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Identification fonctionnelle 
du 
du 

canal calcique· 
réticulum sarcoplasmique 

La contraction des muscles cardiaque et squelettique est 
déclenchée à la suite de la dépolarisation de la membrane 
de surface de leurs cellules et de la libération rapide du 
calcium contenu dans le réticulum sarcoplasmique (RS). 
Des mesures électrophysiologiques réalisées lors d'ex­
périences de reconstitution membranaire ont montré 
qu'un canal Ca2+  sélectif est présent dans la membrane 
des microvésicules dérivées du réticulum sarcoplasmique . 
Son activité est modulée par le C a 2 +  et l 'ATP, qui 
augmentent sa probabilité d' ouverture , alors que le 
Mg2 + et la calmoduline ont des effets inhibiteurs . La 
ryanodine, un alcaloïde qui modifie le fonctionnement 
de ce canal de façon très spécifique , a servi d'outil 
pharmacologique pour identifier et purifier le complexe 
protéique qui forme à la fois le canal calcique du 
réticulum sarcoplasmique et la structure physique qui 
fait le lien entre cet organite et la membrane cellulaire . 
D'un point de vue clinique, un défaut génétique dans 
l ' expression de cette protéine au niveau des muscles 
squelettiques est impliqué dans certaines formes du 
syndrome rare , mais létal , de l'hyperthermie maligne. 

L e travail mécanique produit 
par les cellules musculaires, 
squelettiques et cardiaques 
(figure 1 ), résulte des inter­
actions chimiques entre les 

filaments d'actine et de myosine qui 
composent les unités contractiles 
appelées sarcomères. Cette activité 
mécanique est déclenchée par une 
augmentation transitoire du calcium 
cytoplasmique [ 1 ] .  Ces variations 
rapides de la concentration de Ca 2 + 
intracellulaire se produisent à la suite 
de la dépolarisation électrique (poten­
tiel d'action) de la membrane de sur­
face et du système tubulaire trans-

verse (ou système T) . C ' est au 
moment où le signal électrique atteint 
le système T qu' il induit une libéra­
tion importante et rapide du Ca 2 + 
emmagasiné dans le réticulum sarco­
plasmique (RS). La nature exacte du 
signal transmis du système T au RS 
et les mécanismes précis qui contrô­
lent la libération du Ca 2 + contenu 
dans ce dernier restent deux ques­
tions majeures de la physiologie mus­
culaire puisqu'elles constituent des 
chaînons manquants du couplage 
excitation-contraction [ 1 ] .  

Parmi les mécanismes proposés, deux 
hypothèses plausibles sont actuelle 
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ment retenues : ( 1 )  une dépolarisa­
tian de la membrane du système T 
entraînerait une entrée de Ca 2 + à 
travers les canaux sélectifs de cet ion. 
Ce Ca 2 + induirait à son tour une 
libération rapide et massive du Ca 2 + 
contenu dans le réticulum sarcoplas­
mique, phénomène connu sous le 
nom de Ca 2 + induced-Ca 2 + release [2]  
qui constitue l'hypothèse du couplage 
ionique ; (2) des résultats expérimen­
taux récents démontrent que, lors des 
variations de champ électrique qui 
accompagnent la dépolarisation de la 
membrane du système T, des struc-

tures protéiques spécialisées subissent 
un changement de conformation qui 
contrôlerait la libération de Ca 2 + en 
modulant la perméabilité de la mem­
brane du réticulum sarcoplasmique à 
ce cation clivaient [3 ] .  
L 'une des stratégies adoptées pour 
identifier les structures et les facteurs 
susceptibles de contrôler les mouve­
ments de Ca 2 + au niveau du réticu­
lum sarcoplasmique a consisté à iso­
ler les fractions microsomales dérivées 
de cet organite [ 4] . Les fractions enri­
chies en membrane du réticulum sar­
coplasmique ont initialement permis 

Membrane 
plasmique 

Tubule 
transverse 

Citerne 
terminale du 
réticulum 

L_ ___ sarcoplasmique 

Réticulum 
L....---'------ sarcoplasmique 

Figure 1 .  Structure tridimensionnelle d'une fibre musculaire. Les tubules 
transverses représentent des invaginations de la membrane plasmique qui sont 
en contiguïté avec les citernes terminales du réticulum sarcoplasmique. Il a 
été postulé, puis démontré que le couplage entre l'excitation et la contraction 
s'effectue dans ces zones jonctionnelles qui correspondent aux disques z de 
myofibrilles. Bandes 1 :  bandes constituées de filaments fins d'actine. Bandes 
A : zones de juxtaposition entre les myofibrilles. Disque Z :  zone d'attache­
ment des filaments d'actine. 
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d'étudier les propriétés et le mode de 
fonctionnement de la pompe au 
Ca 2 + (Ca 2 + -ATPase dépendante du 
Mg2 + )  qui permet le remplissage du 
réticulum sarcoplasmique [ 1 ] .  Plus 
récemment [5 ] ,  ces fractions microso­
males ont été utilisées pour étudier les 
propriétés biochimiques des structures 
contrôlant le passage passif des ions 
à travers la membrane du réticulum 
sarcoplasmique (figure 2, p. 953). 

Le but de cet article est de présenter 
les progrès réalisés ces dernières 
années quant à l ' identification des 
protéines et des substances impliquées 
dans le contrôle de la libération du 
Ca 2 + au niveau du réticulum sarco­
plasmique . L ' inaccessibilité et la 
petite taille du réticulum sarcoplasmi­
que ont orienté les recherches vers 
des expériences de reconstitution 
membranaire [6 ,  7 ] .  Cette approche, 
qui consiste à faire fusionner des 
microvésicules du réticulum sarcoplas­
mique dans des bicouches lipidiques 
planes (BLP), permet d 'étudier au 
niveau moléculaire les caractéristiques 
du canal calcique du réticulum sarco­
plasmique des muscles squelettique 
[7 ]  et cardiaque [8] . Elle a également 
permis de démontrer la sélectivité de 
ce canal aux cations divalents et sa 
sensibilité à différents agents connus 
pour moduler la perméabilité calcique 
du réticulum sarcoplasmique [9,  1 0] .  
La purification et la reconstitution du 
récepteur de la ryanodine dans des 
membranes artificielles a prouvé que 
ce complexe protéique formait à la 
fois le canal calcique du réticulum 
sarcoplasmique et les piliers qui 
relient la membrane du réticulum 
sarcoplasmique à celle du système 
tubulaire transverse [ 1 1 ] .  1 Structure et rôle 

du réticulum sarcoplasmique 

Le réticulum sarcoplasmique consti­
tue un réseau de membranes intracel­
lulaires intercalées entre les myofila­
ments. Les études ultrastructurales 
ont montré que le réticulum sarco­
plasmique est composé de deux 
régions : le réticulum sarcoplasmique 
longitudinal est disposé entre les sar­
comères parallèlement à l 'axe des cel­
lules musculaires alors que le réticu­
lum sarcoplasmique jonctionnel cor­
respond aux extrémités du réseau qui 
forme des renflements, appelés citer- ---• 
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nes terminales. Ces dernières sem­
blent être apposées à la membrane 
du système T des muscles squeletti­
ques et à la membrane de surface 
dans le cas des cellules cardiaques 
[ 1 2 ] .  
Le rôle du réticulum sarcoplasmique, 
qui est de contrôler les niveaux de 
calcium intracellulaire, peut être cor­
rélé à l 'aptitude des fractions vésicu­
laires, enrichies en membranes déri­
vées de cet organite , à transporter le 
calcium [ 1 3 ,  14 ] .  
L'utilisation de  ces préparations a 
permis d'étudier en détail les proprié­
tés biochimiques de la pompe calci­
que, la Ca2 + -ATPase-dépendante du 
Mg2 + [ 1 5 ] .  D'ailleurs, cette enzyme 
recouvre littéralement le réticulum 
sarcoplasmique puisqu' il représente 
60 à 85 % des protéines de la mem­
brane du réticulum sarcoplasmique 
des muscles striés. En outre, il est 
intéressant de constater que les 
microvésicules dérivées du réticulum 

* GLOSSAIRE * 

AMP-PCP : analogue chimique non 
hydrolysable de l'adénosine triphosphate. 

BLP : bicouche lipidique plane. 

CHAPS : 3-[(3cholamidopropyl) dimé­
thyl ammonio J-1 propanesulfonate, 
détergent doux. 

Hyperthermie maligne : maladie 
héréditaire létale caractérisée par une sen­
sibilité anormale aux anesthésiques vola­
tils causant une contraction généralisée 
et une élévation irréversible de la tem­
pérature corporelle. 

IP3 : inositol triphosphate. 

PCR : polymerase-chain reaction, 
technique permettant l 'amplification spé­
cifique de fragments d'ADN a l 'aide 
d'une polymérase. 

pS : pico siemens, unité de conductance, 
équivalente a 1 0 - 12 mho. 

Ryanodine : alcaloïde isolé de Rya­
nia speciosa. 

Sarcomère : espace des myojilaments 
séparant deux stries Z adjacentes. 

sarcoplasmique jonctionnel sont plus 
denses car elles contiennent des inclu­
sions protéiques telles que la calsé­
questrine, une molécule de 60 kDa 
qui lie le Ca 2 • ,  et des protubérances 
protéiques caractéristiques qui ont été 
identifiées comme étant les piliers (feet 
structure) qui relient la membrane du 
réticulum sarcoplasmique au systè­
me T [ 16] . Sur le plan fonctionnel, 
les différentes fractions se différen­
cient par leur aptitude à libérer leur 
Ca 2 + intravésiculaire . Les vésicules 
dérivées du réticulum sarcoplasmique 
jonctionnel présentent un flux sortant 
calcique beaucoup plus rapide que 
celui mesuré sur les fractions enri­
chies en réticulum sarcoplasmique 
longitudinal. Cette différence de per­
méabilité du Ca 2 + semble indiquer 
une distribution non uniforme des 
canaux ioniques, sélectif au Ca 2 + à 
la surface du réticulum sarcoplasmi­
que [5-9] . L'ensemble de ces obser­
vations suggère que les mouvements 
de Ca 2 + à travers la membrane du 
réticulum sarcoplasmique sont sous le 
contrôle de mécanismes précis de 
régulation et qu ' ils seraient localisés 
de façon préférentielle dans le réticu­
lum sarcoplasmique jonctionnel. En 
revanche, les diverses fractions issues 
du réticulum sarcoplasmique présen­
tent toutes une grande perméabilité 
aux ions monovalents (K + , Cl - ) .  
Ces perméabilités ioniques serviraient 
de contre-transport de charges per­
mettant de maintenir l 'électroneutra­
lité du système lors de la libération 
et du repompage du Ca2 + (figures lB 
et 2A). 1 Pharmacologie 

de la libération du Ca2+ 
du réticulum 
sarcoplasmique 

Différentes approches expérimentales 
ont permis d'obtenir des informations 
précises sur les mécanismes molécu­
laires qui contrôlent les flux de 
Ca 2 • à travers la membrane du 
réticulum sarcoplasmique. Les mesu­
res de flux isotopiques ont montré 
que la libération du 45Ca 2 + intra­
vésiculaire est modulée par le Ca 2 + 
libre extravésiculaire [5 ,  8 ] .  Le flux 
sortant de 45Ca 2 + est maximal en 
présence de concentrations micro­
molaires de Ca 2 + extravésiculaire . Il 
est minimal en présence de bloqueurs 
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Figure 2. Représentation schématique des mouvements des ions à tra­
vers la membrane du réticulum sarcoplasmique. A. La libération rapide de 
Ca 2+ qui est déclenchée par différents agents est un phénomène passif qui 
s 'effectue selon le gradient de concentration. Elle est accompagnée de mou­
vements d'autres ions. Les anions (Cl - )  ont tendance à quitter la lumière du 
réticulum sarcop/asmique alors que les cations monovalents (K + )  se déplacent 
dans le sens opposé afin de maintenir /'électroneutralité du système. B. Le 
repompage du Ca 2+ dans le réticulum sarcoplasmique est un phénomène actif 
qui permet à la fois de contrôler le niveau de Ca 2 +  cytoplasmique et de réta­
blir le gradient de concentration calcique. Dans le réticulum sarcop/asmique, 
une grande partie du Ca 2 +  est liée à la calséquestrine (CAL).  

Ca2+ 
50 mM 

trans 

R = 1 0  Gn 

Ca2+ 
1 0  ,uM 

cis 

Figure 3 .  Schéma du montage et des conditions expérimentales utilisées 
pour étudier le mode de fonctionnement des canaux du réticulum sar­
coplasmique. Les deux chambres expérimentales cis et trans contiennent des 
solutions salines de composition connues. Elles sont séparées par un septum 
perforé d'un orifice de 200 pm de diamètre dans lequel une bicouche lipidique 
plane est formée à l'aide d'un mélange de phospholipides. Chaque chambre 
est reliée par une électrode au montage électronique qui permet de fixer le 
voltage appliqué (Vcom) et de mesurer le courant ionique {/) passant à travers 
la (ou les) protéine(s) incorporée(s) dans la membrane artificielle suite à la fusion 
des microvésicu/es. Les effets d'agents biochimiques ou pharmacologiques peu­
vent être testés de part et d'autre du canal reconstitué. Cette approche repré­
sente la seule possibilité pour étudier les canaux ioniques des structures non 
accessibles par la technique de patch clamp [36]. 
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entre le Mg2 + et le rouge de ruthé­
nium ou d 'une concentration de 
Ca 2 + extra vésiculaire inférieure ou 
égale à 0 , 1 JLM. L'addition d'ATP 
ou d'AMP-PCP potentialisent l 'effet 
dépendant du Ca 2 + • La sensibilité 
de ce mécanisme à des ligands 
physiologiques tels que le Ca 2 + ,  les 
adénine-nucléotides, le Mg 2 + ou la 
calmoduline constitue la preuve bio­
chimique de l 'existence d'une struc­
ture spécifique qui contrôle la per­
méabilité de la membrane du réticu­
lum sarcoplasmique au Ca 2 + .  Des 
mesures optiques, utilisant des sondes 
fluorescentes sensibles aux variations 
de Ca 2 + ,  ont confirmé que la libéra­
tion de Ca 2 + pouvait être déclen­
chée par des ligands physiologiques 
(Ca 2 + , A TP) ou par des substances 
aussi différentes que la caféine, l 'halo­
thane (un agent anesthésique) ou la 
doxorubicine (une substance antican­
céreuse) [ 1 7 ] .  La ryanodine, une 
substance naturelle qui a longtemps 
été utilisée comme insecticide, est 
connue pour modifier le couplage 
excitation-contraction des muscles 
striés. Des expériences électrophysio­
logiques ont démontré que la ryano­
dine n'affectait ni les phénomènes 
électriques de la membrane de sur­
face ni l ' activité de la pompe au 
Ca 2 + du réticulum sarcoplasmique, 
mais gu' elle interfere spécifiquement 
avec le processus de libération du cal­
cium [ 1 9 ) .  1 Contrôle du canal calcique 

du réticulum sarcoplasmique 

Dans le but de visualiser et d'étudier 
l 'activité des canaux ioniques du réti­
culum sarcoplasmique, les microvési­
cules ont été fusionnées dans des 
bicouches lipidiques planes en utili­
sant le montage décrit sur lafigure 3. 
Dans ces conditions expérimentales, 
un canal de grande conductance 
sélectif des cations divalents fut mis 
en évidence dans la membrane du 
réticulum sarcoplasmique de muscle 
squelettique [ 6 ) .  Une structure simi­
laire fut par la suite décrite au niveau 
du réticulum sarcoplasmique cardia­
que [8) . La probabilité d 'ouverture 
de ce canal augmente quand la con­
centration de Ca 2 + passe de 0, 1 à 
1 0  JLM (figures 4A et 4B, p. 954) .  
Cette activation dépendante du 
Ca 2 + est potentialisée en présence 
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d'ATP (figure 4C). Le Mg 2 + (figure 
4D), la calmoduline et le rouge de 
ruthénium - qui sont des bloqueurs 
connus du flux sortant rapide de 
Ca 2 + - se sont révélés des inhibi­
teurs efficaces de cette activité électri­
que [ 7-9] , alors que la caféine agit 
comme un agoniste partiel [9- 18 ] .  En 
revanche, les inhibiteurs classiques des 
canaux calciques des membranes de 

A 
� 

0 , 1  J.!M Ca2+ 

surface, telles les dihydropyridines et 
les phénylalkylamines , n 'ont pas 
d'effet direct sur ce type de canal. De 
plus, l 'activité de ce canal n 'est pas sti­
mulée par l 'addition d ' IP3 [8] . A fai­
ble concentration, la ryanodine modi­
fie de façon pratiquement irréversible 
la conductance et le mode de fonction­
nement des canaux unitaires du réti­
culum sarcoplasmique en maintenant 

B 1 0  )lM Ca2+ _j 4 pA 

200 ms 
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Figure 4. Enregistrements de l'activité du canal calcique du réticulum sar­
coplasmique modulé par différents ligands. L 'activité du canal est enre­
gistrée en condition asymétrique après fusion d'une microvésicule dérivée du 
réticulum sarcoplasmique cardiaque dans une bicouche lipidique plane (voir 
figure 3) . (AJ En présence de 0, 1 p.M de Ca 2 +  libre du côté cytoplasmique 
(cis), le canal est pratiquement toujours dans l'état fermé (f). (8} En présence 
de 1 0  p.M de Ca 2 + ,  la probabilité d'ouverture augmente. (CJ Après ajout 
d'A TP ( 1 mM), le canal est maintenu dans son état ouvert (o). (DJ L 'addition 
de Mg 2 +  (2, 5 mM) du côté cytoplasmique (cis) inhibe l'activité de ce canal 
en modifiant sa cinétique. 
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ces derniers dans un état sous­
conducteur de longue durée [ 10] . 
Dans cet état sous-conducteur, le 
canal devient alors insensible à l 'ac­
tion de ses ligands physiologiques : 
Ca 2 + , A TP, Mg2 + .  Cet effet serait 
dû à l ' interaction de la ryanodine 
avec un site de haute affinité dont 
1 'existence a été confirmée par des 
études biochimiques [20] .  A forte 
concentration ( > 50 J.tM) ,  l ' interac­
tion avec un site de basse affinité 
induit la fermeture du canal et une 
inhibition de la libération rapide de 
Ca 2 + par le réticulum sarcoplasmi­
que. 1 Purification et 

reconstitution du récepteur 
de la ryanodine 

Le récepteur de la (3H]-ryanodine 
fut solubilisé en présence de CHAPS 
(voir glossaire, p. 952) ( 1 %) et puri­
fié sur gradient de sucrose [20] . Le 
complexe ainsi purifié a un coefficient 
de sédimentation très élevé, de 
1 '  ordre de 30 S [ 1 1 ] .  Le pic de 
radioactivité est associé à un petit pic 
de protéine qui ,  analysé sur gel 
d 'électrophorèse , contient essentielle­
ment une bande protéique de très 
haute masse moléculaire 
(Mr > 400 K) suggérant que le 
récepteur de la ryanodine est un 
énorme complexe oligomérique [ 1 1 ] .  
Observé en microscopie électronique 
à haute résolution, le récepteur de la 
ryanodine non dénaturé a les dimen­
sions et l 'aspect d 'un trèfle à quatre 
feuilles similaire aux piliers (feet struc­
ture) qui relient le reticulum sarcoplas­
mique au système T [ 1 1  , 1 4] .  Lors­
que le complexe protéique, récupéré 
du gradient de sucrose , est incorporé 
dans des membranes artificielles en 
utilisant des conditions expérimenta­
les similaires à celles décrites sur la 
figure 3, il est possible d'enregistrer 
l 'activité électrique de canaux sélec­
tifs des cations divalents [ 1 1 ,  2 1 -23] . 
Néanmoins, en l 'absence de Ca2 + ,  
cette structure protéique peut égale­
ment conduire des cations monova­
lents : Na + ou K +  [2 1 -22 ] .  Cette 
propriété a été mise à profit pour étu­
dier la conductance au Na + de 
l 'homotétramère , en fonction du 
Ca 2 + côté cytoplasmique (cis). Plu­
sieurs laboratoires ont démontré que 
des augmentations de Ca 2 + (de 0 , 1  
mis n ° 9 vol. 8, nov<mbrt 92 

à 1 0  J.tM) du côté cytoplasmique du 
canal reconstitué favorisent son 
ouverture de façon similaire à ce qui 
a été observé pour le canal calcique 
du réticulum sarcoplasmique natif 
[2 1 ,  23] . Une probabilité d'ouverture 
plus élevée est obtenue lorsque le 
complexe protéique reconstitué est 
activé en présence de Ca 2 + et 
d'A TP. La caféine a également un 
effet agoniste sur le complexe protéi­
que reconstitué [9] . En revanche, le 
Mg2 + (1 mM) et le rouge de ruthé­
nium ( 10  J.tM) inhibent complètement 
son activité. Quant à la ryanodine, 
elle modifie à la fois la conductance 
et la cinétique du canal purifié et 
reconstitué [ 22 ,  23] de façon identi­
que à celle du canal natif [ 10 ] .  Tous 
ces résultats tendent à prouver que le 
récepteur de la ryanodine des mus­
cles striés est la structure protéique 
qui contrôle la libération rapide du 
Ca 2 + à travers la membrane du 
réticulum sarcoplasmique lors du cou­
plage excitation-contraction . Cette 
structure forme un canal dont l 'acti­
vité est très dépendante des concen-

A 
Ms ==============� 

trations de Ca 2 + , d 'ATP et de 
Mg2 + du côté cytoplasmique. Elle 
présente donc les caractéristiques 
d'un canal activé par ligands. Les 
canaux de ce type sont connus pour 
être peu dépendants du voltage. Tou­
tefois, in situ, l 'énorme complexe pro­
téique que constitue le récepteur de 
la ryanodine pourrait être en relation 
avec des protéines du système T qui ,  
elles, seraient sensibles aux variations 
de champ électrique résultant du 
potentiel d 'action [3 ] . Ainsi, au 
moins dans le muscle, le récepteur 
des dihydropyridines situé dans la 
membrane cellulaire des tubules 
transverses du système T pourrait 
être présenté comme l ' élément sensi­
ble au voltage impliqué dans les inte­
ractions moléculaires entre les com­
posants du système T et ceux du réti­
culum sarcoplasmique (figure 5). De 
plus, une protéine de 95 kDa, appe­
lée triadine , a été récemment isolée 
et localisée sur le feuillet interne de 
la membrane du système T [24] . 
Cette protéine se lie à la fois au 
récepteur de la ryanodine et au 

8 

Ca2+ 

Figure 5 .  Localisation et topologie du canal calcique du réticulum sar­
coplasmique. Ce canal comporte des sites d'activation au Ca 2 + reJ et à 
I'A TP r•J du côté cytoplasmique, et établit vraisemblablement des interactions 
avec des composantes protéiques de la membrane du système tubulaire trans­
verse : ST. MS : membrane de surface ; RSL : réticulum sarcoplasmique lon­
gitudinal ; RSJ : réticulum sarcoplasmique jonctionnel ; DHP-R : réc�pteur aux 
dihydropyridines ; CAL : calséquestrine ; L1 V : variation de potentiei membra­
naire ; Tr : Triadine ; P- : site de phosphorylation [37]. Deux modes de cou­
plage sont postulés : (AJ Au niveau du muscle squelettique, la dépolarisation 
de la membrane du ST induit un changement de conformation du DHP-R (du 
fait des variations des champs électriques) qui serait communiqué au canal 
calcique du RS par l'intermédiaire de la triadine. (8} Au niveau du cœur, le 
DHP-R serait un canal calcique activé par la dépolarisation. Il permettrait l'entrée 
de Ca 2 + et l'activation ainsi induite du canal calcique du réticulum sarcoplas­
mique. La présence de triadine est encore hypothétique au niveau du muscle 
cardiaque. ---
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récepteur des dihydropyridines alors 
que ces deux types de récepteurs ne 
présentent pas d 'affinité l 'un pour 
l 'autre [24] . Ces résultats laissent 
entrevoir la possibilité que la triadine 
pourrait représenter l'un des rouages 
du couplage entre l'excitation et la 
contraction . 1 Autre localisation du 

récepteur de la ryanodine 

Un autre site de liaison spécifique de 
haute affinité pour la [3H]-ryanodine 
a été détecté dans des fractions 
microsomales isolées de muscles lisses 
vasculaire [25] et respiratoire [26, 27 ]  
ainsi que dans des membranes isolées 
de cerveau de mammifère [28] . Bien 
que dans ces différents tissus le rôle 
exact de ce récepteur ne soit pas 
encore connu, il est possible, à la 
lumière de données pharmacologiques 
et fonctionnelles récentes, de postuler 
qu' il puisse être également impliqué 
dans la libération intracellulaire du 
Ca2 • [ 25-29] .  l lnformations 

la génétique 
obtenues de 
moléculaire 

La séquence en acides aminés du 
polypeptide constituant le récepteur 
de la ryanodine a été déduite après 
clonage et analyse des ADN complé­
mentaires dans le cœur et le muscle . 
Les récepteurs des muscles squeletti­
que et cardiaque sont respectivement 
composés de 5 037 [30] et 4 969 [3 1 ] 
acides aminés avec un pourcentage 
d 'homologie de 66 % .  Par ailleurs, 
les similitudes entre les profils 
d'hydropathie suggèrent que les deux 
isoformes ont globalement la même 
topologie . Si plusieurs sites de liaison 
potentielle pour la calmoduline ont 
été observés, il est cependant surpre­
nant qu'aucun domaine de haute affi­
nité pour le Ca 2 + et pour 1 'A TP 
n'ait pu être déduit de la séquence 
primaire [3 1 ] .  En revanche, un con­
sensus s 'est établi sur le fait que les 
segments transmembranaires qui for­
ment le canal dans la membrane du 
réticulum sarcoplasmique soient loca­
lisés dans la région C-terminale . 1 De la biologie moléculaire 

au diagnostic médical 

Une affection rare, mais létale , est 
reliée à un défaut du contrôle de la 

libération du Ca 2 + au niveau des 
muscles squelettiques .  Il s 'agit de 
l 'hyperthermie maligne , caractérisée 
par une hypersensibilité aux anesthé­
siques volatils tels que l 'halothane 
[32 ] .  Les patients développant ce 
syndrome réagissent de façon sponta­
née ou retardée aux anesthésiques par 
des contractures intenses, une éléva­
tion soudaine, importante et irréver­
sible de leur température corporelle 
(37 à 42 °C) qui peut conduire au 
décès. Ces patients doivent être rapi­
dement traités au dendrolène , un 
inhibiteur de la libération du Ca 2 + • 
Cette physiopathologie a été étudiée 
en détail chez le porc [32 ,  33] . Un 
mécanisme d ' induction complet a 
récemment été décrit (figure 3 dans 
[34 ] ) .  Il implique une sensibilité au 
Ca2 • accrue pour différents phéno­
mènes intracellulaires et entraînerait 
une cascade d 'événements tels que 
l 'augmentation de la libération de 
Ca 2 + par le réticulum sarcoplasmi­
que, de la contraction, de la consom­
mation d 'oxygène et de la production 
de chaleur. Son dépistage chez 
l 'homme, ou chez les porcins d 'éle­
vage, reste subordonné à des tests 
fastidieux, plus ou moins fiables (test 
de contracture à la caféine et à l 'halo­
thane), réalisés sur des biopsies mus­
culaires. Chez le porc, cette physio­
pathologie est directement reliée à un 
défaut du mode de régulation du 
canal calcique du réticulum sarcoplas­
mique : forte sensibilité au Ca 2 + et 
à l 'halothane, affinité augmentée pour 
la ryanodine et défaut d ' inactivation 
[32 ] .  Ces résultats suggèrent un 
défaut génétique ·au niveau de 
l 'expression de la protéine formant le 
canal calcique du réticulum sarcoplas­
mique, alias le récepteur de la ryano­
dine . En revanche, chez l 'homme, 
différentes formes de réponse à l 'halo­
thane, lors des tests de contracture , 
suggèrent l 'existence de plusieurs for­
mes d 'hyperthermie maligne qui 
pourraient . être reliées à des défauts 
génétiques impliquant diverses protéi­
nes sensibles au Ca2 • [35] ; d'où la 
nécessité de produire un kit de dia­
gnostic très fiable permettant de 
détecter la (ou les) différente(s) muta­
tion(s). Les progrès actuels réalisés en 
génétique moléculaire laissent penser 
qu' il sera bientôt possible d 'identifier 
les sujets atteints de ces mutations 
récessives dans les familles à risque 
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qui sont répertoriées en Europe et au 
Canada. Le phénotype silencieux et 
invisible sera démasqué en utilisant la 
technique de PCR et des sondes bio­
logiques dirigées contre la région 
q1 3 . 1  de leur chromosome 1 9  qui 
code pour la protéine défectueuse (34, 
35] . 

1 Conclusion 

L' identification fonctionnelle et struc­
turale du complexe . protéique qui 
forme le canal calcique du réticulum 
sarcoplasmique des muscles cardiaque 
et squelettique constitue une contri­
bution majeure dans la compréhen­
sion des mécanismes qui contrôlent la 
libération rapide de Ca 2 + lors du 
couplage entre l 'excitation et la con­
traction . Ce canal qui fut purifié et 
reconstitué sous la forme du récepteur 
de la ryanodine, a des propriétés bio­
chimiques, biophysiques et pharmaco­
logiques qui le distinguent des autres 
types de canaux calciques, que ce 
soient ceux de type L, T, N des 
membranes de surface ou bien encore 
celui du réticulum endoplasmique 
identifié comme le récepteur d ' IP3.  
Des publications récentes ont démon­
tré que le récepteur de la ryanodine 
est également présent dans différents 
tissus nerveux, ce qui a renforcé 
l ' intérêt des recherches sur le rôle et 
la fonction des différentes isoformes 
exprimées par les cellules non 
musculaires • 
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Summary 
Functional identification 
of the Ca 2 + release channel 
from sarcoplasmic reticulum 

Striated muscles contract following 
the rapid and transient raise of 
intracellular free Ca 2 '  • Most of 
this Ca 2 • is believed to be released 
from the sarcoplasmic reticulum 
(SR). In order to study the calcium 
conductances of the SR membrane , 
microsomal fractions were isolated 
by differentiai and sucrose gradient 
centrifugations and fused into pla­
nar lipid bilayers (PLB) made of 
phospholipids. Using an asymmetri­
cal Ca 2 + buffer system the activity 
of a large Ca 2 '" conducting chan­
nel was recorded ( 100 pS in 50 mM 
Ca 2 • trans). This channel was acti­
vated by Ca 2 + while its 
Ca 2 • -sensitivity was potentiated by 
ATP. However Mg2 • and calmo­
dulin modulated its gating behavior. 
A Ca 2 • releasing drug su ch as caf­
fei ne increased its open probability. 
R y anodine has been shown to 
modify the conducting and the 
gating behaviour of this channel . All 
these features are characteristics of 
the native SR Ca 2 • release chan­
nel when it is studied using isoto­
pie 45Ca 2 + flux or spectroscopie 
measurements . The ryanodine 
receptor has been identified and 

purified to homogeneity using 
sucrose gradient and affinity chro­
matography. When reconstituted 
into PLB, the 30S protein complex 
forms a clivaient cation selective 
channel. This multimeric complex 
displays ali the regulatory sites of 
the native SR Ca 2 • release chan­
nel . In conclusion, the reconstitu­
tion experiments have allowed bio­
chemical and functional identifica­
tion of the Ca 2 + release channel 
that regulates the ionie flux across 
the SR membrane. Recently, it was 
shown that the malignant hyperther­
mia syndrome was related to a 
mutation of the gene encoding the 
protein supporting this channel 
activity. 
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