITRE 2: EFFETS DES ANALOGUES NON HYDROLYSABLES DU GTP ET DU
GDP SUR L'ACTIVITE CONTRACTILE DU MUSCLE SQUELETTIQUE.

Les analogues non hydrolysables du GTP (GTPyS) et du GDP (GDPfS) se fixent sur la
sous-unité o des protéines G pour les activer ou les inhiber respectivement. Ces analogues sont
non hydrolysables par I'activité GTPasique intrinséque de la sous-unité a. Ils ont donc un effet
permanent mais non sélectif car ils agissent sur toutes les protéines liant le GTP.

A- LES EFFETS DU GTPyS.

Il a été rapporté que cet analogue non hydrolysable induit l'activité contractile des fibres
pelées du muscle squelettique (DI VIRGILIO et al, 1986; VILLAZ et al, 1989
SOMASUNDARAM et al., 1991) et augmente les mouvements de charge et le courant
calcique de la fibre coupée du muscle squelettique de grenouille indépendamment du systéme
adénylate cyclase AMPc (GARCIA et al., 1990).

Nous avons, pour notre part, voulu vérifier ces données sur fibre coupée en étudiant les
effets de cet analogue sur l'activité contractile et sur les mouvements de charge dans des
conditions physiologiques permettant de bloquer toutes les conductances dynamiques. Comme
précédemment la solution externe est la solution 3 et la solution interne est la solution 4
(tableau2). A partir de HP = -90 mV, des potentiels dépolarisants d'une durée de 100 ms sont
imposés par incrément de 20 mV. Le GTPyS est appliqué dans les compartiments latéraux afin
qu'il diffuse dans le cytoplasme des fibres coupées au préalable, les mesures sont réalisées aprés
un délai de 20 a 25 minutes. La figure R17A montre les courbes d'activation de la contraction
en fonction du potentiel avant et aprés ajout de GTPyS (500 pM) dans les compartiments
latéraux. On observe une forte augmentation de I'activité contractile qui se stabilise a environ
180% de sa valeur initiale (n = 7). Cette augmentation est indépendante du courant sodique
(bloqué par la TTX et le TEA) et du courant calcique (bloqué par 8 mM de CoCly).

Ces résultats sont en accord avec ceux de DI VIRGILIO et al., (1986), de VILLAZ et
al., (1989) et de SOMASUNDARAM et al, (1991). Cependant pour ces derniers auteurs
l'effet du GTPyS disparait lorsque le courant calcique est bloqué par les antagonistes
organiques (D-600, nicardipine) ce qui les avait conduit a émettre I'hypothése d'un couplage
direct entre récepteur DHP fonctionnant comme canal calcique et une protéine G. Nos
résultats sont différents dans la mesure ou l'activité contractile est augmentée par le GTPyS
malgré le blocage du courant calcique par CoCly Etant donné que les bloqueurs calciques
utilisés par SOMASUNDARAM et al., sont ubiquistes (AGNEW, 1987; LUTTGAU et al.,
1992) et bloquent également l'activité contractile dépendante du potentiel (BERWE et al,,
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Figure R17

A - Courbes moyennes d'activation de la contraction phasique en fonction du potentiel de
membrane en controle (carrés pleins) et en présence de GTPyS dans les compartiments
latéraux (cercles pleins). Un potentiel dépolarisant de 20 mV d'incrément, d'une durée de 100
ms est imposé a partir de HP = -90 mV. On observe en présence de GTPyS une augmentation
de l'activité contractile de prés de 180% par rapport au contréle (n = 7).

B - Enregistrements des mouvements de charge et de la contraction en absence et en présence
de GTPyS pour un potentiel de + 120 mV, d'une durée de 100 ms imposé a partir de HP = -90
mV. On observe une augmentation des mouvements de charge (environ 40%) et de l'activité
contractile (+ de 50%) en présence de GTPyS (n=7).
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1987; RIOS et BRUM, 1987, JACQUEMOND et ROUGIER, 1988, ERDMAN et
LUTTGAU, 1989; COGNARD et al., 1990), l'absence d'effets en GTPyS est explicable.
Cependant LAMB et STEPHENSON, (1991) n'observent pas d'effets de GTPyS sur l'activité
contractile des fibres pelées et coupées du muscle squelettique de mammifére et d'amphibien.

Nous avons, d'autre part, enregistré l'activité contractile et les mouvements de charge
sur fibre coupée en présence de GTPyS en imposant un potentiel de 120 mV a partir de HP = -
90 mV. Les mouvements de charge sont obtenus aprés sommation et soustraction des signaux
obtenus a + 120 mV et & -120 mV comme nous l'avons décrit précédemment. La figure R17B
montre quelques enregistrements avant et aprés ajout de GTPyS dans les compartiments
latéraux. Dans ces conditions nous avons obtenu une augmentation simultanée des
mouvements de charge (environ 40%) et de l'activité contractile (+ de 50%) (n = 7). Ces
résultats sont en accord avec ceux de GARCIA et al., (1990) qui avaient déja observé une
augmentation des mouvements de charge mais sans avoir enregistré simultanément l'activité
contractile. Signalons que l'enregistrement des mouvements de charge nécessite plusieurs
épisodes (10) a chaque potentiel aussi bien en dépolarisation qu'en hyperpolarisation ce qui
nous a empéché d'établir une courbe d'activation des charges (Q/Q(max)) en fonction du
potentiel simultanément avec la contraction.
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Figure R18

A - Courbes moyennes d'activation de la contraction phasique en fonction du potentiel de
membrane en absence (carrés pleins) et en présence de GDPBS dans les compartiments
latéraux (cercle pleins). On observe une diminution de l'activité contractile (environ 40%) en
présence de cet anlogue non hydrolysable du GDP (n = 8).

B - Enregistrements des mouvements de charge et de la contraction en absence et en présence
de GDPfS pour un potentiel de + 120 mV, d'une durée de 100 ms imposé a partir de HP = -90
mV. On observe une diminution des mouvements de charge (36%) et de la contraction (35%)
en présence de GDPJS (n = 8).
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B- LES EFFETS DU GDPSS.

Cet analogue non hydrolysable du GDP se fixe sur la sous-unité o des protéines G et
inhibe la fixation du GTP. 1l est connu pour induire une diminution de l'activité contractile
(VILLAZ et al., 1989; SOMASUNDARAM et al., 1991). Nous avons étudié son effet sur
l'activité contractile et les mouvements de charge dans les mémes conditions que celles du GTP
vS et la figure R18A montrent les courbes d'activation de la contraction en fonction du
potentiel avant et aprés ajout de GDPBS dans les compartiments latéraux. On observe dans ce
cas une diminution de la contraction d'environ 40%. Ces résultats sont en accord avec ceux de
VILLAZ et al., (1989), SOMASUNDARAM et al., (1991).

La figure R18B montre des enregistrements simultanés de l'activité contractile et des
mouvements de charge induit par une dépolarisation de + 120 mV. On observe également une
diminution moyenne de l'activité contractile (35%) et des mouvements de charge (36%) (n =
8). GARCIA et al., (1990) n'avaient observé aucun effet du GDPBS alors qu'ils avaient obtenu
une augmentation des mouvements de charge en GTPyS. Cette observation pour laquelle ils
n'avangaient pas d'explications est difficilement explicable si I'on implique les protéines liant le
GTP dans les mécanismes de régulation de l'activité contractile, a moins que dans leurs
conditions expérimentales ces effets des différentes protéines G bloquées par GDPBS ne
s'annulent. Il est également possible que dans leurs conditions expérimentales il n'y ait pas
d'activation basale des protéines G.

DISCUSSION SUR LES EFFETS DES ANALOGUES NON HYDROLYSABLES DU
GTPET DU GDP.

En accord avec les précédents résultats obtenus avec la PTX, il se confirme que le
couplage excitation-contraction de la fibre musculaire squelettique de grenouille est régulé a
l'état basal par une protéine G puisqu' en bloquant ces protéines on diminue l'activité
contractile. Cette régulation, comme nous l'avions évoqué précédemment, se ferait de fagon
directe entre protéine G et récepteur DHP conformément aux travaux de YATANI et al,
(1988a); MATTERA et al., (1989); HAMILTON et al,, (1991). Mais nous pensons que dans
ce cas le récepteur DHP fonctionnerait comme le "voltage sensor" puisqu' en présence de
CoCly nous obtenons l'effet de GTPyS contrairement 8 SOMASUNDARAM et al., (1991) qui
pensent a un couplage direct entre récepteur DHP fonctionnant comme canal calcique et
protéine G. Cette hypothése ne peut pas étre exclue mais toujours est-il que dans les conditions
ou le courant calcique est bloqué nous observons un effet aussi bien du GTPyS que de GDPJS.

D'autre part LAMB et STEPHENSON (1991) n'observent pas d'effet en présence du
GTPyS ni sur l'activité contractile ni sur les mouvements de charge des fibres pelées et coupées
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d'amphibien et de mammifére. De méme, ils n'observent aucun effet de GDPBS sur l'activité
contractile. Ces résultats contraires aux notre pourraient dépendre de la différence dans les
conditions expérimentales. Il est possible que le traitement subi par la fibre pelée puisse altérer
les mécanismes de modulation de la contraction par les protéines G. De plus la stimulation de
l'activité contractile par substitution ionique n'est pas forcément identique a celle déclenchée
par des dépolarisations par la technique de "voltage clamp" sur fibre intacte ou les mécanismes
de couplage seraient plus conservés. Il est important de souligner que ces auteurs ont utilisé de
I'EGTA (50 uM) alors que nous n'avons pas utilisé ce chélateur calcique pour éviter toute
influence probable sur l'activité contractile. Il faut également noter que ces auteurs ont utilisé
une solution hypertonique (295 mosmol/Kg) due a la concentration élevée dHEPES (30 mM)
et comme le signale HUANG, (1992) une solution hypertonique peut bloquer Qy. En outre, il
est possible que dans nos conditions expérimentales, le RS soit suffisamment chargé en Ca2™
car comme le soulignent ces auteurs, 50% des fibres répondent au GTPyS si le RS a été
préalablement chargé en CaZt. On pourrait également supposer que la quantité de charge
mobilisée dans nos conditions de contrdle est faible et par conséquent il y aurait une quantité
importante de charge encore disponible et donc activable par le GTPyS.

Ces analogues non hydrolysables restent un outil limité car ils ne permettent pas,
comme dans le cas de la PTX, de déterminer la nature de la protéine G impliquée, et le
mécanisme qui est exactement touché. Il faut en effet prendre en compte toutes les protéines
G, y compris celles de la membrane du RS et celles de faible poids moléculaire dont on sait
qu'elles sont capables de fixer le GTP et le GDP (pour revue, voir GUNZBURG, 1992).
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CHAPITRE 3: IDENTIFICATION DE LA PROTEINE G IMPLIQUEE DANS LA
REGULATION DE U'ACTIVITE CONTRACTILE DE LA FIBRE MUSCULAIRE
SQUELETTIQUE DE GRENOUILLE.

En vue de déterminer la nature de la protéine G qui est impliquée dans la régulation de
l'activité contractile du muscle squelettique, nous avons utilisé un outil pharmacologique, le
chlorure de benzalkonium qui stimule la protéine Go et inhibe Gi. Dans un deuxiéme temps des
anticorps dirigés spécifiquement contre la sous-unit€é o des protéines G ont été également
utilisés.

A - LES EFFETS DU CHLORURE DE BENZALKONIUM (BAC).

Le chlorure de benzalkonium est un ammonium quaternaire utilisé comme antiseptique
et désinfectant. C'est un agent cationique de surface qui stimule la protéine Go par échange de
nucléotide sur la sous -unité o et inhibe Gi (HIGASHIMA et al., 1990; BUEB et al., 1992). Il
inhiberait aussi partiellement la phospholipase C (READ et KIEFER, 1979). Ces effets inverses
(inhibiteurs sur Gi mais activateur sur Go) ont amené HIGASHIJIMA et al., a suggérer que le
BAC est un régulateur cationique spécifique des protéines G avec un site de fixation sélectif au
niveau de ces protéines. Etant donné que les protéines Gi et Go sont toutes deux présentes
dans le muscle squelettique (TOUTANT et al., 1988, 1990), en inhibant l'une (Gi) et en
stimulant l'autre (Go), l'effet obtenu pourrait donner des indications sur la nature de celle qui
est impliquée dans la régulation de l'activité contractile.

I- Effets du chlorure de benzalkonium sur le courant sodique et calcique.

Le BAC étant un agent cationique susceptible d'altérer les propriétés électriques de la
membrane, nous avons avant toute chose, testé ses effets sur les courants transmembranaires
(courants sodique et calcique) susceptibles d'intervenir dans les mécanismes de couplage
excitation-contraction. Le BAC a été dissous dans l'eau désionisée et utilisé a une
concentration finale de 5 pg/ml dans la solution de Ringer normal. BUEB et al., (1992) qui ont
étudié l'effet inhibiteur de cet outil sur la libération de l'histamine par les cellules mastocytes de
rat ont signalé une toxicité cellulaire a une concentration supérieure a 3 pg/ml. Pour notre part,
nous avons testé quatre concentrations différentes sur fibres intactes afin de choisir celle qui
donne les meilleurs effets. A 2 pg/ml il n'y a aucun effet, 3 pg/ml induit une légére
augmentation de l'activité contractile, 5 pg/ml augmente de 16% la contraction et 10 pg/ml

induit une augmentation contractile de 20% mais cette concentration s'est avérée
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Figure R19

A - Exemple d'enregistrements du courant sodique en absence (cercle plein) et en préser. « de
BAC (carré plein) pour un potentiel de + 60 mV, d'une durée de 26 ms impoé a partir de HP =
-90 mV. On observe une inhibition du courant sodique (de plus de 90%) et du courant sortant

rapide (n = 5).

B - Enregistrement du calcique en absence et en présence de BAC pour un potentiel de 100
mV, d'une durée de 2 s imposé a partir de HP = -90 mV. On observe une diminution du
courant calcique (d'environ 30%) en présence du BAC (n=15).
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toxique et a induit la mort de certaines fibres. Nous avons alors choisi de travailler avec une
concentration de 5 pg/ml et tous les résultats qui suivent ont été obtenus a cette concentration.

La figure R19A montre I'effet de BAC sur le courant sodique activé par un potentiel de
60 mV et d' une durée de 26 ms imposé€ a partir de HP = -90 mV. Par rapport au contrdle
(RN), le BAC entraine une inhibition presque compléte (90% d'inhibition) du courant sodique
(n=15). On observe également une diminution du courant sortant transitoire.

La figure R19B montre les effets du BAC sur le courant calcique activé par un
potentiel de 100 mV et d'une durée de 2 s imposé a partir de HP = -90 mV. Par rapport au
contrdle (solution externe = 3, et solution interne = 4, tableau 2), le BAC entraine une
diminution du courant calcique (d'environ 30%) au bout d'une dizaine de minutes (n = 5).

Ces résultats montrent que le BAC en plus de son effet sur les protéines G altére les
propriétés électriques de la membrane du muscle squelettique.

II - Effets du BAC sur l'activité contractile en Ringer normal.

La figure R20A montre I'exemple d'enregistrements de I'activité contractile obtenue en
contrdle (RN) et quelques minutes aprés passage en Ringer contenant le BAC. Par rapport au
controle (cercle plein), on observe en présence du BAC une augmentation de la contraction au
bout de 3 minutes (cercle vide) qui continue a augmenter pour &tre plus importante a 18
minutes (carré vide).

La figure R20B montre la courbe moyenne illustrant cette augmentation progressive de
la contraction en présence du BAC (n = 6). La fibre est montée en Ringer normal et dés que la
contraction se stabilise on enregistre le contrdle (t = 0) et on perfuse la solution contenant le
BAC. La dépolarisation de 100 mV d'amplitude et d'une durée de 200 ms est imposée a partir
de HP = -90 mV et ceci toutes les trois minutes. Au bout de trois minutes, l'activité contractile
a déja augmenté de 5% pour atteindre 16 = 5% au bout de 15 a 18 minutes avec une tendance
a la stabilisation autour de 15 minutes. Nous avons pu observer une réversibilité de ces effets
par retour en Ringer normal.

III- Effets du chlorure de benzalkonium sur la composante phasique de la contraction.

Nous avons étudié les effets du BAC sur la composante phasique de la contraction en
imposant des potentiels de courte durée (18 ms) et en bloquant les canaux calciques par 8 mM
de CoCly. Par rapport au contrdle, le BAC induit aprés 15 minutes une augmentation de la
contraction phasique de 13% *5. Des résultats obtenus sur 6 fibres sont représentés sur la
figure R21 qui montre les courbes d'activation de la contraction en fonction du potentiel de
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Figure R20

A - Enregistrements de l'activité contractile en absence et en présence de BAC. Par rapport au
controle (cercle plein) le BAC entraine aprés 3 minutes une augmentaion de l'activité
contractile (cercle vide) qui devient plus importante aprés 18 minutes (carré vide). Un potentiel
de 100 mV, d'une durée de 200 ms est imposé a partir de HP = -90 mV.

B - Courbe moyenne des enregistrements obtenus en A montrant le poufcentage
d'augmentation de l'activité contraction en fonction du temps par le BAC. At =0, on ala
contraction témoin et on passe en solution contenant le BAC. On observe une augmentation
progressive de la contraction en fonction du temps qui tend a se stabiliser au bout de 15

minutes environ (n = 6).
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membrane. Le test t de "student" a révélé que I'effet est significatif & 99% prés (p < 0.01) a +10
et +30 mV.

Pour vérifier si l'effet du BAC passe effectivement par une (des) protéine(s) G
sensible(s) a la PTX, nous avons inhiber celle(s)-ci en perfusant au préalable la préparation
avec la PTX. La figure R22 montre des exemples d'enregistrements de l'activité contractile de
deux fibres (A et B) en contréle (RN + PTX) et en présence du BAC. On n'observe aucune
variation de la contraction par le BAC aprés une dizaine de minutes (n = 5). Ce qui confirme
que l'effet du BAC passe par une(des) protéine(s) G sensibles a la PTX.

Cette augmentation est indépendante du courant calcique qui est bloqué par 8 mM de
CoCls.

De plus compte tenu de la durée de stimulation (18 ms) on peut supposer que le BAC
en stimulant la protéine Go stimule le "voltage sensor" qui libére le Ca2* du RS.

IV - Effets du chlorure de benzalkonium sur la contraction tonique de la contraction.

Nous avons testé les effets du BAC sur la contraction tonique, ceci dans le but de voir
si l'effet est différent de celui obtenu sur la composante phasique. La solution externe est la
solution 5, tableau 2. La figure R23 montre le pourcentage d'augmentation de la contraction
tonique en fonction du temps. Un potentiel de 100 mV et d'une durée de 2 s est imposé apres
toutes les trois minutes. A l'instant t = 0 minute nous avons la stabilité de la contraction. Au
bout de trois minutes nous obtenons 4% d'augmentation de la contraction et aprés 9 minutes
on observe 10% d'augmentation avec une stabilité autour de 12 a 15 minutes (n = 6).

A partir de ces résultats nous pouvons dire que le BAC en stimulant Go induit une
augmentation de l'activité contractile de la fibre musculaire squelettique de grenouille. Go
serait couplé au "voltage sensor" et stimulerait celui-ci a I'état basal comme nous l'avions
évoqué précédemment. Ces résultats sont en accord avec les précédents puisque la PTX et le
GDPBS qui inhibent aussi bien la Go que la Gi entrainent une diminution de la contraction
phasique.

Nous pouvons exclure l'effet inhibiteur du BAC sur la phospholipase C (READ ET
KIEFER, 1979) puisque cette inhibition ne peut pas permettre d'expliquer I'augmentation de
l'activité contractile.

Nous avons essayé de voir si le BAC avait des effets par application intracellulaire sur
fibre coupée. Pour ce faire, avons ajouté dans le milieu interne (solution 2, tableau 2) le BAC
aprés avoir coupé la fibre. Nous n'avons observé aucun effet au bout de 20 a 25 minutes apreés
ajout du BAC (enregistrement non illustré) donc le BAC agit préférentiellement au niveau

extracellulaire.
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Figure R21

Courbes moyennes d'activation de la contraction phasique en fonction du potentiel de
membrane en contrdle (Ringer normal + CoCly) et présence de BAC. Un potentiel de 20 mV
d'incrément, d'une durée de 18 ms est imposé a partir de HP = -90 mV. Par rapport au controle
(cercles pleins), on observe une augmentation de la contraction (de 13%) en présence de BAC
(carrés pleins). Le test t de "student" a révélé que 'effet est significatif 99% pres (n = 6).
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Figure R22

Enregistrements de l'activité contractile en contréle (Ringer normal + PTX) et en présence de
BAC pour un potentiel de 100 mV d'une dirée 18 ms imposé a partir de HP = -90 mV (NB,
I'échelle des temps a été divisé en deux et celle qui est représentée correspond a la seconde qui
est d'une durée plus longue ). Dans ces conditions le BAC n'a pas d'effet au bout d'une dizaine
de minutes.
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Figure R23

Courbe moyenne de pourcentage d'augmentation de la contraction tonique en fonction du
temps par BAC. A t =0, on enregistre la contraction témoin et on passe en BAC. Un potentiel
de 100 mV d'une durée de 2 s est imposé toutes les 3 minutes a pratir de HP = - 90 mV. On
observe au bout de 3 minutes une légére augmentation de la contraction qui atteind plus de
10% au bout de 18 minutes (n= 6).
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Toutefois il serait intéressant de voir si l'effet du BAC passe par I'adénylate cyclase ou
non. Dans ce cas lutilisation de l'adénylylimidophosphate (AMP-PNP) par application
intracellulaire pourrait donner des indications car cet analogue non hydrolysable de I'ATP se lie
au site actif de la protéine kinase activatrice (PKA) et provoque la formation d'un complexe
inactif (PKA-AMP-PNP), ce qui empéche l'hydrolyse de I'ATP en AMPc par l'adénylate
cyclase (WHITEHOUSE et al., 1983; PELZER et al., 1990).

De méme il serait intéressant de voir si l'effet de BAC est voltage-dépendant, pour ce
faire, I'étude de l'inactivation de la contraction dépendante du potentiel de membrane a partir
de différentes valeurs de HP (exemples de -60, -90, -130 mV), pourrait donner quelques
éléments d'information.
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B- EFFETS DES ANTICORPS DIRIGES CONTRE LA SOUS-UNITE ALPHA DES
PROTEINE Gi ET Go.

Il est démontré que chacune des sous-unités des protéines G peut avoir une action
propre dans la régulation des effecteurs. Ainsi les anticorps dirigés contre les sous-unités o, 3,y
des protéines G sont des outils qui sont de plus en plus utilisés dans I'étude des mécanismes de
régulation des phénomeénes physiologiques par ces protéines. Il a été rapporté que l'anticorps
monoclonal dirigé contre la sous-unité o de la protéine Gk bloque l'activation muscarinique des
canaux potassiques au niveau atrial (YATANI et al., 1988b). L'anticorps anti y a été utilisé par
KLEUSS et al., (1993) pour étudier la régulation du courant calcique voltage-dépendant par la
somatostatine et le carbachol sur les cellules pituitaires de rat.

Pour notre part nous avons utilisé les anticorps dirigés contre cco et ai pour apporter
des informations supplémentaires sur la nature de la protéine G impliquée dans la régulation du

couplage excitation-contraction.
S s
I- L'anticorps anti ayy ap2.

Le sérum contenant ces anticorps a €té fourni par le laboratoire Gramsch en Allemagne.
Avec un volume de 20 pl, il était conseillé de l'utiliser & une dilution finale de 1/5000 dans le
cas de l'incubation des cellules. Pour minimiser les phénomeénes de diffusion, nous l'avons
utilisé a une dilution finale de 1/2500, l'anticorps était ajouté a la solution interne (solution 2,
tableau 2) dans les compartiments latéraux. De plus il a été signalé que les anticorps se fixent
sur les sous-unités lorsque celles-ci sont dissociées les unes des autres selon YATANI et al,,
(1988) qui ajoutaient a leur milieu 100 uM de GTP. Nous avons, pour cette raison, ajouté 50
uM de GTP a la solution interne, une concentration plus faible pour éviter une activation trop
importante des protéines G.

La figure R24 montre ['évolution de la contraction phasique en fonction du temps en
absence et en présence de l'anticorps dans les compartiments latéraux (potentiel de 100 mV,
d'une durée de 18 ms, imposé toutes les trois minutes). A partir de 15 minutes, on observe une
faible diminution de la contraction qui n'est cependant pas statistiquement significative (n = 6).
Cet effet faible oblige a se poser la question de la non spécificité de l'anticorps, ou bien la
protéine concernée n'est pas Go. Cet anticorps est également sans effet sur la composante
tonique.
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Figure 24

Courbes moyennes de l'évolution de la contraction phasique en fonction du temps en controle
(cercles pleins) et en présence de l'anticorps anti ., dans les compartiments latéraux (carrés
pleins). Un potentiel de 100 mV, d'une durée de 18 ms est imposé toutes les 3 minutes. On
observe au bout de 15 minutes un effet non statistiquement significatif de I'anticorps (n = 6).
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II- L'anticorps anti a;j, a;j>

Nous avons testé dans les mémes conditions I'effet des anticorps dirigés contre les sous-
unités o des protéines G. La dilution finale conseillée est de 1/8000 et nous l'avons, comme
dans le cas précédent, utilisé deux fois plus concentré (1/4000).

La figure R25 montre que l'anticorps anti a n'a aucun effet (n = 5). Ce qui laisse penser
que la protéine Gi n'est pas impliquée dans la régulation de la contraction phasique ou bien que
l'anticorps n'est pas spécifique.

Nous avons étudié également son effet sur la composante tonique de la contraction. Un
potentiel de 100 mV et d'une durée de 2 s est imposé toutes les trois minutes. Comme le
montre la figure R26, en présence de l'anticorps (carrés pleins) le phénoméne de "run down"
observé en contrdle (cercles pleins) est partiellement levé. Au bout de 30 minutes, la
contraction tonique a diminué de 22 + 4% (n = 7) en contrdle alors qu'elle ne diminue que de 2
+ 4% en présence de l'anticorps anti o] 2

Ce résultat montre que l'anticorps anti o exerce un effet sur la composante tonique de
la contraction qui pourrait s'expliquer par le fait que a; étant inhibée, l'activation basale de
l'adénylate cyclase par la protéine Gs serait amplifiée, ce qui entrainerait une augmentation du
taux basal d'AMPc intracellulaire provoquant les phénomeénes de phosphorylation des canaux
calciques par les protéines kinases AMPc dépendantes. La phosphorylation des canaux
calciques entraine une augmentation de la probabilité d'ouverture et le nombre de canaux
calciques fonctionnels (REUTER, 1987), la conséquence est une augmentation du courant
calcique et de l'activité contractile.

III- Les effets de l'anticorps anti ajj 2 sur la composante phasique de la contraction en
présence de PTX.

L'effet obtenu avec l'anticorps anti o sur la composante tonique de la contraction nous
a conduit a vérifier de fagon indirecte l'intervention de la protéine Go dans la régulation de la
composante phasique, en bloquant Gi avec l'anticorps et en perfusant avec la PTX. La figure
R27 montre I'exemple d'enregistrements de la contraction phasique (de deux fibres A et B) en
contrdle (cercle plein, 25 a 30 minutes aprés ajout de l'anticorps dans les compartiments
latéraux) et en présence de PTX en perfusion externe. On observe une diminution de 25 a 35
% de la contraction en présence de PTX (n=7).
Ce résultat apporte un argument de plus, montrant que l'inhibition de la contraction phasique
par la PTX est due a Go et non a Gi qui est bloquée par l'anticorps.
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Figure 25

Courbes moyennes de I'évolution de la contraction phasique en fonction du temps en absence
(cercles pleins) et en présence de l'anticorps anti o dans les compartiments latéraux (carrés
pleins). Un potentiel de 100 mV d'une durée de 18 ms est imposé toutes les 3 minutes. On
n'observe aucun effet significatif de l'anticorps au de 27 minutes (n = 5).
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Figure R26

Courbes moyennes de I'évolution de la contraction tonique en fonction du temps en abscnce et
en présence de l'anticorps anti a; dans les compartiments latéraux. Un potentiel de 100 mV
d'une durée de 2 s est imposé toutes les 10 minutes. Par rapport au contrdle (cercles pleins)
l'anticorps entraine une augmentation de la contraction tonique de 20% (carrés pleins) (n = 7).
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Figure R27

Enregistrements de I'activité contractile en contrdle (I'anticorps anti oj dans les compartiments
latéraux) et en présence de PTX en perfusion externe pour un potentiel de 100 mV d'une durée
de 18 ms imposé a partir de HP = -90 mV (NB deux échelles des temps). La PTX entraine une
diminution de la contraction phasique (d'environ 25 a 35 %) en présence de l'anticorps anti a;
(n=7). A et B représentent I'exemple de deux enregitrements.
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Discussion des résultats sur l'identification de la nature de la protéine G impliquée dans la
régulation de l'activité contractile.

Les résultats obtenus avec le BAC nous a permis de conclure que la protéine Go serait
celle qui est couplée directement au "voltage sensor" et qui entraine l'inhibition de l'activité
contractile en présence de PTX et du GDPJS et son augmentation en présence de GTPyS et de
BAC. L'utilisation de l'anticorps anti ¢ suivie de la perfusion de la PTX nous a apporté un
argument de plus pour soutenir cette implication de la protéine Go dans la régulation de la
contraction phasique.

11 est fort possible que la faiblesse de I'effet obtenu avec l'anticorps anti o serait due a
la quantité importante de protéine Go dans les membranes tubulaires (TOUTANT et al., 1990).
Etant donné que l'application de I'anticorps se fait au niveau des compartiments latéraux, il se
fixe aux protéines au fur et a mesure qu'il diffuse et la quantité qui arrive jusqu'au niveau du
compartiment central serait trop faible pour pouvoir induire un effet significatif..

Nos résultats montrent que si Gi n'intervient pas dans la composante phasique de la
contraction, elle intervient dans la tonique. Si l'inhibition de Gi entraine l'augmentation de la
contraction tonique, alors la diminution de cette composante obtenue en présence de PTX et
de CoCl, serait due a l'effet sur le "voltage sensor" via Go.
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CHAPITRE 4 : INTERVENTION DE LA PROTEINE Gs DANS L'ACTIVITE
CONTRACTILE.

La toxine cholérique inhibe I'activité GTPasique de la sous-unité as de la protéine Gs et
cette inhibition empéche I'hydrolyse du GTP en GDP. Le complexe aGTp active aussi
longtemps que possible I'adénylate cyclase entrainant une augmentation du taux d'AMPc
intracellulaire (GREENOUGH et al., 1970; SCHAFER et al,, 1970, DONTA et al., 1973;
BOYLE et GARDNER, 1974; GILL et KING; 1975). L'AMPc en activant les protéines
kinases A (AMPc dépendantes) qui phosphorylent les canaux calciques, entraine une
augmentation de la probabilité et le temps d'ouverture de ceux-ci d'ou I'élévation de l'entrée de
calcium intracellulaire (REUTER et al., 1987). Comme la protéine Gs existe dans le muscle
squelettique ou elle régulerait directement ou indirectement les canaux calciques voltage-
dépendants (YATANI et al., 1988a; MATERRA et al., 1989; HAMILTON et al., 1991) nous
avons recherché son réle éventuel dans les mécanismes de couplage excitation-contraction et si
elle est couplée directement ou indirectement aux récepteurs DHPs. Nous avons pour cela
testé les effets de CTX puis d'anticorps dirigé spécifiquement contre la sous-unité¢ as de la
protéine Gs.

A- LES EFFETS DE CTX

La CTX a été préalablement activée a 37°C pendant 30 minutes et utilisée a une concentration
finale de 10 pg/ml.

I- Surla composante phasique de la contraction.

Pour s'affranchir de lintervention possible des canaux calciques et sodiques dans
l'activité contractile, nous avons ajouté au Ringer normal de CoCly (8 mM) et de la TTX
(0.001 mM) et utilisé une impulsion de courte durée (18 ms), imposée a partir de HP = -90 mV
par incrément de 20 mV. La figure R28 A montre quelques exemples d'enregistrements avant et
10 minutes aprés passage en CTX. On n'observe alors aucun effet de la CTX, les
enregistrements étant superposables. Cette absence d'effet se retrouve sur les courbes
moyennes d'activation de la contraction en fonction du potentiel, représentées sur la figure
R28B. Méme aprés un temps d'action plus long il n'y a pas d'effet significatif de la toxine, les
deux courbes étant similaires. La protéine Gs activée par la CTX n'a pas d'effets sur la

composante phasique de la contraction.
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Figure R28

A - Exemples d'enregistremenfs de la contraction phasique en contréle (Ringer normal @ TTX
+ CoCly, cercles pleins) et aprés passage en CTX en perfusion externe (carrés pleins) pour des
potentiels de + 120 et de + 140 mV, d'une durée de 26 ms imposés a partir de HP = -90 mV.
On n'observe pas de variation significative de l'activité contractile en présence de CTX.

B - Courbes moyennes d'activation de la contraction phasique en fonction du potentiel de
membrane réalisées a partir des enregistrements en A. On n'observe pas de différence
significative entre la courbe de contrdle (cercles pleins) et celle obtenue en présence de CTX

(carrés pleins) (n= 7).
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Compte tenu de la durée de stimulation et du blocage des perméabilités calcique et
sodique, on peut dire que Gs ne régule pas directement le récepteur DHP jouant le role de
"voltage sensor".

II - Sur la composante tonique de la contraction.

Nous avons testé les effets de la CTX sur la composante tonique de la contraction en
imposant un potentiel de 100 mV et d'une durée de 2 secondes.

1 - En Ringer normal.

La figure R29 montre des exemples d'enregistrements de I'activité contractile (exemple
de deux fibres A et B) avant et aprés passage en CTX. L'amplitude de la contraction tonique
est mesurée, comme précédemment, 4 500 ms. En A, la contraction a une amplitude de 52 uN
en contrdle et de 69 uN en CTX, soit une augmentation de 32%. En B, la contraction a une
amplitude de 53 pN en contrdle et de 61 uN en CTX, soit une augmentation de 15 %. Ces
deux exemples représentent les valeurs maximale et minimale obtenues sur une dizaine de
fibres.

Ces résultats suggérent donc que Gs pourrait intervenir dans la régulation de la

contraction tonique.
2 - Apreés blocage des canaux calciques.

Pour déterminer si l'augmentation de la contraction tonique par la CTX passe par une
augmentation d'activité des canaux calciques, nous avons bloqué ceux-ci avec 8 mM de CoCly.
La figure R30 montre sur deux exemples qu'il n'y a dans ce cas aucun effet de la CTX. Ainsi la
protéine Gs intervient par l'intermédiaire des mécanismes sans doute via la cascade adénylate

cyclase-AMPc-activation des canaux calciques.
3 - En présence de la protéine kinase inhibitrice (PKI) AMPc dépendante.

Nous avons donc voulu voir si en bloquant la cascade adénylate cyclase-AMPc-
phosphorylation des canaux calciques par ajout de la PKI dans le milieu interne on pourrait
annuler l'effet de la CTX. Pour ce faire, nous avons dans un premier temps enregistrer
simultanément le courant calcique et la contraction en absence et en présence de la CTX.

La figure R31 montre en Aa,b des exemples d'enregistrements du courant calcique et en
Bab la contraction correspondante, pour un potentiel de 100 mV, d'une durée de 2 s

\
1

129



Figure R29

Exemples d'énregistrements de la contraction tonique (de deux fibres A et B) en absence
(cercle plein) et en présence de CTX (carré plein) en perfusion externe (dans le Ringer
noraml). Un potentiel de 100 mV, d'une durée de 2 s est imposé a partir de HP = -90 mV. On

observe en présence de CTX une augmentation moyenne de la contraction d'environ 25% (n =
10).
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Figure R30

Exemples d'enregistrements de la contraction tonique en contrdle (Ringer normal + CoCly,
cercle plein) et en présence de CTX en perfusion externe (carré plein), pour un potentiel de
100 mV, d'une durée de 2 s imposé a partir de HP = -90 mV. En présence de CoCl5 qui bloque
les canaux calciques, la CTX n'a aucun effet sur la contraction tonique (n = 5).
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Figure R31

Exemples d'enregistrements simultanés du courant calcique (Aa,b) et de la contraction (Ba,b)
en absence (cercles pleins) et en présence de CTX (carrés pleins) pour un potentiel de 100 mV,
d'une durée de 2 s imposé apartir de HP = -90 mV. On observe une augmentation du courant
calcique et de la contraction d'environ 25% (n = 5).
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Figure R32

Exemples d'enregistrements simultanés du courant calcique (Aa,b) et de la contraction (Ba,b)
en absence (cercles pleins) et présence de CTX (carrés pleins, 25 a 30 minutes aprés ajout de
PKI dans les compartiments latéraux) pour un potentiel de 100 mV, d'une durée de 2 s imposé
a partir de HP = -90 mV. On n'observe pas dans ces conditions ni la vanation du courant
calcique, ni celle de la contraction (n = 5).
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imposé a partir de HP = -90 mV. L'augmentation du courant calcique en présence de CTX

n'étant pas trés nette sur tous les enregistrements, nous avons préféré mesurer la densité du
courant en intégrant la surface a l'aide du programme Clampan du logiciel Pclamp. En Aa cette
surface est de 111 pA.ms dans les conditions de controle et de 136 pA apreés passage en CTX,
soit une augmentation de 22%, l'activité contractile correspondante (Ba) augmente de 27%. En
Ab, la quantité de courant en contrdle est de 72 pA.ms et de 85 pA.ms aprés passage en CTX,
soit une augmentation de 25%, l'activité contractile correspondante (Bb) augmente aussi de
25%.

Ces résultats confirment donc les précédents et montrent que 'augmentation du courant
calcique par la CTX induit une augmentation de la contraction tonique.

Dans une deuxiéme série d'expériences nous avons ajouté a la solution interne 5 uM de
PKI qui inhibe les protéines kinases A AMPc-dépendante 25 a 30 minutes aprés ajout de la
PKI dans les compartiments latéraux, on enregistre la contraction témoin puis on perfuse avec
la CTX pendant 10 minutes. La figure R32 montre que dans ce cas, on n'observe aucune
variation du courant et de la contraction ce qui confirme que l'augmentation de l'activité
contractile par la CTX passe par la cascade adénylate-cyclase-AMPc-activité des canaux
calciques.
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B - LES EFFETS DES ANTICORPS ANTI as.

Pour apporter d'avantage d'éléments d'information sur le réle de la protéine Gs, nous
avons testé 'anticorps anti as sur les composantes phasique et tonique de la contraction.

La figure R33 montre I'évolution de la contraction phasique en fonction du temps en
controle (solution externe: Ringer normal; solution interne: 2, tableau 2) et en présence
d'anticorps dans le milieu interne pour permettre une libre diffusion. Un potentiel de 100 mV et
d'une durée de 18 ms est imposé toutes les trois minutes. On n'observe aucun effet significatif
de l'anticorps pendant 27 minutes. Ce qui est en accord avec les résultats obtenus avec la CTX
sur la méme composante.

La figure R34 montre I'évolution de la contraction tonique en fonction du temps avant
et apres l'introduction de l'anticorps dans les compartiments latéraux, pour une dépolarisation
de 100 mV, d'une durée de 2s, imposée a partir de HP = -90 mV. La courbe contrdle montre
une diminution progressive de la contraction jusqu'a 14% au bout de 30 minutes, diminution
due aux phénomeénes de "run down". En présence de l'anticorps, on observe aprés 10 minutes
que la diminution s'accélére pour atteindre 45% au bout de 30 minutes, soit une diminution
d'environ 30% par rapport au contrdle.

Ces résultats montrent que l'anticorps, en bloquant as, induit un effet inhibiteur sur la
composante tonique de la contraction et confirment l'intervention de la protéine Gs dans la

régulation de cette composante.
Discussion sur les effets de CTX et de l'anticorps anti as sur l'activité contractile.

Ces résultats montrent que la protéine Gs ne serait pas impliquée directement dans la
régulation de la contraction phasique, car son activation par la CTX et son inhibition par
l'anticorps anti as n'ont aucun effet sur cette composante phasique.

Gs intervient via la régulation des canaux calciques puisque la CTX qui augmente le
courant calcique (résultats conformes a ceux de YATANI et al., 1988a) augmente également
cette composante tonique. Ceci confirme l'intervention du courant calcique dans la contraction
tonique (POTREAU et RAYMOND, 1980 a et b; ILDEFONSE et al., 1985; RIVET et al,
1989; JACQUEMOND et ROUGIER, 1990; COGNARD et al., 1992). Mais cette régulation
du récepteur DHP (jouant le role de canal calcique) par Gs ne se ferait pas de fagon directe,
contrairement aux conclusions de YATANI et al, (1988); MATTERA et al, (1989);
HAMILTON et al., (1991); MURPHY et McDERMOTT, (1991) qui pensaient a un couplage
direct entre Gs et canaux calciques. En effet en présence de PKI, la CTX n'a aucun effet. Le
mécanisme passerait donc par la cascade adénylate cyclase-AMPc, résultats
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Figure R33

Courbes moyennes de I'évolution de la contraction phasique en fonction du temps en absence
(cercles pleins) et en présence de l'anticorps anti og dans les compartiments latéraux (carrés
pleins). Un potentiel de 100 mV, d'une durée de 18 ms est imposé a partir de HP = -90 mV. En
présence de l'anticorps, on n'observe pas une variation sensible de la contraction au bout de 27
minutes (n = 5).
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Figure 34

Courbes moyennes de l'évolution de la contraction tonique en fonction du temps en absence
(cercles pleins) et en présence de l'anticorps anti ag dans les compartiments latéraux (carrés
pleins), pour un potentiel de 100 mV, d'une durée de 2 s imposé a partir de HP = -90 mV. Par
rapport au contrdle, on observe en présence de l'anticorps une diminution significative de
l'activité contractile (environ 30%), 30 minutes aprés ajout de l'anticorps dans les
compartiments latéraux (n = 5).
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similaires a ceux obtenus sur le muscle cardiaque (HERTZELL et al., 1991; HUGUET et al,,

1992).

La différence entre nos résultats et ceux de YATANI et al., peut s'expliquer par la
différence au niveau expérimental, ces auteurs ont travaillé sur des vésicules ou sur canaux
incorporés dans les bicouches lipidiques et par conséquent les résultats peuvent différer de
ceux obtenus sur matériel biologique intact ou les mécanismes de régulation sont en partie

conserves.

138



CONCLUSION GENERALE



CONCLUSION GENERALE.

Les expériences réalisées dans le cadre de ce travail montrent qu'il existe au niveau du
muscle squelettique de grenouille des protéines G impliquées dans les mécanismes de
régulation du couplage excitation-contraction, résultats similaires a ceux rapportés par
différents auteurs: Di VIRGILIO et al., (1986); VILLAZ et al., (1989); SOMASUNDARAM
et al., (1991). Ces protéines interviennent dans les mécanismes de régulation de la composante
phasique et tonique de la contraction puisque toutes deux sont inhibées par la PTX.

L'inhibition de la composante phasique permet de supposer que la cible serait le
"voltage sensor" qui est connu pour télécommander la libération du Ca2* du RS et activer la
contraction phasique du muscle squel-ettique. Il est évident qu'on ne peut pas exclure l'action
possible sur d'autres protéines impliquées telles que la triadine considérée comme molécule clé
dans le processus de couplage mécanique (BRANDT et al.,, 1990; CASWELL et al., 1991),

étant donné que les mécanismes d'action de cette protéine ne sont pas encore cernés.

L'inhibition de la composante tonique est en partie dépendante de celle du courant
calcique. En effet, en présence de PTX, on observe une diminution simultanée du courant
calcique et de la contraction tonique. Mais lorsqu'on bloque les canaux calciques par CoCly la
toxine a toujours un effet inhibiteur sur la contraction tonique (16% contre 26% dans le cas ou
les canaux calciques ne sont pas bloqués). Ceci permet de supposer que l'effet inhibiteur de
PTX sur l'activité contractile ne passe pas uniquement par l'inhibition des canaux calciques
contrairement a l'hypothése de SOMASUNDARAM et al., (1991). A coté de l'effet inhibiteur
de PTX sur le courant calcique, l'inhibition de la composante tonique obtenue aprés blocage du
courant calcique peut étre attribuée en partie a celle du "voltage sensor".

L'effet inhibiteur de PTX sur l'activité contractile est indépendant du systéme adénylate
cyclase-AMPc. En effet, lorsque celui-ci est contrebalancé par ajout de la forskoline qui
stimule directement l'adénylate cyclase, la toxine exerce toujours ses effets. Ces résultats
confirment ceux de GARCIA et al., (1990).

La PTX accélére l'inactivation voltage-dépendante de la contraction en déplagant la
courbe d'inactivation vers les potentiels négatifs, ce qui laisse penser que la toxine en inhibant
les protéines G entraine le passage du "voltage sensor" dans un état inactivé ou paralysé selon
le modéle de LUTTGAU et al., (1986); PIZARRO et al, (1988). Cette accélération de
l'inactivation par la PTX persiste lorsque la membrane est hyperpolarisée (HP = -130 mV). Ces
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résultats permettent de supposer que l'effet de PTX n'est pas potentiel dépendant et que les
protéines G, dans les conditions de repos, réguleraient le "voltage sensor".

L'élévation de la concentration calcique externe léve partiellement l'effet de PTX sur
l'inactivation contractile aussi bien 8 HP = -90 mV qu'a HP = -130 mV. Dans ces conditions de
concentration calcique élevée, la PTX entraine un déplacement de la courbe d'inactivation vers
les potentiels négatifs de 10 mV a HP = -90 mV et 2 HP = -130 mV. Ceci laisse supposer que
l'effet compétitif entre calcium externe et la PTX ne se situe pas au niveau du site cationique
dit de "priming" puisqu'a -130 mV l'affinité pour le Ca2t est supérieure et par conséquent la
levée de l'inhibition a ce potentiel devrait étre supérieure a celle obtenue 8 HP = -90 mV.
Puisqu'il est admis que les mouvements de charge proviennent en partie du "voltage sensor"
(BRUM et al., 1988a,b; ADAMS et al., 1990), 'augmentation calcique externe stimulant ces
mouvements de charge (GARCIA et al, 1992) met le systéme dans un état activé et

contrebalance les effets de PTX sans que l'on puisse déterminer le site d'action.

Additionnellement il peut étre noté que les mouvements de charge sont inhibés
simultanément par la PTX avec la contraction. Ces résultats confirment le lien étroit existant
entre mouvements de charge et la contraction phasique dans ces conditions expérimentales ou

tous les courants dynamiques sont bloqués.

L'analogue non hydrolysable du GTP (GTPyS) active la contraction et les mouvements
de charge et celui du GDP (GDPfS) les inhibe dans les conditions ou toutes les perméabilités
ioniques sont également bloquées. Ces résultats permettent de soutenir I'hypothése de couplage
direct entre récepteur DHP et protéine G. Puisque le GDPfS inhibe l'activité contractile
(résultats similaires 4 ceux de VILLAZ et al., 1989) ceci laisse supposer que les protéines G
réguleraient le récepteur DHP a l'état basal contrairement a I'hypotheése de GARCIA et al,
(1990). Dans nos conditions ou les canaux calciques sont bloqués la PTX ainsi que ces
analogues non hydrolysables ont toujours des effets sur la contraction ce qui signifie que le
récepteur DHP, dans ce cas, fonctionnerait comme "voltage sensor”, contrairement a
SOMASUNDARAM et al, 1991 qui pensent a un couplage direct entre protéine G et

récepteur DHP fonctionnant comme canal calcique voltage-dépendant.

L'utilisation d'outils comme le BAC (qui active Go), l'anticorps dirigé contre les sous-
unités oo des protéines G a permis d'identifier la protéine Go comme celle qui serait
probablement couplée au récepteur DHP. Go serait donc impliqué dans la régulation des
mécanismes de couplage excitation-contraction dans les conditions basales; son inhibition et

son activation inhibe ou augmente l'activité contractile respectivement.
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Les résultats obtenus avec l'anticorps anti as, la CTX et la PKI montrent que la
protéine Gs régulerait également les récepteurs DHPs fonctionnant comme canaux calciques.
Cependant contrairement & Go, l'intervention de Gs sur les récepteurs DHPs ne serait pas
directe mais ferait intervenir la cascade adénylate cyclase-AMPc-phosphorylation des canaux
calciques. L'hypothése de YATANI et al., (1988a) qui pensaient & un couplage direct entre Gs
et ces canaux n'est pas confirmée,

Gs ne semble pas intervenir directement dans la régulation de la composante phasique,
mais elle interviendrait dans la composante tonique par lintermédiaire des canaux calciques.
Ceci est parfaitement en accord avec les nombreux résultats montrant la non-intervention des
canaux calciques dans la composante phasique de la contraction.

Dans une perspective générale, il serait intéressant de voir si, a part les récepteurs
DHPs et les récepteurs B adrénergiques qui sont couplés aux protéines G (Voir YATANI et
al., 1988), il existe d'autres types de récepteurs qui seraient également couplés a ces protéines
G. Nous n'avons pas connaissance de référence bibliographique faisant mention de l'existence
de couplage d'autres récepteurs avec les protéines G et les mécanismes possibles de régulation
dans le muscle squelettique.

De méme l'existence de petites protéines G associées a la triade dans le muscle
squelettique a été évoquée (DOUCET et TUANA, 1991). Ces auteurs signalent qu'elles
interviendraient dans le couplage excitation-contraction sans précision sur les mécanismes
d'action et ce point mérite d'étre abordé avec plus de détails. Ces petites protéines fixent le
GTP et le GDP (pour revue, voir GUNZBURG, 1992) mais on ignore si elles sont sensibles

aux toxines ou pas.

Dans cette méme optique, il serait intéressant d'étudier le role des protéines G dans la
membrane du RS dont l'existence a été évoquée par SCHERER et al., (1987); TOUTANT et
al., (1991). 1l est fort probable qu'elles interviennent dans le repompage ou dans le largage du
Ca2* dans le myoplasme par le RS.

En tout état de cause, il semble que plusieurs des voies impliquées dans la régulation du

couplage excitation-contraction puissent étre régulées par des protéines G dont on est encore
loin de connaitre toute la diversité et la signification fonctionnelle.
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RESUME

En utilisant la technique de potentiel-imposé par double séparation de mannitol, nous
avons recherché l'intervention possible des protéines G dans les mécanismes de régulation du
couplage excitation-contraction de la fibre musculaire squelettique adulte de batracien.

La toxine pertussique (PTX) qui inhibe les protéines Gi et Go entraine une diminution
de la contraction phasique et tonique de la fibre musculaire squelettique. Cette inhibition de
l'activité contractile par la PTX s'observe aussi bien en application extracellulaire qu'en
intracellulaire et serait indépendante:

*du courant sodique qui n'est pas touché en présence de la toxine,

*du systéme adénylate cyclase AMPc. Lorsque celui-ci est contrebalancé par ajout de
forskoline (FRSK) on observe toujours 'effet inhibiteur de PTX.

Elle est en partie dépendante du courant calcique. En effet la PTX inhibe partiellement
le courant calcique de type L parallélement avec la contraction. Mais lorsque le courant
calcique est bloqué par CoCly, la toxine exerce toujours un effet inhibiteur sur la contraction
tonique.

La PTX a été testée sur l'inactivation potentiel-dépendante de la contraction qui traduit
la disponibilité du "voltage sensor" en fonction de la polarité membranaire. On observe en
présence de la toxine, un déplacement de la courbe d'inactivation vers les potentiels négatifs
lorsque le HP est a -90 mV ou a -130 mV, ce qui traduit une facilitation de l'inactivation
contractile.

L'élévation de la concentration calcique externe léve partiellement les effets de PTX.
Cette levée partielle reste identique lorsque que la membrane est a son potentiel de repos (HP
= -90 mV) ou lorsqu'elle est hyperpolarisée (HP = -130 mV). Ce qui suggére une non
compétition entre PTX et les ions Ca2™ au niveau du site cationique du "voltage sensor".

Les analogues non hydrolysables du GTP (GTPyS) et du GDP (GDPS) activent ou
inhibent respectivement les mouvements de charge et l'activité contractile.

Le chlorure de benzalkonium (BAC) qui active la protéine Go entraine une
augmentation de l'activité contractile, mais celui-ci est sans effet lorsque la préparation a été
préalablement perfusée avec la PTX.

L'anticorps dirigé contre la sous-unité a., de Go tend a diminuer la contraction.

La toxine cholérique (CTX) qui active og de la protéine Gs n'a pas d'effet direct sur la
contraction phasique, mais induit une augmentation du courant calcique de type L et de la
contraction tonique. Cette augmentation disparait lorsqu'on ajoute la protéine kinase inhibitrice
AMPc-dépendante (PKI) dans le milieu intracellulaire.

L'anticorps dirigé contre ag de la protéine Gs n'a pas d'effet sur la contraction phasique
mais diminue la tonique.

L'anticorps dirigé contre la sous-unité o de la protéine Gi n'a pas d'effet sur la
contraction phasique mais induit une augmentation de la tonique.

En conclusion, la protéine Go située dans le membrane tubulaire serait couplée
directement au "voltage sensor" et régulerait celui-ci a I'état basal dans le sens d'une activation.
Lorsque Go est inhibée, elle permettrait le passage du "voltage sensor" dans un état inactivé ou
paralysé. Les protéines Gi et Gs n'interviendraient pas directement dans la régulation de la
contraction phasique mais réguleraient la contraction tonique via la cascade adénylate cyclase-
AMPc-phosphorylation des canaux calciques.

MOTS CLES: muscle squelettique, voltage-clamp, protéine G, "voltage sensor" couplage
excitation-contraction, PTX, CTX, BAC, anticorps.



