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Préface

L’étude de la transmission de l’information dans le cerveau est difficile à réaliser de part le fait de la

structure même du cerveau et de la difficulté d’isoler les types cellulaires concernés. La rétine dérive,

elle aussi du tube neural et du fait de son accessibilité et de sa structure stratifiée qui apparaît

simplifiée en comparaison du cerveau, la rétine est un composant idéal du système nerveux central

(SNC) pour réaliser des études portant sur la plasticité synaptique et la neurotransmission.

La rétine est l’élément de l’œil le plus important pour la vision. Elle est composée de cellules

neuronales et gliales permettant la réception, la modulation et la transmission vers les centres

supérieurs de l’information lumineuse après transformation en information électrique. L’activité des

cellules excitables de la rétine peut être enregistrée sous forme d’électrorétinogramme (ERG)

composés de plusieurs ondes dont l’onde a caractéristique des photorécepteurs et l’onde b. L’onde b

est l’élément le plus important de l’ERG en condition d’adaptation à l’obscurité. L’origine de l’onde b

a été attribuée en premier lieu aux cellules bipolaires ON mais aussi aux flux potassiques traversant la

cellule gliale de Müller (CGM). Depuis les neurones de troisième ordre semblent aussi intervenir dans

la modulation de cette onde. De nombreux troubles de l’ERG pouvant avoir des origines multiples

sont pour la plupart du temps associés avec des perturbations de l’onde b.

Dans le système nerveux central, la transmission de l’information nerveuse se fait par libération du

neurotransmetteur dans la fente synaptique. Un stimulus entraîne l’entrée de calcium dans la

terminaison synaptique qui va conduire au processus d’exocytose. Le neurotransmetteur libéré va alors

interagir avec des récepteurs postsynaptiques. Ce processus nécessite l’agrégation et la stabilisation de

récepteurs, de transporteurs et/ou autres canaux ioniques à des sites spécifiques des membranes

cellulaires pré- et post-synaptiques. Le maintien à la membrane de ces protéines requiert un

échafaudage protéique dont la déstabilisation peut conduire à des défauts de transmission de

l’information.
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Ainsi, des altérations de la neurotransmission rétinienne ont été observées chez 80% de patients

atteints de la Dystrophie Musculaire de Duchenne. Ces patients présentent un ERG scotopique négatif

caractérisé par une diminution de l’amplitude de l’onde b mais aucun autre trouble visuel n’a été

révélé. Hormis le phénotype ERG, des troubles du SNC tels que des déficits de l’apprentissage, de la

rétention à long terme ont été rapportés chez ces patients. Tous ces troubles sont mineurs en

comparaison de l’affection musculaire très invalidante qui entraîne une perte de la marche au cours de

la première décade et le décès par insuffisance respiratoire ou cardiaque au cours de la deuxième ou

troisième décade. Cette maladie génétique de transmission récessive liée à l’X qui touche 1 garçon sur

3500 fait de la Dystrophie Musculaire de Duchenne (DMD), la plus sévère et la plus fréquente des

dystrophies musculaires.

Le gène humain de la dystrophine est le plus grand décrit et engendre un messager de 14kb composé

de 79 exons. De nombreux épissages alternatifs et l’existence de sept promoteurs donnent naissance à

de nombreux transcrits. L’ensemble des produits du gène DMD qui partagent le même domaine C-

terminal, constituent la famille des dystrophines. De plus, la superfamille des dystrophines regroupe

aussi les protéines homologues telles que l’utrophine, la DRP2 et les dystrobrévines. Toutes ces

protéines partagent une forte homologie de séquence due à leur origine ancestrale commune.

Au niveau fonctionnel, la dystrophine joue un rôle mécanique et structural dans le muscle squelettique

en reliant, via sa partie N-terminale, le cytosquelette d’actine sous-sarcolemmique à un complexe de

glycoprotéines transmembranaires qui lie la mérosine. Ce complexe transmembranaire est composé

des complexes dystroglycane et sarcoglycane ainsi que du sarcospane. En plus de ce complexe, des

protéines cytoplasmiques (syntrophines et dystrobrévines) se lient à la dystrophine. L’ensemble de ces

protéines joue un rôle essentiel dans la stabilité et l’intégrité des fibres musculaires au cours des cycles

contraction/relaxation. De plus, ces protéines permettent l’ancrage et l’agrégation de canaux ou

récepteurs à des sites spécifiques de la membrane des fibres musculaires.
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Dans le système nerveux central, le rôle des dystrophines et de leurs protéines associées a été mis en

lumière par l’identification de troubles spécifiques associés à la DMD, caractérisés par des phénotypes

plus subtils, traduisant néanmoins des fonctions importantes. La présence de la dystrophine, des

produits courts du gène DMD ainsi que celles des protéines homologues complique fortement l’étude

du rôle fonctionnel des dystrophines dans ce tissu. La forte homologie entre ces protéines favoriserait

l’existence de phénomènes de compensation qui expliqueraient l’absence, chez les patients DMD, de

phénotypes plus marqués au niveau du SNC.

A partir de ces observations, la rétine semble être le tissu le mieux indiqué afin d’étudier les rôles que

pourraient jouer les dystrophines et protéines associées dans la neurotransmission et plus

particulièrement dans la physiopathologie rétinienne observée chez les patients DMD. Plusieurs études

ont montré l’expression des dystrophines dans la couche synaptique photorécepteurs-neurones

secondaires, autour des vaisseaux ainsi que dans la couche limitante interne de la rétine. Afin d’étudier

la participation des cellules gliales de Müller dans la génération de l’onde b de l’ERG nous avons

utilisé la souche de souris invalidée pour la Dp71, le produit court du gène DMD uniquement exprimé

dans ce type cellulaire. Une étude électrophysiologique réalisée chez cette souche réfute l’hypothèse

de la génèse de l’onde b par les CGM. Ce résultat suggère que le déficit de l’ERG observé chez les

patients DMD ainsi que la souris mutante mdx3cv ne prend pas origine exclusivement dans les CGM

mais résulterait de l’absence des autres produits du gène DMD dans la couche plexiforme externe

(CPE) (Dalloz, Sarig, Fort et al. 2003). La CPE renferme les connections synaptiques entre les

photorécepteurs cônes et bâtonnets et les cellules bipolaires et horizontales. Elle est le premier niveau

de transmission et de modulation de l’information nerveuse au sein de la rétine.

Dans le but de comprendre le rôle des dystrophines et des complexes macromoléculaires qui leurs sont

associés et qui vont assurer l’agrégation de récepteurs, transporteurs et/ou canaux ioniques impliqués

dans la transmission de l’information visuelle nous nous sommes intéressés, dans ce travail de thèse, à

définir l’expression des dystrophines dans trois modèles animaux.
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Le zebrafish est considéré comme un excellent modèle d’étude de nombreuses maladies humaines. Du

fait de son développement rapide et de sa facilité de manipulation, il a été largement utilisé pour

l’étude et la compréhension du développement chez les vertébrés. Afin de pouvoir utiliser le zebrafish

comme modèle d’étude de l’implication des dystrophines dans la mise en place de la transmission de

l’information visuelle au sein de la rétine nous avons dans un premier temps analyser l’expression des

dystrophines dans ce modèle et effectué une étude comparative de la Dp427 et la Dp71 au cours du

développement.

Plusieurs modèles animaux tels que les souris transgéniques ou mutantes pour le gène de la

dystrophine ont été utilisé pour étudier la fonction des dystrophines dans la rétine. A la différence du

phénotype observé chez l’homme, l’absence de tous les produits du gène DMD semble nécessaire à

l’obtention du phénotype ERG ce qui suggère la possibilité de phénomènes de compensation au sein

de la rétine. Comme nous l’avons précédemment énoncé il semblerait que la transmission de

l’information visuelle se fasse essentiellement à travers la couche plexiforme externe. Comme une

étude préalable à toute analyse fonctionnelle, nous avons donc étudié la localisation des produits du

gène DMD au sein de cette couche afin de pouvoir par la suite mieux comprendre leur rôle dans la

neurotransmission rétinienne. De nombreuses difficultés dues à l’organisation même de la couche

plexiforme externe, à l’imbrication des prolongements de plusieurs types cellulaires au sein d’une

même zone synaptique nous ont alors obligé à utiliser plusieurs techniques expérimentales afin de

déterminer la localisation précise des dystrophines. Par ailleurs, l’anatomie de la rétine de souris est

très différente de celle de la rétine humaine c’est pourquoi il nous a semblé nécessaire de trouver un

nouveau modèle plus proche de l’homme ; le porc est considéré comme un animal approprié. En effet,

les caractéristiques anatomiques et physiologiques de la rétine de porc sont très proches de celles de

l’homme et a été utilisée comme modèle de nombreuses pathologies humaines. Nous avons alors

défini l’expression et la localisation des dystrophines au sein de la rétine de porc afin de pouvoir par la

suite l’utiliser comme modèle d’étude de la neurotransmission de l’information visuelle et la fonction

des dystrophines dans la production de l’onde b de l’ERG dans de la rétine humaine.
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Mais avant de présenter nos résultats, la première partie de ce travail consistera à la synthèse des

connaissances bibliographiques acquises relatives à ce travail. Après un chapitre portant sur la

structure de la rétine et la neurotransmission de l’information visuelle nous détaillerons le complexe

macromoléculaire, formé des membres de la superfamille des dystrophines et de leurs protéines

associées, au niveau musculaire puis dans le système nerveux central c’est à dire le cerveau et la

rétine.



Figure 1: Représentation schématique d’une synapse chimique. L’activation du neurone
présynaptique entraîne le processus d’exocytose dépendant du calcium des vésicules de
neurotransmetteurs. A travers la fente synaptique, les neurotransmetteurs agissent sur les
récepteurs membranaires postsynaptiques entraînant des cascades de réaction intracellulaire
(récepteurs métabotropiques) ou bien l’ouverture de canaux ioniques (récepteurs
ionotropiques: NMDA et AMPA).
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A. INTRODUCTION

L’être humain capte les informations du monde qui l’entoure de façon continue. Les stimuli

environnementaux sont perçus par les organes sensoriels et transformés, codifiés en signaux

électriques. L’information se propage sous forme de potentiel d’action d’une cellule à une autre par

l’intermédiaire d’un « engrenage » (Ramón y Cajal, 1889) dénommé synapse (Sherrington, 1897). Les

connexions entre les cellules nerveuses se divisent en deux groupes : les synapses chimiques et les

synapses électriques. Les synapses électriques peuvent moduler l’amplitude et la fréquence de

l’information. Les synapses chimiques modulent l’information par libération de substances

neuroactives (figure 1).

L’arrivée d’un flux de potentiel d’actions dans la terminaison synaptique va entraîner l’ouverture des

canaux calcique et augmentation de la concentration de calcium intracellulaire. Cette augmentation de

calcium conduit à la libération de neurotransmetteurs ou neuromédiateus dans la fente synaptique par

la voie d’exocytose. Ces substances activent vont agir sur des récepteurs post-synaptiques. Les

neurotransmetteurs agissent sur les récepteurs ionotropiques et génèrent une action directe en faisant

varier la conductance de la membrane. Les neuromédiateurs agissent sur des récepteurs

métabotropiques générant une action indirecte par l’intermédiaire d’une cascade de réactions. Les

substances actives restantes dans la fente synaptique sont alors re-pompées afin d’être dégradées ou

recyclées.

La transmission de l’information nerveuse au sein du système nerveux central nécessite l’agrégation

de récepteurs, transporteurs et/ou canaux ioniques à des sites spécifiques des membranes cellulaires

pré- et post-synaptique.

Une altération des synapses peut conduire à une modulation ou une perte de l’information. Un grand

nombre de maladies ont été connues pour la première fois sous la terminologie « synaptopathie » parce

que le mécanisme pathologique est associé à la transmission synaptique soit entre deux neurones soit

entre un motoneurone et une fibre musculaire.



Figure 2: Ramón y Cajal
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La rétine fait partie du système nerveux central. Du fait d’une anatomie très structurée et de son

accessibilité, elle est très couramment utilisée comme modèle d’étude du système nerveux central. De

nombreuses altérations de la transmission de l’information nerveuse ont été étudiée dans la rétine.

L’une d’elle a été observée chez 80% des patients atteints de la Dystrophie Musculaire de Duchenne

(DMD) et se traduit par une diminution de l’amplitude de l’onde b de l’électrorétinogramme.

Cette maladie est due à une mutation sur le gène de la dystrophine entraînant principalement une

dégénérescence musculaire mais aussi des troubles cognitifs. Cette protéine fait partie d’un complexe

glycoprotéique transmembranaire qui permet le maintien à la membrane de la fibre musculaire des

récepteurs ou canaux ioniques. Un même rôle pourrait lui être attribué au sein de la rétine qui en son

absence entraînerait une altération de la transmission de l’information visuelle.



Épithélim pigmentaire
Couche nucléaire externe
Couche plexiforme externe
Couche nucléaire interne
Couche plexiforme interne
Couche des cellules ganglionnaires

Figure 4 : Structure et organisation cellulaire de la rétine. CNE: couche nucléaire externe;
CPE: couche plexiforme externe; CNI: couche nucléaire interne; CPI: couche plexiforme
interne; CCG: couche des cellules ganglionnaires
Tiré de http://webvision.med.utah.edu

Figure 3 : Anatomie de l’oeil
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1. La rétine

La vision est sans doute le plus fondamental de nos sens. Bien que toutes les parties de l’œil soient

importantes pour percevoir une bonne image, l’élément le plus important pour la vision, pour la

perception de l’image est la rétine. La compréhension de l’organisation de la rétine a été le but de

nombreux travaux scientifiques dont Ramón y Cajal qui en 1893 (figure 2) a donné une description

anatomique des types cellulaires constituant la rétine de nombreuses espèces de vertébrés ainsi qu’une

interprétation fonctionnelle des connexions nerveuses (figure 3).

L’origine embryonaire de la rétine est commune au reste du système nerveux central (SNC) et dérive

du neurectoderme.

De façon schématique, la rétine est composée de cellules neuronales et gliales disposées en trois

couches de corps cellulaires et deux couches synaptiques (figure 4).

La couche nucléaire externe (CNE) est constituée des corps cellulaires des photorécepteurs cônes et

bâtonnets. La couche nucléaire interne (CNI) contient les corps cellulaires des cellules bipolaires,

des cellules horizontales, des cellules amacrines, des cellules gliales de Müller ainsi que les cellules

plexiformes. La couche des cellules ganglionnaires (CCG) est composée des corps cellulaires des

cellules ganglionnaires et des cellules amacrines déplacées.

Entre ces couches de cellules s’intercalent les couches plexiformes externe et interne. La couche

plexiforme externe (CPE) renferme les connexions synaptiques très spécialisées entre les

photorécepteurs cônes et bâtonnets d’une part et les cellules bipolaires, horizontales et

interplexiformes d’autre part. La couche plexiforme interne (CPI) est le lieu de contacts synaptiques

entre les axones des cellules bipolaires et les dendrites des cellules ganglionnaires mais aussi avec les

prolongements des cellules amacrines.

Anatomiquement, dans la rétine on considère l’existence de deux fines couches.



Lumière

EP

SE

CNE

CPE

CNI

CPI

CCG

Figure 5: Représentation schématique des différentes voies de la transmission de
l’information visuelle.
EP: épithélium pigmentaire; SE: segments externes des photorécepteurs; CNE: couche
nucléaire externe; CPE: couche plexiforme externe; CNI: couche nucléaire interne; CPI:
couche plexiforme interne; CCG: couche des cellules ganglionnaires

voie transversale
voie verticale
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La membrane limitante externe (MLE) est formée par des jonctions adherens entre les cellules

gliales de Müller et les segments internes des photorécepteurs. Cette membrane constitue une barrière

entre l’espace sous-rétinien, dans lequel les segments externe et interne des photorécepteurs sont en

contact étroit avec l’épithélium pigmentaire, et la rétine neurale proprement dite.

La membrane limitante interne (MLI) correspond aux pieds des cellules gliales de Müller associés

aux éléments de la membrane basale. Elle est la surface interne de la rétine bordant le vitré et formant

ainsi une barrière de diffusion entre la rétine neurale et l’humeur vitré comme la barrière hémato-

encéphalique.

L’organisation laminaire de la rétine permet de distinguer deux voies de transmission de

l’information : une voie verticale qui traverse toute la rétine et deux voies transversales qui traversent

la rétine au niveau des couches plexiformes (Boycott and Wassle, 1991; Wassle and Boycott, 1991;

Kolb and Marshak, 2003) (figure 5).

1.1 Les différents types cellulaires

1.1.1. Les cellules neuronales

1.1.1.a. Les photorécepteurs

Ces neurones, polarisés captent les signaux lumineux par l’intermédiaire de pigments visuels inclus

dans des disques membranaires constituant le segment externe de ces photorécepteurs (figure 6). Cette

énergie lumineuse est transformée via le processus de phototransduction en message chimique qui se

traduit par une libération des neurotransmetteurs par exocytose dans la fente synaptique (Chabre,

1985). Les photorécepteurs sont le point de départ de la transmission verticale du signal dont le

neurotransmetteur est le glutamate. Chez les mammifères il existe deux types de photorécepteurs, les

bâtonnets, responsables de la vision scotopique ou nocturne (lumière de faible intensité) et les cônes

qui interviennent dans la vision photopique ou diurne ainsi que la vision des couleurs.



Figure 6: Cône marqué au fluorescent green dye (A). Agrandissement d’un segment
externe, les disques membranaires sont visibles (B). Le complexe rhodopsine (C).
Changement de conformation du rétinal après exposition à la lumière (D).
D’après Kolb et coll., 2003.
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Le pédicule des cônes fournit de nombreuses synapses permettant le transfert du signal lumineux des

cônes vers les cellules bipolaires et horizontales (figure 7). Suivant la localisation au sein de la rétine,

les pédicules des cônes larges de 5 à 8 µm, contiennent entre 20 (fovéa) et 42 (rétine périphérique)

synapses invaginantes (Missoten, 1965; Calkins et al., 1996; Chun et al., 1996). Les synapses sont

appelées triades du fait qu’elles contiennent trois éléments post-synaptiques : deux dendrites des

cellules horizontales constituant les éléments latéraux et un ou deux dendrites des cellules bipolaires

correspondant à l’élément central. En plus des synapses invaginantes, les cellules bipolaires font

contact avec la base des pédicules des cônes (Dowling and Boycott, 1966). De plus, en dessous des

pieds des cônes des jonctions « desmosome-like » ont été décrites entres les dendrites des cellules

bipolaires et/ou des cellules horizontales (Missoten, 1965; Raviola and Gilula, 1975; Boycott and

Hopkins, 1993).

Les bâtonnets présentent à leur terminaison synaptique : le sphérule une seule synapse composée des

terminaisons dendritiques des cellules bipolaires et horizontales.

Les photorécepteurs sont continuellement dépolarisés à l’obscurité (Tomita, 1965), les canaux

calciques de type-L restent ouverts entraînant ainsi une libération continue du glutamate (Copenhagen

and Jahr, 1989). Les photorécepteurs répondent à la lumière en s’hyperpolarisant et en diminuant le

taux de libération du neurotransmetteur. Le maintien d’un influx constant de calcium durant

l’obscurité implique l’existence d’un mécanisme d’expulsion du calcium via une pompe Ca2+-ATPase

(PMCA : Plasma Membrane Calcium ATPase) localisée dans les pieds des photorécepteurs (Morgans

et al., 1998).

1.1.1.b. Les cellules horizontales

Les cellules horizontales établissent des connexions avec les photorécepteurs au niveau de la synapse

« triade ». On distingue deux types de cellules horizontales : les cellules H1 qui établissent des

connexions dendritiques avec les cônes et des connexions axonales avec les bâtonnets, et les cellules



Figure 7: Représentation schématique de la couche plexiforme externe (A). 1: bâtonnet; 2:
cône; 3: cellule horizontale; 4: cellule bipolaire.
Représentation schématique d’un pédicule (cône) (B) présentant 4 rubans présynaptiques
apposés aux terminaisons dendritiques des cellules horizontales (jaune) et des cellules
bipolaires ON (bleu). Les terminaisons dendritiques des cellules bipolaires à cône OFF font
contact à la base du pédicule (violet).
Représentation schématique d’un sphérule (bâtonnet) (C). Le ruban présynaptique est
apposé aux terminaisons dendritiques des cellules horizontales (jaune) et des cellules
bipolaires ON (bleu). Les terminaisons dendritiques des cellules bipolaires à cône OFF font
contact à la base (violet).
D’après Wassle, 2004.
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H2 qui se branchent uniquement sur les cônes par l’intermédiaire de leur arbre dendritique et d’un

court axone. Il a été proposé que les cellules horizontales moduleraient l’information visuelle

provenant des photorécepteurs en envoyant à la cellule réceptrice un signal de nature opposée à celui

reçu : c’est le phénomène d’inhibition latérale. Le GABA (acide γ-aminobutirique) serait libéré sans

exocytose de manière calcium indépendante par des transporteurs (Attwell et al., 1993; Schwartz,

1993) et va hyperpolariser les cônes. Il a été observé dans plusieurs espèces, la présence d’un

transporteur vésiculaire du GABA (VGAT) ou transporteur vésiculaire d’acides aminés inhibiteur

(VIAAT) le long de la membrane des cellules horizontales et plus particulièrement à la terminaison

des photorécepteurs à leurs contacts invaginants (Haverkamp et al., 2000; Cueva et al., 2002; Jellali et

al., 2002).

1.1.1.c. Les cellules bipolaires

Les cellules bipolaires transmettent les signaux des photorécepteurs (cônes et bâtonnets) vers les

cellules amacrines et ganglionnaires. Deux groupes de cellules bipolaires sont présents dans la rétine

de mammifères : les cellules bipolaires à cônes et les cellules bipolaires à bâtonnets (Sterling, 1995).

Ramon y Cajal (Ramón y Cajal, 1893) a reconnu les cellules bipolaires à bâtonnets comme une classe

à part. Leurs dendrites font des contacts invaginant dans les sphérules des bâtonnets, et leurs axones

terminent dans la partie la plus interne de la couche plexiforme interne (figure 8) (Boycott and

Dowling, 1969; Boycott and Kolb, 1973; Dacheux and Raviola, 1986; Greferath et al., 1990; Wassle

and Boycott, 1991; Euler et al., 1996). Ces cellules sont uniquement de type ON.

Les cellules bipolaires à cônes diffèrent dans leur schéma d’embranchement dendritique, le nombre de

cônes contactés et, le plus important, le niveau de stratification de leurs terminaisons axoniques dans

la couche plexiforme interne. Il existe au moins neuf types de cellules bipolaires à cônes dans la rétine

de mammifères (Famiglietti, 1981; Kolb et al., 1981; McGuire et al., 1984; Boycott and Wassle, 1991;

Euler and Wassle, 1995; Euler et al., 1996; Ghosh et al., 2004).



CPE

CNI

CPI

CCG

Figure 8: Représentation schématique des différents types de cellules bipolaires. Les axones
des cellules bipolaires OFF terminent dans la partie la plus externe de la CPI, les axones des
cellules bipolaires ON terminent dans la partie la plus interne de la CPI.
CPE: couche plexiforme externe; CNI: couche nucléaire interne; CPI: couche plexiforme
interne; CCG: couche des cellules ganglionnaires
D’après Wassle et coll.,2004.
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Fonctionnellement les cellules bipolaires à cônes peuvent être subdivisées en cellules ON et cellules

OFF suivant leurs réponses à la lumière. Les cellules bipolaires ON qui présentent une dépolarisation

en réponse à la lumière ont leurs terminaisons axoniques dans la moitié interne de la couche

plexiforme interne (Ramón y Cajal, 1893; Boycott and Dowling, 1969; Nelson and Kolb, 1983;

Wassle et al., 1991) alors que les cellules bipolaires OFF, qui s’hyperpolarisent en réponse à la

lumière ont leurs terminaisons axoniques dans la moitié externe de la couche plexiforme interne (Euler

et al., 1996; Hartveit, 1997).

De plus, la diversité fonctionnelle des cellules bipolaires est le résultat de l’expression des différents

types de récepteurs du glutamate (GluRs) à la synapse photorécepteurs-cellules bipolaires. Les cellules

bipolaires ON expriment le récepteur du glutamate métabotrope mGluR6 à leurs terminaisons

dendritiques en contact avec les photorécepteurs (Nomura et al., 1994; Masu et al., 1995; Vardi et al.,

2000). Les cellules bipolaires OFF expriment différents récepteurs du glutamate ionotropes à leurs

contacts «à plat» avec les photorécepteurs (Brandstatter et al., 1997).

Cette ambivalence ON/OFF se retrouve par la suite au niveau de la connexion cellules

bipolaire/ganglionnaire de la couche plexiforme interne. Les cellules bipolaires ON, dépolarisées à la

lumière, libèrent le neuromédiateur qui dépolarise à son tour les cellules ganglionnaires ON. A

l’inverse, à l’obscurité, les cellules bipolaires OFF libèrent le même neuromédiateur qui dépolarise les

cellules ganglionnaires OFF.

1.1.1.d. Les cellules interplexiformes

Les cellules interplexiformes décrites pour la première fois par Gallego (Gallego, 1971) dans la rétine

de chat ont été étudiées dans la rétine de poisson rouge (Dowling and Ehinger, 1975) mais aussi dans

la rétine humaine (Kolb and West, 1977; Linberg and Fisher, 1986; Kolb et al., 1992). Ces cellules ont

été proposées comme modulateur de la transmission du signal entre les couches plexiformes externe et
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interne. Suivant l’espèce les cellules peuvent être de type dopaminergique (poisson rouge) ou

GABAergique (humain).

1.1.1.e. La couche plexiforme externe

La CPE est la première synapse de la rétine, c'est-à-dire le complexe synaptique des cônes et

bâtonnets. Elle est unique parmi toutes les synapses du système nerveux central, à la fois par sa

complexité et sa spécialisation (Sterling, 1995) (voir figure 7).

La CPE est le premier niveau de transmission et de modulation de l’information nerveuse après

transformation du signal lumineux en signal électrique au niveau des photorécepteurs. Elle est

constituée d’une imbrication des dendrites des cellules bipolaires et horizontales au niveau des pieds

des cônes et bâtonnets. Une invagination au niveau des pieds des cônes et bâtonnets, correspondant à

un arrangement en « triade » comprend la zone du ruban présynaptique ainsi que les dendrites de 2

cellules horizontales et de 1 ou 2 cellules bipolaires (Dowling and Boycott, 1966; Calkins et al., 1996).

Il existe aussi des contacts au niveau de la jonction basale des pieds des cônes avec les dendrites des

cellules bipolaires (Dowling and Boycott, 1966) mais aussi des jonctions desmosomes réalisées par les

dendrites des cellules horizontales (Haverkamp et al., 2000).

La libération du glutamate se fait à des sites bien spécifiques en association avec les rubans qui

guident les vésicules dans la région d’exocytose (Rao-Mirotznik et al., 1995). La libération du

glutamate est dépendante du Ca2+ et vésiculaire (Schmitz and Witkovsky, 1997; Morgans, 1999). La

concentration de glutamate dans la fente synaptique qui représente le signal de l’intensité lumineuse

est déterminée par trois facteurs : la libération, la recapture et la diffusion (Vandenbranden et al.,

1996).

Afin de supporter le taux important de libération du glutamate, chaque zone synaptique de la

terminaison du photorécepteur présente une synapse en ruban avec un réservoir d’environ une centaine

de vésicules synaptiques. Quand la vésicule synaptique libère le neurotransmetteur, la concentration

dans la fente synaptique augmente rapidement et décline dans le temps et l’espace (Clements et al.,

1996; Rao-Mirotznik et al., 1998).
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La géométrie de la synapse est importante puisque la glie isolerait une synapse d’une autre à l’intérieur

d’une même terminaison ou bien les synapses d’une même terminaison de celles d’une terminaison

voisine. Burris et coll., (2002b) montrent qu’il existe une cellule gliale de Müller pour chaque

terminaison d’un cône et décrivent comment les CGM entourent et isolent les terminaisons des cônes,

promouvant ainsi un flux principalement dans une seule dimension.

1.1.1.f. Les cellules amacrines

Les cellules amacrines constituent le groupe le plus divers des types cellulaires de la rétine (Dowling,

1987; Strettoi and Masland, 1996). Ces cellules ne possèdent pas d’axone et sont classées suivant les

caractéristiques morphologiques de leur arbre dendritique et leur niveau de localisation dans la couche

plexiforme interne. Elles sont responsables de la modulation latérale de la voie de transmission

verticale du signal en établissant des synapses avec les cellules bipolaires et entre elles. Les cellules

amacrines peuvent être divisées en deux groupes principaux : les cellules amacrines glycinergiques et

GABAergiques. Les cellules amacrines glycinergiques regroupent une dizaine de types

morphologiques différents dont les cellules amacrines AII, les plus étudiées. Ces cellules sont des

interneurones importants dans la voie des bâtonnets, ce sont les seules cellules amacrines qui font

partie de la voie de transmission verticale. Elles reçoivent un message provenant des cellules

bipolaires à bâtonnets et renvoient un message aux cellules bipolaires à cônes ON via des « gap

junctions » (Masland, 2001; Veruki and Hartveit, 2002) et aux cellules bipolaires à cônes OFF via des

synapses chimiques (Kolb and Famiglietti, 1974). Les cellules amacrines GABAergiques présentent

environ une vingtaine de types morphologiques différents (MacNeil and Masland, 1998; Cueva et al.,

2002). En plus d’être GABAergiques, de nombreuses cellules amacrines sont cholinergiques (Tauchi

and Masland, 1984; Rodieck and Marshak, 1992) ou dopaminergiques (Haverkamp and Wassle,

2000).
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1.1.1.g.Les cellules ganglionnaires

Les cellules ganglionnaires sont les neurones de sortie de la rétine. Elles collectent les messages

électriques concernant le signal visuel provenant des deux couches cellulaires les précédant. Le

prétraitement de l’information est accompli par les neurones de la voie verticale de transmission et par

les voies horizontales avant présentation aux cellules ganglionnaires représentant l’ultime maillon

dans le transfert de l’information de la rétine vers les centres supérieurs de l’information visuelle.

Plusieurs types de cellules ont été décrits sur la base de la morphologie de leur arborisation dendritique

(Boycott and Wassle, 1974 ; Kolb et al., 1981; Peichl, 1991 ; Silveira and Perry, 1991 ; Nelson et al.,

1993 ; Haverkamp and Wassle, 2000).

1.1.1.f. La couche plexiforme interne

Les cellules bipolaires fournissent l’information aux cellules ganglionnaires, et cette information est

modulée par environ une vingtaine de types de cellules amacrines.

1.1.2. Les cellules non neuronales

1.1.2.a. Les cellules de l’épithélium pigmentaire (RPE)

Les cellules de l’épithélium pigmentaire forment la couche la plus externe de la rétine. Le RPE est

constitué d’une seule couche de cellules séparant la rétine neurale de la choroïde (Newman, 1994). Sa

membrane apicale présente des microvilli en face des segments externes des photorécepteurs

délimitant ainsi l’espace sous-rétinien. Ces cellules contiennent la mélanine, un pigment grâce auquel

elles peuvent absorber la lumière incidente qui n’a pas été captée par les photorécepteurs, ces cellules

participent également à la régénération des segments externes des photorécepteurs. Le RPE aide au

maintien d’un environnement ionique approprié pour la fonction des photorécepteurs en transportant

des ions, métabolites et autres substances de l’espace sous-rétinien au petit compartiment



Figure 9: Représentation in situ de la cellule gliale de Müller. On remarque l’imbrication
des extensions provenant du tronc commun avec les neurones avoisinants. C= cônes, b=
bâtonnets, B= cellules bipolaires, H= cellules horizontales, I= interneurones, A= cellules
amacrines, G= cellules ganglionaires, M= cellules de Müller, MLE= membrane limitante
externe, CNE= couche nucléaire externe, CPE= couche plexiforme externe, CNI= couche
nucléaire interne, CPI= couche plexiforme interne, CCG= couche des cellules
ganglionnaires, MLI= membrane limitante interne. D ’après Reichenbach et coll., 1991.
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extracellulaire délimité par la membrane apicale du RPE, les prolongements apicaux des cellules

gliales de Müller et les segments externes des photorécepteurs et inversement. Des canaux K+ (Kir4.1,

Kir7.1) exprimés dans les microvilli joueraient un rôle dans le maintien de la concentration

extracellulaire de K+ et dans la formation de l’onde c de l’électrorétinogramme (Newman, 1994 ; Ishii

et al., 1997; Kusaka et al., 1999; Yang et al., 2003).

1.1.2.b. Les cellules gliales

Trois grandes populations gliales ont été décrites au niveau de la rétine:

Les cellules gliales de Müller

Les cellules gliales de Müller sont les principales cellules gliales de la rétine et présentent la plupart

des fonctions des astrocytes, oligodendrocytes et cellules ependymales des autres régions du SNC. Du

fait de l’accessibilité de la rétine, les CGM sont un excellent modèle pour l’investigation des cellules

gliales. Elles ont été décrites pour la première fois par Müller en 1851 (Müller, 1851) (figure 9).

Les CGM sont des cellules gliales radiales qui traversent entièrement l’épaisseur de la rétine neurale

(Uga and Smelser, 1973a; Uga and Smelser, 1973b; Reichenbach et al., 1989). Elles sont présentes

dans toutes les espèces vertébrées. Elles constituent un support architectural à travers l’épaisseur de la

rétine et forment les limites de celle-ci au niveau de la limitante externe en réalisant des jonctions avec

les segments externes des photorécepteurs et au niveau de la limitante interne par liaison de leurs

pieds. Leurs corps cellulaires sont présents dans la couche nucléaire interne. Des prolongements

secondaires dans la CPE provenant du tronc principal de la CGM forment d’importants fourreaux qui

entourent les corps cellulaires neuronaux, les dendrites et, dans la couche des fibres optiques, les

axones des cellules ganglionnaires (Newman and Reichenbach, 1996; Burris et al., 2002a). Elles se

retrouvent ainsi au contact de tous les types cellulaires rétiniens, de l’épithélium pigmentaire et des

vaisseaux sanguins et jouent un rôle essentiel dans l’architecture et le maintien du tissu rétinien.
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Les CGM présentent de nombreuses fonctions dont certaines sont vitales pour la rétine. Elles

protègent les neurones d’une exposition excessive de neurotransmetteurs en régulant le milieu extra-

cellulaire. En effet, les cellules gliales de Müller possèdent de nombreux récepteurs et transporteurs de

neurotransmetteurs tels que le glutamate (Brew and Attwell, 1987; Schwartz, 1993; Harada et al.,

1998) ou le GABA (Malchow et al., 1989; Biedermann et al., 1994). Les CGM, comme les autres

cellules gliales, expriment une large variété de canaux ioniques dépendant du voltage (Newman, 1985;

Newman, 1993; Chao et al., 1994a, 1994b; Puro and Stuenkel, 1995). Leur conductance membranaire

est dominée par les canaux rectificateurs de K+ (Brew et al., 1986; Newman, 1993), qui donnent à ces

cellules une résistance membranaire extrêmement faible (Newman, 1987a, b). Elles interviennent

également dans le maintien de l’homéostasie rétinienne en régulant la concentration extra-cellulaire en

potassium. Il avait été proposé que ces cellules participeraient ainsi à la génération de l’onde b de

l’électrorétinogramme (Miller and Dowling, 1970 ; Newman and Odette, 1984).

Les astrocytes

Les astrocytes ne sont pas des cellules gliales provenant du neuroépithélium rétinien mais originaires

du neuroectoderme. Elles pénètrent le long du nerf optique lors du développement de la rétine (Stone

and Dreher, 1987). Les corps cellulaires des astrocytes et leurs prolongements sont presque

entièrement restreints à la partie la plus interne de la rétine où ils enveloppent les axones des cellules

ganglionnaires et entrent en contact avec les vaisseaux sanguins (Bussow, 1980). Ainsi ces cellules

joueraient un rôle important dans la mise en place et le maintien de la barrière hémato-rétinienne

(Chan-Ling and Stone, 1991). De plus, comme les CGM, ces cellules pourraient être impliquées dans

l’homéostasie ionique en régulant la concentration de potassium extra-cellulaire et le métabolisme des

neurotransmetteurs tels que le GABA.

Les microglies



21

Les microglies sont retrouvées dans toutes les couches de la rétine. Elles pénètrent dans la rétine

depuis le mésenchyme du nerf optique à un stade précoce du développement. Ces cellules peuvent être

stimuler pour des fonctions macrophagiques suite à des traumas de la rétine ou bien pour la

phagocytose des neurones dégénérant. Issues du mésoderme, les microglies forment une famille

indépendante de cellules gliales.
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Figure 10: Electrorétinogramme (ERG) de souris et schéma représentant l’origine cellulaire
de l’enregistrement. (A) Electrorétinogramme de souris représentant les ondes les plus
souvent étudiées par cette technique: l’onde a, l’onde b et les potentiels oscillatoires). (B)
Schéma de rétine d’après un dessin de Ramón y Cajal qui représente l’origine cellulaire des
ondes de l’ERG.
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1.2. La transmission

1.2.1. Composantes de l’électrorétinogramme (ERG)

L’ERG en « champs plein » est le test électrophysiologique oculaire le plus utilisé. En 1989, un

protocole de base pour l’étude chez l’homme a été standardisé (Marmor et al., 2004). L’ERG est un

enregistrement du signal électrique généré par l’activité électrique des cellules rétiniennes (Dowling,

1987). Cet enregistrement correspond à la variation de potentiel trans-rétinien en réponse à une

stimulation lumineuse, il serait constitué de la sommation algébrique et dans le temps des réponses

individuelles de chaque catégorie de cellule excitable.

Parce que l’ERG peut être enregistré de manière non invasive, il est utilisé comme outil d’estimation

des fonctions rétiniennes en recherche fondamentale, en diagnostic clinique chez l’homme et chez les

modèles animaux de différents troubles visuels.

L’enregistrement électrorétinographique est effectué après stimulation par un flash lumineux.

En plus de l’ERG en « champs plein », des enregistrements après adaptation à l’obscurité (ERG

scotopique) ou bien à la lumière (ERG photopique) peuvent aussi être réalisé afin de pouvoir

visualiser toutes les ondes composants l’ERG (figure 10).

L’onde a apparaît comme la première variation de potentiel enregistré, elle est négative (figure 10). A

l’obscurité, les canaux ioniques permettent l’entrée de Na+ et la sortie de K+ maintenant ainsi à une

valeur fixe la différence de potentiel. Le stimulus lumineux entraîne la diminution de perméabilité

ionique au sodium de la membrane du bâtonnet provoquant une hyperpolarisation de la cellule qui est

à l’origine de l’onde a. Les cônes participent également à la génération de l’onde a mais de façon

beaucoup plus rapide et moindre en amplitude.

L’onde b, est la deuxième variation de potentiel enregistrée, elle est positif, et c’est la composante la

plus importante en amplitude de l’ERG. Son origine cellulaire est encore discutée. En premier lieu, on

a attribué l’origine de l’onde b aux cellules bipolaires (Hashimoto et al., 1961). Selon cette hypothèse,
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les cellules bipolaires ON expriment le récepteur métabotrope du glutamate nommé mGluR6 (Nomura

et al., 1994). En effet, des enregistrements électrorétinographiques effectués chez les souris invalidées

pour le mGluR6 montrent une diminution de l’amplitude de l’onde b (Masu et al., 1995). Cependant

en 1984, une autre hypothèse basée sur la contribution des cellules de Müller à ce potentiel fut

introduite par Newman et Odette. Les CGM captent en effet le potassium extra-cellulaire au niveau

distal et le relâchent à leur extrémité ou pieds venant au contact du vitré ainsi que des vaisseaux. Ces

flux ioniques portent le nom de « potassium siphoning ». Selon l’hypothèse de Newman et Odette ces

flux potassiques par l’intermédiaire des canaux K+ de type Kir4.1 pourraient être à l’origine de l’onde

b. Cependant, les résultats d’études récentes ont montré que l’augmentation de K+ extracellulaire

aurait un effet moindre sur la génération de l’onde b et suggèreraient ainsi que la contribution des

cellules gliales de Müller à l’onde b serait limitée (Xu and Karwoski, 1994a, b; Hanitzsch et al., 1996;

Karwoski and Xu, 1999; Wurziger et al., 2001). En effet, différentes études réfutent cette hypothèse au

profit des cellules bipolaires ON exclusivement (Stockton and Slaughter, 1989; Gurevich and

Slaughter, 1993; Hanitzsch et al., 1996. De plus, Kofugi et coll. (2000) ont montré que la génération

de l’onde b n’est pas affectée chez une lignée de souris dont les canaux Kir4.1 sont inactivés de façon

génétique. Ils concluent que l’onde b n’est pas générée par les courants K+ traversant la cellule gliale

de Müller.

Bien que l’activité des cellules bipolaires ON soit considérée comme étant l’élément majeur dans la

formation de l’onde b (Stockton and Slaughter, 1989; Xu and Karwoski, 1994a; Tian and Slaughter,

1995; Green and Kapousta-Bruneau, 1999; Karwoski and Xu, 1999) il existe des évidences croissantes

que les neurones de 3ème ordre : les cellules amacrines et ganglionnaires peuvent aussi contribuer

directement ou indirectement à la réponse (Gottlob et al., 1985; Dong and Hare, 2000; Kapousta-

Bruneau, 2000; Awatramani et al., 2001; Wurziger et al., 2001). Cependant, le mécanisme exact à

travers lequel ces neurones contribueraient à la génération de l’onde b n’est toujours pas établi.

L’onde c est l’onde avec une origine plus certaine puisqu’elle disparait si l’ERG est enregistré sur

rétine entière in vitro (Hanitzsch et al., 1996), dans cette préparation il n’y a pas d’épithélium

pigmentaire. L’onde c a donc pour origine les variations de potentiel généré à travers l’épithélium



Figure 11: Ragnar Granit, prix Nobel de Physiologie et de M�decine en 1954
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pigmentaire rétinien (EPR). Elle possède trois composantes (négative ou positive) qui varient en

fonction des espèces mammaliennes (Steinberg et al., 1970; Hanitzsch and Lichtenberger, 1997) ont

montré que cette onde est produite par un changement de concentration en potassium dans l’espace

sous rétinien.

L’onde d est surtout observée lors d’enregistrements effectués sur des rétines riches en cônes. C’est

un potentiel positif qui apparaît dans l’ERG photopique à l’arrêt de la lumière. Dans l’ERG scotopique

son existence est discutée (Brown, 1968). L’origine de cette onde est loin d’être clairement établie :

tout d’abord décrite comme une déflection positive qui représenterait l’activité des récepteurs dans la

rétine distale (Whitten and Brown, 1973; Yonemura et al., 1974). Xu et coll., (1995) la définissent

comme la réponse des cellules bipolaires hyperpolarisées dans la rétine de grenouille. Le seul élément

ne variant pas d’un auteur à l’autre concerne la contribution des cellules gliales de Müller à cette onde.

Les potentiels oscillatoires représentent un ensemble d’oscillations lors de la phase ascendante de

l’onde b de l’ERG (Granit, 1968) (figure 11). Leur génération implique les axones terminaux des

cellules bipolaires, les prolongements des cellules amacrines et les dendrites des cellules

ganglionnaires. Ce sont de bons indicateurs de mécanismes neuronaux adaptatifs de la rétine et ils sont

utilisés comme instrument d’étude du développement post-natal et de l’adaptation neuronale

rétinienne (Yonemura et al., 1962; Gur et al., 1987; Hara and Miura, 1994; Tremblay et al., 1995).

1.2.2. Pathologies liées à des défauts de transmission synaptique mises en évidence

par une anomalie de l’onde b de l’ERG

Comme nous venons de l’exposer, l’ERG des mammifères est une combinaison de nombreux

composants. Des perturbations de l’ERG reflètent des altérations du système visuel et en particulier de

la rétine qui peuvent avoir des origines multiples et diverses. Le plus important élément de l’ERG en

adaptation à l’obscurité est la réponse « cornée-positive » correspondant à l’onde b. De nombreuses
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pathologies décrivent plus particulièrement des troubles associés à l’onde b. C’est le cas pour la cécité

congénitale autosomale récessive ou liée au chromosome X, le syndrome Goldmann-Favre, certains

types de rétinopathies pigmentaires, des neuropathies optiques, la rétinopathie diabétique et lors de

troubles vasculaires rétiniens.

Les altérations de la transmision synaptique glutamatergique de la rétine (voie verticale) peuvent

s'accompagner d'une altération de l'onde b de l’ERG. En effet, la concentration de glutamate au niveau

de la fente cellulaire est cruciale pour la rétine, une trop grande concentration devient excitotoxique

(Harada et al., 1998).

Quelques exemples d’altérations de la neurotransmission :

Le neurotransmetteur des photorécepteurs, le glutamate (Massey and Miller, 1990; Kalloniatis and

Tomisich, 1999; Thoreson and Witkovsky, 1999) est libéré par les vésicules dans la région

d’exocytose au niveau des rubans synaptiques (Rao-Mirotznik et al., 1995). Cette libération se fait

après entrée de calcium via les canaux calciques voltage-dépendent de type L dans les terminaisons

des photorécepteurs. L’importance de ces canaux a été récemment mise en évidence par la découverte

de mutations de la sous-unité α1 du canal calcique, mutations responsables de troubles liés à l’X

induisant chez l’homme la cécité nocturne congénitale « incomplete congenital stationary night

blindness (CSNB2) ». Ces patients présentent une réduction de l’amplitude de l’onde b de l’ERG en

condition d’adaptation à l’obscurité ainsi qu’une sensibilité visuelle réduite (Bech-Hansen et al., 1998;

Strom et al., 1998). Une étude réalisée chez la souris a montré que l’élimination de la sous-unité β2

des canaux calciques entraîne un phénotype similaire à celui observé chez les patients atteints de

CSNB2 alors que la perte des sous-unités β1, β3 ou β4 n’engendre pas de modification de l’ERG (Ball

et al., 2002). Une diminution significative de l’épaisseur de la CPE ainsi qu’une désorganisation de

celle-ci a aussi été observée chez ces souris. Dans la rétine de rat et de poulet, la distribution de la

sous-unité α1F des canaux calciques dans la zone active des bâtonnets (synapse ruban) (Firth et al.,



26

2001; Morgans, 2001; Morgans et al., 2001) est dépendante de l’expression de la sous-unité β2 (Ball et

al., 2002).

La suppression de l’expression des récepteurs du glutamate mGluR6 provoque la diminution de

l’amplitude de l’onde b de l’électrorétinogramme (Masu et al., 1995). Il en est de même pour la souris

Goα -/- qui n’exprime plus la protéine Goα  associée à ces récepteurs (Vardi et al., 1998; Dhingra et al.,

2000).

La transmission glutamatergique n’est pas la seule impliquée dans les altérations de l’ERG.

L’inhibition de la nitric oxide synthase (NOS) dans la rétine affecte également l’amplitude de l’onde b

de l’ERG (Ostwald et al., 1995; Ostwald et al., 1997).

Dong et coll. (2002) ont montré que le blocage du feedback GABAc au niveau de la couche

plexiforme interne atténue l’amplitude de l’onde b et augmente de façon significative le délai de la

réponse sans influencer l’onde a.

Des altérations de la neurotransmission rétinienne ont été révélées par électrorétinogramme (Cibis et

al., 1993; Pillers et al., 1993; De Becker et al., 1994; Fitzgerald et al., 1994) chez 80% des patients

DMD (Sigesmund et al., 1994). Ces troubles se caractérisent par une forte diminution de l’amplitude

de l’onde b de l’ERG en conditions d’adaptation à l’obscurité bien que ces patients ne présentent

aucun autre troubles de la vision. Chez ces patients, des mutations du gène DMD engendrent l’absence

totale ou partielle des dystrophines en fonctions des tissus considérés.

Cette anomalie de l’électrorétinogramme suggère donc un dysfonctionnement de la transmission de

l’information lié à des perturbations de flux ioniques au sein de la rétine pouvant être une conséquence

directe de mutations du gène DMD.



Figure 12: Localisation génomique des promoteurs des différents produits du gène DMD.
Organisation structurale de la dystrophine Dp427. Domaines d’interactions avec les protéines
du complexe.
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2. La superfamille des dystrophines

La superfamille des dystrophines regroupe la dystrophine, les produits courts du gène DMD ainsi que

leurs protéines homologues telles que l’utrophine, la DRP2 et les dystrobrévines.

Le gène humain de la dystrophine a été localisé sur le chromosome X en position Xp21. Ce gène est le

plus grand décrit avec une taille d’environ 2.5 mégabases (Mb) (Coffey et al., 1992) et engendre un

messager principal de 14kb composé de 79 exons (Koenig et al., 1987; Koenig et al., 1988; Roberts et

al., 1993).

L’expression du transcrit de la dystrophine Dp427, nommée ainsi en raison de sa masse moléculaire

apparente de 427 kDa (protéine de 3685 acides aminés) est contrôlée par trois promoteurs indépendant

spécifiques du tissu. De plus l’activation de promoteurs internes en 3’ du gène DMD entraîne la

production de produits courts nommés Dp260, Dp140, Dp116, Dp71 et Dp45 (figure 12).

Toutes ces dystrophines sont issues d’un même gène à la suite de l’activation d’un promoteur

spécifique, elles possèdent donc toutes une structure primaire identique.

2.1. La dystrophine

La dystrophine, protéine de 427kDa aussi bien que les autres membres de la superfamille, appartient à

la famille des protéines du cytosquelette β-spectrine/α-actinine (Koenig et al., 1988). Sur la base de sa

séquence primaire, la dystrophine est constituée de quatre domaines distincts : un domaine N-terminal

liant l’actine (Hammonds, 1987), un large domaine central constitué de 24 répétitions de motifs en

triple hélice, un domaine riche en cystéine et un domaine C-terminal pouvant se lier à d’autres

protéines membres du complexe associé à la dystrophine (figure 12).
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2.1.1. Le domaine N-terminal

Ce domaine est constitué de quatre domaines liant l’actine ou ABD (« actin binding domain »). A

l’aide de diverses techniques (résonance magnétique, co-sédimentation...), trois sites d’interaction avec

l’actine-F ont pu être identifiés dans cette région (Levine et al., 1990; Hemmings et al., 1992; Levine

et al., 1992; Way et al., 1992; Fabbrizio et al., 1993; Corrado et al., 1994). Ces segments sont nommés

respectivement ABS1 (résidus 18 à 27), ABS2 (résidus 86 à 120) et ABS3 (résidus 128 à 149) (ABS :

actin binding site).

Au niveau de cette région N-terminale de la dystrophine, deux sites d’interaction avec la calmoduline

ont été identifiés (Madhavan et al., 1992). Ils recouvrent en partie les sites ABS1 et ABS2 et ont été

dénommés CaMBS1 (résidus 18 à 42) et CaMBS2 (résidus 104 à 125) (CaMBS : calmodulin binding

site) (Bonet-Kerrache et al., 1994; Jarrett and Foster, 1995). La région N-terminale de la dystrophine a

été montré fonctionnellement homologue à celle de l’α-actinine (Byers et al., 1989; Hemmings et al.,

1992). En conclusion, la région N-terminale de la dystrophine est essentielle à l’interaction avec le

réseau d’actine et joue donc un rôle dans le maintien de l’architecture cellulaire.

2.1.2. Le domaine central

Formé de 2705 acides aminés, il correspond à la partie la plus longue de la dystrophine. Il est composé

de 24 séquences répétées de 109 résidus (Koenig and Kunkel, 1990). Ces éléments structuraux sont

organisés en triple hélice alpha (Speicher and Marchesi, 1984), comparables aux éléments répétés dans

l’α-actinine et la β-spectrine (Davison et Critchley, 1988). Malgré l’homologie entre la triple hélice de

la dystrophine avec celle de la spectrine, aucune association en homodimère n’a été clairement

démontrée pour la dystrophine, alors que cela à été mis en évidence pour la spectrine (Yan et al.,

1993). Au contraire diverses approches (fragments recombinants, overlay, immunoprécipitation) ont

permis de démonter que les fragments du domaine central ne semblent pas interagir entre eux (Chan



29

and Kunkel, 1997) et que par conséquent la dystrophine est organisée sous forme de monomère

(Kahana et al., 1997).

Enfin, les répétitions de séquences sont encadrées par deux zones charnières, riches en résidus proline.

Deux autres zones charnières existent entre les éléments 3-4 et les éléments 19-20. Ces quatre régions

sont appelées H1 à H4, elles rompent l’organisation répétitive du domaine central et pourraient assurer

la flexibilité de cette partie de la molécule (Koenig and Kunkel, 1990). Rybakova et coll. (1996) ont

identifié un nouveau site d’interaction avec l’actine dans la région centrale, au niveau des séquences

répétées 12 à 16. L’affinité pour ce site étant comparable à celle pour les sites de la région N-

terminale. Ce site a été dénommé ABS4. Winder (1997) a identifié un deuxième site d’interaction avec

l’actine, dénommé ABS5, situé au niveau de la séquence répétée 18. Ces travaux démontrent que les

sites de liaison à l’actine ne sont pas limités à la partie N-terminale de la dystrophine, mais sont

présents tout le long de la protéine. En conséquence, les produits courts du gène DMD qui possèdent

cette région centrale sont également susceptibles d’interagir avec le cytosquelette d’actine.

2.1.3. La région riche en cystéines

Elle contient un domaine WW, des motifs poignée EF et un domaine ZZ.

Le domaine WW, nommé ainsi à cause de la conservation de deux résidus tryptophane, a été décrit

comme étant un module de fixation protéique trouvé dans de nombreuses protéines de signalisation et

de régulation (Bork and Sudol, 1994). Ce domaine correspond à un domaine d’interaction protéique et

fixe les motifs riches en proline. Avec le domaine en poignée EF, ils constituent le domaine de liaison

entre la dystrophine et la partie C-terminale de la protéine transmembranaire β-dystroglycane (Suzuki

et al., 1994; Jung et al., 1995; Rosa et al., 1996; Rentschler et al., 1999).

La dystrophine interagit avec le β-dystroglycane dans un premier temps via les aminoacides 3054-

3271 puis de façon secondaire via les aminoacides 3271-3446, ceux-ci sont nécessaires pour un

accrochage maximal et lui confèrent ainsi une affinité d’accrochage 5 à 20 fois supérieure. La
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substitution d’un résidu cystéine situé en 3340 par une tyrosine est associée à des troubles mentaux et

une absence de l’onde d de l’ERG chez ces patients (Lenk et al., 1996).

Cette partie de la protéine présente une homologie de séquence avec le domaine C-terminal de l’α-

actinine qui contient des motifs poignées EF, capables de lier le calcium (Koenig et al., 1988).

Le domaine ZZ fait aussi partie du domaine riche en cystéine (Ponting et al., 1996). Il correspond à

une structure dite en doigt de zinc qui est impliquée dans les interactions protéine-protéine. Ce

domaine est composé de deux paires de résidus cystéine qui ont la capacité de lier le zinc (Michalak et

al., 1996). Ce domaine s’accroche à la calmoduline via son site de liaison CaCM3 de manière calcium

dépendante (Madhavan and Jarrett, 1994 ; Anderson et al., 1996) mais ne semble pas être requis pour

l’interaction avec le β-dystroglycane.

2.1.4. Le domaine C-terminal

Contrairement aux domaines précédemment décrits, cette séquence ne présente aucune homologie

avec l’α-actinine ou la spectrine (Koenig et al., 1988) mais est caractéristique de la superfamille des

dystrophines. Ce domaine est nommé CC (Coiled Coil). Il est composé de deux hélices alpha

permettant la formation de dimères parallèles hélice alpha/hélice alpha (CC-H1 et CC-H2) séparées

par des résidus proline (Blake et al., 1995a). Cette région CC forme le site de liaison pour les

syntrophines α1 et β1 et l’α-dystrobrévine et modulerait l’interaction entre les syntrophines et les

autres protéines associées à la dystrophine (Ahn and Kunkel, 1995; Suzuki et al., 1995; Sadoulet-

Puccio et al., 1997 ; Nawrotzki et al., 1998). Cette partie de la protéine est sensible à la

phosphorylation par différentes protéines kinases. En particulier, il existe deux enzymes, sous la

dépendance du calcium et de la calmoduline, responsables de la phosphorylation et de la

déphosphorylation de ce domaine (protéine kinase II Ca2+/CaM et la calcineurine) (Michalak et al.,

1996).

Le site de liaison à la calmoduline tout comme les sites de phosphorylation sont susceptibles de

moduler les interactions entre la dystrophine et les protéines associées à la dystrophine.
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2.1.5. Les isoformes de la dystrophine

La Dp427 est exprimée à haut niveau dans de très nombreux tissus tels que le cerveau, les muscles

cardiaque, l’œil, l’intestin, les poumons, le muscle squelettique, et plus faiblement dans le foie, les

reins, thymus…

L’expression de la dystrophine est sous contrôle de trois promoteurs indépendants trouvés la première

fois dans le cerveau (C), le muscle (M) et les cellules de Purkinje (P), situés en 5’ du gène DMD

(Feener et al., 1989 ; Nudel et al., 1989; Boyce et al., 1991). Le promoteur C est actif dans les

neurones du cortex et des aires CA de l’hippocampe (Barnea et al., 1990). Le promoteur musculaire

conduit à un haut niveau d’expression de la dystrophine dans les muscles squelettique, cardiaque et

strié et plus faiblement dans les cellules gliales du cerveau alors que le promoteur P s’exprime dans les

cellules de Purkinje mais aussi dans le muscle squelettique (Holder et al., 1996).

La séquence primaire de chacune des dystrophines présente peu de différences, car le cadre de lecture

n’est pas modifié lors de la transcription de ces différents messagers. De ce fait, ces trois formes

longues de la dystrophine possèdent des extensions N-terminales uniques et différent par leurs

premiers exons (Gorecki et al., 1992). Ainsi, les 11 premiers acides aminés de la dystrophine

musculaire sont remplacés dans la dystrophine cérébrale par trois nouveaux acides aminés.

2.2. Les produits courts du gène DMD

Des promoteurs internes ont été décrits dans la partie codant le domaine central de la dystrophine (Ahn

and Kunkel, 1993; Sadoulet-Puccio and Kunkel, 1996) entraînant la production de produits courts

dénommés Dp260, Dp140, Dp116, Dp71 et Dp45 (figure 13).

Ces différents produits ont été identifiés dans un premier temps dans des types cellulaires ou des tissus

particuliers. Cependant des travaux de Tokarz et coll. (Tokarz et al., 1998) ont démontré que leur
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expression est plus complexe : les différents transcrits du gène DMD s’expriment, à différents taux,

dans une large gamme de tissus (cerveau, muscles cardiaques et squelettiques, intestin, foie, poumon,

estomac…). Cette observation met en avant la complexité de la régulation de l’expression et des

fonctions des différentes dystrophines.

2.2.1. La Dp260

Cette protéine de 260 kDa a été identifiée pour la première fois dans la rétine de souris où elle semble

impliquée dans la neurotransmission (D'Souza et al., 1995). Elle est issue d’un transcrit de 10.5kb

contenant un premier exon original épissé en phase avec l’exon 30 de la dystrophine (D'Souza et al.,

1995). La séquence de la Dp260 diffère de celle de la dystrophine de 13 nouveaux aminoacides N-

terminaux hydrophiles spécifiques. Elle possède une grande partie du domaine central de la

dystrophine (15 séquences répétées) et toute la partie C-terminale. Elle possède donc le site ABS4 et

est capable de lier l’actine.

Des analyses par RT-PCR ont permis de détecter le messager de la Dp260 dans de nombreux tissus à

des niveaux variables d’expression : le transcrit est très fortement exprimé dans le cerveau, la rétine et

les intestins alors qu’il l’est nettement moins dans le foie, le muscle squelettique et le rein (D'Souza et

al., 1995; Kameya et al., 1997; Howard et al., 1998b ; Tokarz et al., 1998).

Des études ont mis en relation des mutations du gène DMD autour de l’exon 50, empêchant

l’expression de la Dp260, avec des altérations de la neurotransmission rétinienne (Fitzgerald et al.,

1999; Pillers et al., 1999a).

2.2.2. La Dp140

La protéine de 140 kDa est issue d’un transcrit de 7,5 kb généré par un promoteur situé en amont de

l’exon 45 et exprimé à des taux variables dans différents tissus et suivant le développement (Durbeej

et al., 1997). Ce produit du gène DMD a été identifié en premier dans le cerveau, au niveau des bulbes
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olfactifs, des leptoméninges et du parenchyme. Il est faiblement exprimé au niveau du rein, du thymus

et du foie contrairement au cerveau, à l’oeil, au muscle squelettique et à l’estomac (Tokarz et al.,

1998).

Le premier exon de ce transcrit est localisé dans l’intron 44 du gène DMD (Lidov et al., 1995). De

plus, le site d’initiation de la traduction est localisé à la hauteur de l’exon 51, correspondant à la

troisième région charnière (H3) du domaine central, entre les répétitions 19 et 20. La Dp140 possède

ainsi une séquence identique à celle de la dystrophine (à partir de l’exon 51) et comprend les cinq

derniers motifs répétés du domaine central de la dystrophine et la totalité de sa partie C-terminale.

2.2.3. La Dp116

Elle est issue d’un messager de 5.2 kb, généré par un promoteur localisé environ 850 paires de bases

en amont de l’exon 56 du gène DMD (Byers et al., 1993). La protéine possède 15 résidus N-terminaux

spécifiques de la Dp116. Le cadre de lecture n’étant pas modifié, cette protéine présente, en plus de

cette séquence N-terminal, l’ensemble de la partie distale de la dystrophine à partir de la séquence

répétée 22 jusqu’au domaine C-terminal.

L’expression du transcrit et de la protéine Dp116 a été rapportée dans le système nerveux périphérique

et dans les cellules de Schwann en culture (Byers et al., 1993). Dans le système nerveux périphérique

de l’homme et du rat, la Dp116 a été localisée en fine couche autour des fibres nerveuses myélinisées

(Matsumura et al., 1993). Elle est localisée dans la membrane des cellules de Schwann, en particulier

dans les nœuds de Ranvier, alors qu’elle est absente des axones entourés par ces cellules gliales

(Fabbrizio et al., 1995).

Son expression dans le système nerveux central est encore controversée. Il semble cependant qu’elle

soit exprimée dans le cerveau (Finn and Ohlendieck, 1997) au niveau du cervelet et du cortex cérébral

(Kim et al., 1992), ainsi que dans la cochlée (Dodson et al., 1995). Ces observations ont été corrélées

par celles de Schofield et coll. (Schofield et al., 1994) qui ont détecté un fort taux de Dp116 dans le

cerveau humain fœtal et adulte. Une étude de Tokarz et coll. (Tokarz et al., 1998) a révélé son
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expression dans divers tissus comme le cerveau, le muscle cardiaque, l’oeil, l’intestin, les poumons ou

encore le muscle squelettique, à des taux variables en fonction du tissu considéré.

2.2.4. La Dp71

Etant sous la dépendance d’un promoteur de type « housekeeping » situé dans l’intron 62 du gène

DMD l’expression de la Dp71 est ubiquitaire (Lederfein et al., 1993). Cette protéine est codée par un

messager de 6.5 kb dont le premier exon code une séquence protéique spécifique de 7 acides aminés

N-terminaux (Bar et al., 1990; Lederfein et al., 1992; Lederfein et al., 1993). Un domaine de liaison à

l’actine, spécifique de la Dp71 a été localisé à ce niveau (Howard et al., 1998a) lui conférant à l’image

de la dystrophine, la capacité d’interagir avec l’actine. Les études d’Howard et coll. (1998b) et

Claudepierre et coll. (2000b) montrent que la Dp71 est localisée près des filaments d’actine

respectivement dans les cellules musculaires et les cellules gliales rétiniennes en culture. De plus, la

Dp71 qui contient seulement une partie du domaine WW est tout de même capable de se lier au β-

dystroglycane (Rosa et al., 1996). Contrairement aux autres produits du gène DMD, la Dp71 apparaît

glycosylée (Jung et al., 1993; Fabbrizio et al., 1994).

La Dp71 constituerait le produit principal du gène DMD dans tous les tissus étudiés, à l’exception des

tissus musculaires et du système nerveux périphérique. Protéines et transcrits se retrouvent donc dans

de multiples tissus à un fort niveau d’expression : dans le système nerveux central, tant au niveau des

neurones que des glies, mais aussi dans le foie, le cœur, les reins, les poumons, le pancréas, les

testicules, l’estomac, …. (Lederfein et al., 1992; Rapaport et al., 1992; Jung et al., 1993; Lambert et

al., 1993; Tokarz et al., 1998). Dans le cerveau adulte, des méthodes d’hybridation in situ ont permis

de mettre en évidence l’expression de la Dp71 essentiellement  dans le gyrus denté de l’hippocampe,

et à des taux plus faibles au niveau du bulbe olfactif, de l’aire CA3 de l’hippocampe et du cortex

cérébral (Gorecki and Barnard, 1995).
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2.2.5. La Dp45

Tinsley et coll. (1993) ont cloné et séquencé un transcrit de 2.2kb dont la traduction conduirait à une

protéine de 45 kDa. Ce transcrit a été identifié dans la plupart des tissus humains incluant le muscle, le

cerveau, le foie et les poumons. Sa distribution ressemble à celle du transcrit de la Dp71 à la différence

qu’il s’exprime très tôt au cours du développement. En comparant la séquence nucléotidique avec celle

de la dystrophine, la séquence protéique de la Dp45 serait composée de la fin de la répétition 26, de la

séquence riche en cystéines et des 48 premiers acides aminés du domaine C-terminal.

2.3. Epissages alternatifs

La région 3’ du gène de la dystrophine est soumis à des épissages alternatifs générant de nombreuses

isoformes exprimées de façon différentielle en fonction du tissu ou du stade de développement (Feener

et al., 1989 ; Bies et al., 1992). Ces épissages n’affectent pas seulement la dystrophine mais aussi les

produits courts du gène DMD tels que la Dp140 et la Dp71.

Il a été mis en évidence l’existence d’épissages alternatifs générant divers isoformes de la Dp140 dans

le cerveau et les reins (Lidov and Kunkel, 1997). En particulier, la Dp140 pourrait subir l’épissage des

exons 71-74 et de l’exon 78.

La Dp71 est soumise à de nombreux épissages alternatifs. Dans la partie C-terminale, l’épissage de

l’exon 78 permet la traduction de l’exon 79 générant ainsi une séquence originale de 31 acides aminés

qui remplace les 13 acides aminés normalement issus de l’exon 78 (Austin et al., 1995). Cette

séquence spécifique est nommée founder séquence, la Dp71 épissée pour l’exon 78 est appelée Dp71f

(Cisneros et al., 1996). Cette séquence de 31 acides aminés est hydrophobe contrairement à la

séquence de 13 acides aminés qu’elle remplace (Lederfein et al., 1992).

De plus, des épissages des exons 71 (Austin et al., 1995), 71-74 (Austin et al., 2000; Austin et al.,

2002) et 72-74 (Ceccarini et al., 1997) ont été décrits respectivement dans les tissus adultes et au cours
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du développement. Chez le poisson zèbre, trois transcrits issus de l’épissage alternatif des exons 66-

68, 71 et 73 s’expriment de façon tissu-spécifique dans le muscle, le cœur ou le cerveau (Bolanos-

Jimenez et al., 2001).

Ces différents épissages réguleraient la liaison des dystrophines à leurs protéines membranaires

associées (Crawford et al., 2000). En effet il a été observé que la région essentielle d’accrochage des

syntrophines α1 et β1 correspond à la séquence encodée par les exons 73 et 74 (Ahn and Kunkel,

1995; Suzuki et al., 1995).

En conclusion, dans le cadre d’études portant sur la détermination de la localisation des produits du

gène DMD, il est nécessaire de souligner la difficulté suivante : la plupart des membres de la famille

des dystrophines ont un patron d’expression plus large qu’initialement supposé (Tokarz et al., 1998).

De plus, ces protéines ne diffèrent que par de courtes séquences spécifiques, certaines telle la Dp140

n’en possédant aucune. A ce jour il est donc impossible de disposer d’anticorps spécifiques de chacun

des membres de la famille des dystrophines. La localisation cellulaire des dystrophines au sein d’un

tissu doit donc s’appuyer sur plusieurs techniques complémentaires.

2.4. Les Protéines homologues de la dystrophine ou DRP (Dystrophin Related Protein)

Il existe plusieurs protéines codées à partir de gènes distincts du gène DMD mais présentant des

homologies de séquences plus ou moins grandes avec la dystrophine. Ceci suggère l’existence d'un

gène ancestral commun. L’ensemble de ces protéines a été regroupé dans ce que l’on a dénommé la

superfamille des dystrophines et dont la phylogénie a été retracée (Roberts and Bobrow, 1998; Wang

et al., 1998). Une série de duplications du gène ancestral commun, présent chez les métazoaires, aurait

conduit à l'émergence des dystrobrévines et des dystrophines d’invertébrés ou « Invertebrate

Dystrophine Like Protein » (IDLP), puis de la DRP2 et enfin à la dystrophine et l’utrophine (figure

13).
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2.4.1. L’Utrophine et ses produits courts

L’utrophine ou DRP1 (Dystrophin Related Protein 1) est une protéine de 395 kDa constituée de 3433

acides aminés, elle est issue d’un transcrit long de 13kb localisé localisé sur le chromosome 6 humain

(chromosome 10 chez la souris). La structure primaire prédite possède une forte homologie de

séquence avec celle de la dystrophine à travers toute sa longueur et plus spécifiquement à 80% pour

les régions N- et C-terminale (Khurana et al., 1991 ; Love et al., 1991; Tinsley et al., 1992 ).

Comme la dystrophine, l’utrophine est capable de lier des membres du complexe de glycoprotéines

associées à la dystrophine tels que les dystroglycanes, les sarcoglycanes, les syntrophines et l’α-

dystrobrévine via ses domaines riches en cystéines et C-terminal (Matsumura et al., 1992a ).

L’utrophine est capable d’interagir directement avec la F-actine et indirectement avec les protéines

associées aux synapses comme la rapsyne et l’agrine, par l’intermédiaire du complexe dystroglycane

(Campanelli et al., 1994; Gee et al., 1994; Sealock and Froehner, 1994; Sugiyama et al., 1994; Winder

and Kendrick-Jones, 1995; Bartoli et al., 2001).

On retrouve également l’utrophine localisée au niveau des sites spécialisés dans les contacts cellule-

cellule ou cellule-matrice extra-cellulaire. Au cours du développement, l’utrophine est localisée dans

le sarcolemme puis son expression se restreint aux jonctions neuromusculaires et myotendineuses chez

l’adulte (Khurana et al., 1991; Ohlendieck et al., 1991).

Tout comme pour la dystrophine, les messagers issus du gène UTRN sont transcrits à partir de

plusieurs promoteurs (Dennis et al., 1996; Burton et al., 1999). Un ensemble de produits courts C-

terminaux ainsi que différents schémas d’épissages ont été décrits (Blake et al., 1995b; Lumeng et al.,

1999b; Wilson et al., 1999).

L’utrophine est présente dans de nombreux tissus (Love et al., 1989; Love et al., 1993). Elle est

largement exprimée non seulement dans les muscles squelettiques, cardiaques (Pons et al., 1994) et

lisses (Nguyen et al., 1991) mais aussi par exemple dans les cellules endothéliales vasculaire

(Matsumura et al., 1993) et cellules gliales de la rétine (Claudepierre et al., 1999), les cellules de
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Schwann des nerfs périphériques (Matsumura et al., 1993) et certains types cellulaire du rein (Loh et

al., 2000; Raats et al., 2000).

Dans le muscle squelettique la majorité des protéines et messagers utrophine est trouvée associée avec

les structures nerveuses et vasculaires (Khurana et al., 1991 ; Vater et al., 1998). Dans les fibres

musculaires elles-mêmes, l’utrophine est distribuée différemment de la dystrophine, c'est-à-dire au

niveau des jonctions neuromusculaires et myotendineuses (Nguyen et al., 1991; Ohlendieck et al.,

1991).

A la jonction neuromusculaire, l’utrophine est trouvée dans les crêtes des replis jonctionnels, alors que

la dystrophine se trouve principalement dans les creux (Bewick et al., 1992). De plus les récepteurs de

l’acétylcholine sont concentrés dans les crêtes (Flucher and Daniels, 1989). Cette colocalisation des

agrégats de récepteurs Ach et de l’utrophine est aussi trouvée durant le développement musculaire et

les cultures de cellules musculaires (Phillips et al., 1993; Campanelli et al., 1994; Bewick et al., 1996)

suggérant ainsi un rôle de cette protéine dans l’agrégation des récepteurs de l’acétylcholine et/ou leur

maintien durant la différenciation de la jonction neuromusculaire.

Des souris déficientes pour l’utrophine présentent des anomalies limitées à la jonction

neuromusculaire, mais pas de nécrose des fibres musculaires (Deconinck et al., 1997a; Grady et al.,

1997). Les jonctions neuromusculaires sont normales à la naissance mais développent peu de

plissements, peut être est-ce une conséquence du nombre réduits de récepteurs de l’acétylcholine. La

fonction de la jonction neuromusculaire cependant ne semble pas être troublée, peut être est-ce dû au

fait de la redondance de l’utrophine et de la dystrophine. Ces études montrent que l’utrophine est

effectivement impliquée mais n’est pas essentielle à la localisation des récepteurs de l’acétylcholine ou

au développement fonctionnel de la jonction neuromusculaire.

Comme pour le gène DMD il existe des produits courts du gène UTRN. Le premier produit court du

gène UTRN issu d’un transcrit de 5.5 kb a été caractérisé par Blake et coll. (1995b). Il code une

protéine de 113 kDa appelée G-utrophine ou Up113 qui contient les deux dernières séquences répétées

du domaine central et la région C-terminale de l’utrophine. La G-utrophine est l’homologue autosomal
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de la Dp116. Cette protéine s’exprime abondamment dans le cerveau adulte et dans les ganglions

sensoriels au cours du développement (Blake et al., 1995b).

Deux autres produits courts ont été identifiés par Wilson et coll. (1999) et nommés Up140 et Up71 par

analogie avec la Dp140 et la Dp71. Leur transcrits sont issus de promoteurs situés respectivement au

niveau de l’exon 44 et 62 de l’utrophine. L’Up140 est issue d’un messager de 6.75 kb et la protéine

d’environ 155 kDa correspond aux six dernières répétitions du domaine central, la partie riche en

cystéines et le domaine C-terminal de l’utrophine. L’Up71 provient d’un messager de 4 kb et sa

séquence protéique comprend la région riche en cystéines et la partie C-terminale de l’utrophine. Tout

comme l’utrophine leur patron d’expression est très large et ces protéines s’expriment notamment dans

le muscle squelettique. De plus, de la même manière que la Dp71 et la Dp140, les transcrits Up71 et

Up140 peuvent subir des épissages alternatifs de l’exon 71.

2.4.2. Phénomènes compensatoires

La similarité de structure et de ligands potentiels entre la dystrophine et l’utrophine suggère que

celles-ci peuvent avoir des fonctions redondantes. Cette idée est appuyée par de nombreuses études

fonctionnelles utilisant des transgènes de l’utrophine. En 1993, Tinsley et coll. (1993) ont montré pour

la première fois qu’une augmentation de taux de l’utrophine chez les souris mdx (déficiente pour la

Dp427) restaurait les protéines du complexe associé à la dystrophine. Des études histologiques et de

fonctions du muscle montrent que la pathologie serait fortement réduite (Deconinck et al., 1997b;

Goudemant et al., 1998; Tinsley et al., 1998). Ces études concernent la forme longue du gène DRP ou

l’utrophine. Etant donné les homologies existant entre les produits des gènes DMD et UTRN, il serait

intéressant d’étudier le rôle que pourraient avoir les formes courtes du gène UTRN en l’absence des

produits du gène DMD. De plus nous avons observé dans la rétine une augmentation du niveau

d’expression de l’utrophine chez la souris invalidée pour la Dp71 (Dalloz, Sarig et Fort, 2003).
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2.4.3. La DRP2

La DRP2 est un autre membre de la famille des « dystrophin-related protein » qui n’est pas exprimée

dans les muscles squelettiques et cardiaques (Roberts et al., 1996). Cette protéine est issue d’un gène

localisé en Xp22 et présente une taille et une composition similaire à la dystrophine Dp116 (Byers et

al., 1993). Elle est exprimée dans le cerveau où elle est associée avec les densités post-synaptiques et

les neurones cholinergiques (Roberts and Sheng, 2000) mais aussi au niveau de la rétine, des reins, des

dents, de l’œsophage ou encore des ovaires (Dixon et al., 1997).

Sa séquence protéique comporte un domaine N-terminal riche en prolines, deux répétitions du

domaine central de la dystrophine, et des sites de liaison aux β-dystroglycane, syntrophine et

dystrobrévine. Il est donc envisageable que la DRP2 ait des fonctions similaires à celles de la

dystrophine. De plus, Roberts et Sheng (2000) ont montré que la DRP2 est associée avec les

membranes fortement enrichies en fractions PSD (post-synaptic densities) dans le cerveau.

La DRP2 s’accroche directement à la L-periaxine une protéine contenant un domaine PDZ et exprimée

dans les nerfs périphériques (Gillespie et al., 1994). La perte de la L-periaxine chez des souris

déficientes entraîne une réduction sélective de la DRP2 et une rupture du complexe DRP2-

dystroglycane, ces souris présentent de sévères neuropathies démyélinisantes (Gillespie et al., 2000;

Sherman et al., 2001).

2.4.4. Les dystrobrévines

Les dystrobrévines forment une sous-famille qui partagent des homologies de séquence variables avec

les autres membres de la superfamille des dystrophines (figure 13).

La dystrobrévine a été initialement identifiée comme étant une protéine de 87 kDa associée au

récepteur de l’acétylcholine dans l’organe électrique du poisson Torpedo (Carr et al., 1989). Ces

études ont montré que cette protéine est copurifiée avec le récepteur de l’acétylcholine et était enrichie

à la jonction neuromusculaire mais aussi trouvée dans le sarcolemme (Wagner et al., 1993). Le
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clonage de l’orthologue Torpedo de la dystrobrévine a montré que la dystrobrévine présente des

homologies de séquences avec le domaine C-terminal de la dystrophine (Wagner et al., 1993). Cette

famille de protéine est encodée par deux gènes différents.

Le gène de l’α-dystrobrévine est localisé sur le chromosome 18 chez l’homme et la souris (Blake et

al., 1996; Sadoulet-Puccio et al., 1996). La complexité des isoformes de l’α-dystrobrévine est reflétée

par l’existence de trois promoteurs (Holzfeind et al., 1999). De plus, contrairement au poisson torpille

où seul un messager de 4.6 kb est détecté, le clonage de la dystrobrévine a révélé de multiples

transcrits chez l’homme et la souris résultant au total en six isoformes nommées α-dystrobrévine1, 2a,

2b, 3, 4 et 5 issues d’épissages alternatifs tissus-sélectifs (Blake et al., 1996; Ambrose et al., 1997).

Ces messagers sont exprimés dans le muscle squelettique, le cœur, le cerveau et le foie chez la souris

ainsi que chez l’homme (Enigk and Maimone, 1999).

L’α-dystrobrévine possède des domaines riches en cystéine (poignées EF) contenant deux motifs

capables de lier le calcium, un domaine en doigt de zinc (ZZ) pouvant lier la calmoduline, un domaine

de liaison aux syntrophines suivi d’un domaine contenant deux hélices α (H1 et H2). La partie C-

terminale de l’α-dystrobrévine est spécifique et baptisée DUR (Dystrobrevin Unique Region), et

contient quatre sites de phosphorylation. (Wagner et al., 1993; Balasubramanian et al., 1998).

Les isoformes, α-dystrobrévine 1 et 2 ont été trouvées concentrées à la jonction neuromusculaire

(Nawrotzki et al., 1998; Peters et al., 1998; Newey et al., 2001). L’α-dystrobrévine 1 peut interagir

avec la dystrophine via leurs hélices H1 respectives (Sadoulet-Puccio et al., 1997) de même qu’avec

l’utrophine in vivo (Nawrotzki et al., 1998). En revanche, si l’ α-dystrobrévine 2a possède les mêmes

domaines que l’ α-dystrobrévine 1, cette protéine interagit avec la dystrophine mais pas avec

l’utrophine (Balasubramanian et al., 1998; Nawrotzki et al., 1998; Peters et al., 1998; Newey et al.,

2001). L’α-dystrobrévine 3 est clairement un composant des muscles squelettique et cardiaque mais sa

localisation n’est pas définie.
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Des expériences plus récentes suggèrent l’existence d’interactions entre l’α-dystrobrévine et le β-

dystroglycane de même qu’avec le complexe sarcoglycane (via la région N-terminale des

dystrobrévines) (Chung and Campanelli, 1999; Yoshida et al., 2000).

L’analyse des souris déficientes pour l’α-dystrobrévine a permis de mettre en évidence un rôle

fonctionnel de cette protéine au cours de la synaptogénèse de la fibre musculaire squelettique. L’α-

dystrobrévine 1 interviendrait dans la pathogénèse des dystrophies musculaires probablement dû à son

rôle dans la stabilisation des agrégats des récepteurs de l’Ach à la jonction neuromusculaire (Grady et

al., 1999; Grady et al., 2000). De plus, ces travaux montrent qu’en absence de l’α-dystrobrévine,

l’expression des syntrophines et de la nNOS (neuronal nitric oxyde synthase) diminue suggérant un

rôle de l’α-dystrobrévine dans l’ancrage de ces deux protéines à la face cytoplasmique de la

membrane post-synaptique. Toutes ces études suggèrent que l’α-dystrobrévine peut être impliquée

dans des fonctions de signalisation et de maturation de l’appareil post-synaptique.

La β-dystrobrévine qui est encodée par un gène localisé chez l’ homme sur le chromosome 2 (souris

12) présente de nombreux épissages alternatifs en C-terminal (Peters et al., 1997b ). D’une masse

apparente de 69 kDa, la séquence protéique de la β-dystrobrévine comprend une séquence EF, un

domaine d’interaction protéine-protéine ZZ avant la région C-terminale qui apparaît tronquée par

rapport à l’α-dystrobrévine (90 acides aminés au lieu de 180 chez α-dystrobrévine 1 par exemple)

(Peters et al., 1997b). La β-dystrobrévine est essentiellement détectée dans le cerveau ainsi que dans

les poumons, le foie et les reins mais absente des tissus musculaires contrairement à l’α-dystrobrévine.

La β-dystrobrévine est capable de s’associer directement avec la dystrophine et des produits courts du

gène DMD comme la Dp140 et la Dp71, ainsi qu’avec les syntrophines (Ahn et al., 1996 ; Sadoulet-

Puccio et al., 1997). De récents travaux de Loh et coll. (2001) ont mis en évidence un rôle de la β-

dystrobrévine dans l’ancrage de protéines à la membrane basale des reins et du foie. En effet, chez les

souris invalidées pour la β-dystrobrévine, ces auteurs observent une diminution de l’expression de la

Dp71 et des syntrophines dans ces tissus. La β-dystrobrévine pourrait donc jouer un rôle dans la
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localisation de molécules de signalisation mais sans pour autant intervenir dans la fonction ou la

morphologie de ces tissus.

2.5. Expression des produits de la superfamille des dystrophines et des protéines

associées dans des espèces inférieures

Chez les mammifères, les études sur la fonction des dystrophines et protéines associées sont difficile à

mener du fait des nombreuses isoformes et des duplications de gènes au cours de l’évolution. La

dystrophine est très proche de l’utrophine et DRP2 (Love et al., 1989; Tinsley et al., 1992), dont les

rôles recouvrent partiellement celui de la dystrophine (Tinsley et al., 1996). Des comparaisons de

séquences réalisées chez de nombreuses espèces vertébrées et invertébrées suggèrent que les gènes de

la dystrophine et de l’utrophine ont été séparés par duplication durant l’évolution précoce des

vertébrés (Roberts and Bobrow, 1998; Wang et al., 1998).

Roberts et Bobrow (1998), par la technique de PRC en utilisant des oligonucléotides redondants, ont

cloné des fragments de la région 3’ terminale des messagers des protéines DRP de nombreux

organismes. Ces observations suggèrent ainsi l’existence largement répandue de ces protéines chez les

invertébrés. Chez Caenorhabditis elegans, le gène dys-1 a été caractérisé (Bessou et al., 1998) de

même que le gène dyb-1 codant pour la dystrobrévine (Gieseler et al., 1999b; Gieseler et al., 1999a;

Gieseler et al., 2001). Les protéines contiennent les mêmes caractéristiques structurales que leurs

homologues mammifères, suggérant que leurs fonctions physiologiques et leurs partenaires sont

conservés à travers l’évolution. Le génome de C. elegans contient plusieurs gènes codant pour des

protéines du complexe associé à la dystrophine : un gène dystroglycane, un gène δ/γ-sarcoglycane, un

gène α/β-syntrophine (Grisoni et al., 2002). Des protéines ressemblent faiblement à l’α et au β-

sarcoglycanes, et aucun gène sarcospane n’a été trouvé. Trois des protéines du complexe associé à la

dystrophine sont hautement conservées : la syntrophine, la dystrobrévine, et les δ/γ -sarcoglycanes.

De plus, l’inactivation partielle de ces gènes conduit à des phénotypes similaires aux mutations
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dystrophine chez l’animal (Grisoni et al., 2002). Ces données confirment la validité de C. elegans

comme modèle animal pour étudier la fonction des dystrophines et les mécanismes conduisant à la

dégénérescence musculaire.

Les complexes glycoprotéiques chez C. elegans et la drosophile sont probablement de nature similaire,

depuis qu’une composition similaire a été rapporté chez la drosophile (Greener and Roberts, 2000).

Le gène dmDLP (drosophila melanogaster Dystrophin Like Protein) chez la Drosophile tout comme le

gène DMD chez l’homme présente une structure complexe. Il code au moins trois isoformes de la

protéine de grande taille dystrophine-like (dmDLP1, dmDLP2, et dmDLP3), et au moins un produit

plus petit (dmDp186), régulé par un promoteur interne (Neuman et al., 2001).

Dans l’oursin, Wang et coll., (1998) ont cloné un messager codant une protéine de 98kDa (suDp98)

présentant un haut degré d’identité de séquence en acides aminés avec la région C-terminale de la

dystrophine et de l’utrophine. Cette protéine serait un homologue de la Dp116 humaine. De plus, le

gène coderait pour une plus grande protéine, dystrophine-like suDLP. Cette protéine de 448kDa

contient les quatre domaines de la dystrophine : le domaine d’accrochage à l’actine, 25 répétitions

spectrine-like, une région riche en cystéine et un domaine C-terminal (Neuman et al., 2001).

Chez le poisson zèbre, nous avons pu mettre en évidence l’expression de la Dp427 et de la Dp71

(Bolanos-Jimenez et al., 2001).



Figure 14: Représentation schématique de la synthèse des protéines du complexe
dystroglycane. D’après Winder et coll., 2001. (A) Propeptide. (B) après clivage. (C)
Maturation posttranslationnelle

α-dystroglycane                 β-dystroglycane

Propeptide α/β-dystroglycane

A

B

C

α-dystroglycane                 β-dystroglycane
extra-cellulaire                  trans-membranaire
(100-200 kDa)                            (56 kDa)
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3. Les protéines associées aux dystrophines

Les protéines associées à la dystrophine (DAPs : Dystrophin Associated Proteins) interagissent entre

elles afin de constituer un complexe protéique dit d’échafaudage. Ce complexe traverse la membrane

et lie le cytosquelette d’actine à la lame basale du muscle. Yoshida et coll. (1994) ont montré que le

complexe de protéines associées à la dystrophine pouvait être dissocié en trois complexes distincts

basés sur leur localisation à l’intérieur de la cellule et leur association physique entre eux : le complexe

dystroglycane, le complexe sarcoglycane-sarcospane et le complexe cytoplasmique composé des

dystrobrévines et syntrophines (Campbell and Kahl, 1989; Ervasti et al., 1990; Yoshida and Ozawa,

1990 ; Blake and Kroger, 2000).

3.1. Le complexe dystroglycane

Le dystroglycane est le premier composant du complexe protéique à avoir été cloné (Ibraghimov-

Beskrovnaya et al., 1992). Les deux sous-unités du dystroglycane, l’ α-dystroglycane et le β-

dystroglycane respectivement 156 et 43 kDa sont générés par clivage post-translationnel de la

proprotéine de 97 kDa, qui est codée par un seul gène (Ibraghimov-Beskrovnaya et al., 1993) (figure

14). L’α-dystroglycane est largement exprimé et considéré fortement glycosylé, mais son schéma de

glycosylation varie d’une manière spécifique du tissu et suivant le développement (Henry and

Campbell, 1999; Leschziner et al., 2000). Ces glycosylations semblent être essentielles au

positionnement de ces protéines à travers la membrane plasmique et au niveau de la matrice extra-

cellulaire, à leur fonction ainsi qu’à leur capacité de lier d’autres protéines. Les dystroglycanes sont

également soumis à d’autres modulations telles que des phosphorylations (James et al., 2000).

Les dystroglycanes sont associés à la membrane cellulaire de la manière suivante : l’α-dystroglycane,

protéine extra-cellulaire se lie de manière non covalente à la portion extra-cellulaire du β-

dystroglycane, protéine transmembranaire (Ervasti and Campbell, 1991) afin de former un complexe
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unique dans de nombreux tissus (Ibraghimov-Beskrovnaya et al., 1993; Campanelli et al., 1994 ;

Yoshida et al., 1994).

Les dystroglycanes sont exprimés dans de nombreux tissus adultes comme les muscles squelettiques et

cardiaques, le foie, les poumons, les systèmes nerveux périphérique et central (Yamada et al., 1994;

Durbeej et al., 1995; Tian et al., 1996).

Il a été mis en évidence le rôle essentiel des dystroglycanes dans l’embryogenèse, en particulier lors de

la mise en place de la membrane de Reichert (Williamson et al., 1997). De même, les dystroglycanes

semblent être important lors de la morphogénèse épithéliale dans le rein (Durbeej et al., 1995), dans

les processus d’adhésion cellulaire (Matsumura et al., 1997b) et de myélinisation (Matsumura et al.,

1997a), ainsi que dans la synaptogénèse (Meier et al., 1997; Jacobson et al., 1998).

Les interactions moléculaires des dystroglycanes sont nombreuses et variées. L’α-dystroglycane

interagit de manière dépendante du Ca2+ aux domaines laminine G des lamines (chaînes α1 et α2)

(Ibraghimov-Beskrovnaya et al., 1992; Sunada et al., 1994) et perlécane (Talts et al., 1999) avec des

affinités différentes. L’α-dystroglycane est un récepteur fonctionnel de l’agrine une glycoprotéine

sécrétée dans la lame basale de la jonction neuromusculaire (Campanelli et al., 1994; Gee et al., 1994).

Cepentant la délétion du site de fixation de l’α-dystroglycane sur l’agrine n’a pas d’effets sur

l’agrégation des récepteurs Ach induite par l’agrine.

Des travaux de Campanelli et coll. (1994) ont montré que les composants du complexe DPC, incluant

l’utrophine et α-sarcoglycane sont recrutés pour l’agrégation des récepteurs après l’induction de

l’agrine. Ces observations suggèrent qu’au moment de la synaptogénèse le complexe stabiliserait les

agrégats de récepteurs de l’Ach plutôt que de promouvoir l’agrégation de ces récepteurs (Jacobson et

al., 2001).

Du côté intra-cellulaire, la liaison avec des éléments cytoplasmiques s’effectue par l’intermédiaire de

l’extrémité C-terminale du β-dystroglycane. Les 15 derniers acides aminés du β-dystroglycane

semblent se fixer à la région riche en cystéine de la dystrophine. Huang et coll. (2000) ont déterminé la
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structure cristal du β-dystroglycane se fixant à la dystrophine et ont montré que le dystroglycane forme

des contacts avec à la fois le domaine WW et le domaine des poignées EF de la dystrophine d’où

l’importance fonctionnelle de ces domaines dans la familles des dystrophines. Hormis avec la Dp427,

le β-dystroglycane est également capable d’interagir avec plusieurs dystrophines telles que la Dp260

(Jung et al., 1995), la Dp116 dans les cellules de Schwann du système nerveux périphérique (Saito et

al., 1999), la Dp71 dans la rétine (Claudepierre et al., 2000a) ou le cerveau (Greenberg et al., 1996) et

avec l’utrophine (Imamura et al., 2000). En dehors des dystrophines (Chan et al., 1998) ont montré

que le β-dystroglycane est associé directement au δ-sarcoglycane.

Le C-terminal du β-dystroglycane fixe aussi une protéine adaptatrice Grb2 (Yang et al., 1995b). Cette

interaction est médiée par le domaine SH3 de Grb2 qui fixe la séquence riche en proline de la queue

cytoplasmique du β-dystroglycane. Cette interaction favorise l’hypothèse d’une participation du β-

dystroglycane à la transduction d’un signal extra-cellulaire vers le cytosquelette du muscle. Des études

in vitro montrent que la dystrophine inhibe les interactions entre Grb2 et β-dystroglycane. De plus,

Grb2 régulerait les interactions dynamiques entre le β-dystroglycane et le complexe de protéines

associées à la dystrophine (Russo et al., 2000).

Récemment Sotgia et coll., (2000) ont décrit l’interaction de la cavéoline 3 avec le β-dystroglycane .

Les cavéolines sont une famille de protéines transmembranaires qui forment des microdomaines dans

la membrane plasmique et sont capables de recruter différentes molécules de signalisation. La

cavéoline 3 et la dystrophine apparaissent être en compétition pour le même site d’accrochage du C-

terminal du β-dystroglycane qui inclus le tétra-peptide PPPY. La surexpression de la cavéoline 3 dans

le muscle cause aussi des dystrophies musculaires associées à une réduction du niveau d’expression de

la dystrophine et du β-dystroglycane (Galbiati et al., 2000). En plus de la cavéoline 3 et de Grb2, la

rapsyne (Cartaud et al., 1998), protéine essentielle à la formation de la jonction neuromusculaire fixe

aussi le β-dystroglycane. Cette interaction a des implications importantes pour le rôle à la fois de l’α-

et du β-dystroglycane dans la formation de la jonction neuromusculaire.



Figure 15: Représentation des complexes sarcoglycane à la membrane de la fibre musculaire.
(A) Complexe sarcoglycane dans le muscle squelettique et cardiaque.
(B) Complexe sarcoglycane dans le muscle lisse.

A B
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Pathologies liées aux dystroglycanes

Le complexe dystroglycane est la première structure capable d’attacher le cytosquelette à la matrice

extracellulaire du muscle squelettique, et des ruptures de ce lien sont connues pour causer de

nombreuses dystrophies musculaires (Campbell, 1995). Une modification post-translationnelle altérée

de l’α-dystroglycane causerait des dystrophies musculaires, bien que le mécanisme ne soit toujours

pas élucidé. En effet, Kano et coll. (2002) observent une perte de l’expression de l’ α-dystroglycane

chez les patients MEB (Muscle-eye-brain disease) alors que le niveau d’expression du β-dystroglycane

reste normal. La MEB est un trouble récessif autosomal caractérisé par une dystrophie musculaire, des

anomalies oculaires et une malformation cérébrale. Cependant, la MEB serait due à un défaut d’une

enzyme de glycosylation plutôt qu’au complexe lui-même suggérant que la glycosylation anormale de

l’ α-dystroglycane serait à la base d’un nouveau mécanisme pathogène pour quelques dystrophies

musculaires.

3.2. Le complexe sarcoglycane

Les sarcoglycanes, six protéines transmembranaires, chacune issue d’un gène différent, sont toutes

présentes au niveau du muscle strié squelettique et cardiaque. Cependant, si l’expression de l’α-

sarcoglycane serait uniquement restreinte à ces tissus (Yamamoto et al., 1994) il semblerait que les

autres sarcoglycanes aient une expression plus large, incluant notamment le SNC (Jung et al., 1996b;

Nigro et al., 1996) dont la rétine (Claudepierre et al., 1999). L’ε-sarcoglycane quant à lui possède une

expression très ubiquitaire qui comprend également le SNC (Ettinger et al., 1997) (figure 15).

3.2.1. L’α-sarcoglycane

L’α-sarcoglycane, est issu d’un transcrit de 1,5 kb, codé par un gène situé en 17q21. Cette protéine

d’une masse moléculaire apparente de 50 kDa est également appelée adhaline ou 50 DAG. (Roberds et
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al., 1993a; McNally et al., 1994). La séquence protéique comprend une séquence signale N-terminale,

un domaine transmembranaire et une extrémité C-terminale cytoplasmique. Deux sites de

glycosylation ont été identifiés. De plus, à la suite d’un épissage alternatif une protéine de 35 kDa

ayant perdu sa région transmembranaire ainsi qu’une partie de sa région extracellulaire est produite

(McNally et al., 1994).

3.2.2. Le β-sarcoglycane

Le β-sarcoglycane est une protéine transmembranaire de 43kDa qui provient d’un transcrit de 4,5 kb,

dont le gène est localisé en 4q12 (Lim et al., 1995). La séquence est constituée d’une région N-

terminale cytoplasmique largement hydrophobe, un seul site transmembranaire. Trois sites de

glycosylation ont été répertoriés pour cette protéine.

3.2.3. Le γ-sarcoglycane

Le γ-sarcoglycane ou 35 DAG est issu d’un transcrit de 1,7 kb, codé par un gène en 13q12 (Noguchi et

al., 1995). Ce sarcoglycane d’une masse moléculaire apparente de 35 kDa possède 69% d’homologie

de séquence protéique avec le β-sarcoglycane. La position des résidus cystéine est fortement

conservée entre ces deux protéines (McNally et al., 1996a).

3.2.4. Le δ-sarcoglycane

Le δ-sarcoglycane, ayant également une masse moléculaire apparente de 35 kDa provient d’un

transcrit de 8 kb dont le gène a été localisé en 5q33. Sa séquence protéique présente 67% d’acides

aminés similaires à celle du γ-sarcoglycane (Noguchi et al., 1995; Jung et al., 1996b). Certains auteurs

ont suggéré que les gènes des δ- et γ-sarcoglycanes seraient issus d’un phénomène de duplication étant
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donné qu’ils comportent le même nombre d’exons et du fait de l’homologie des protéines (Nigro et al.,

1996).

3.2.5. L’ε-sarcoglycane

L’ε-sarcoglycane est une glycoprotéine transmembranaire de 45 kDa issue d’un transcrit de 1.8kb dont

le gène se situe sur le chromosome 7 (position 7q21) (Ettinger et al., 1997). L’ε-sarcoglycane partage

une forte homologie de séquence aux niveaux génomique et protéique (62%) avec l’α-sarcoglycane.

La protéine comporte une séquence N-terminale, un domaine transmembranaire et une région C-

terminale cytoplasmique, cette dernière étant susceptible de varier en raison d’un épissage alternatif

(McNally et al., 1998). L’ε-sarcoglycane participerait à un nouveau type de complexe sarcoglycane, en

remplaçant l’α-sarcoglycane dans le complexe sarcoglycane-sarcospane dans le muscle lisse (Straub et

al., 1999).

3.2.6. Le ζ-sarcoglycane

Le ζ-sarcoglycane est le dernier élément de la famille à avoir été identifié (Wheeler et al., 2002). Il

présente une masse moléculaire apparente d’environ 40 kDa et est  issu d’un gène localisé sur le

chromosome 8 (position 8p22) chez l’homme. Ce sarcoglycane présente 57% et 55.7% d’acides

aminés similaires avec le δ-sarcoglycane et le γ-sarcoglycane respectivement.

3.2.7. Interactions et fonctions des sarcoglycanes

L’α-sarcoglycane est une protéine transmembranaire de type I (N-terminal du côté extracellulaire)

tandis que les β-, δ- et γ-sarcoglycanes sont de type II (N-terminal du côté intracellulaire). La

distribution de l’α-sarcoglycane semble être restreinte aux muscles squelettique et cardiaque, alors que

β- et δ-sarcoglycane sont aussi exprimés par le muscle lisse (Roberds et al., 1993b; Jung et al., 1996a;
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Straub et al., 1999; Barresi et al., 2000). L’association étroite des sarcoglycanes transmembranaires

(Koenig et al., 1989) suggère qu’ils fonctionneraient comme une unité unique dans le muscle (Yoshida

et al., 1994). L’α-sarcoglycane lie ainsi la séquence riche en cystéines de la dystrophine et l’α-

syntrophine (Madhavan and Jarrett, 1995). Des associations γ-sarcoglycane-dystrophine, ζ-

sarcoglycane-dystrophine ainsi que sarcoglycane-intégrines ont également été suggérées (Vainzof et

al., 1996). De plus, les α-, β- et δ-sarcoglycanes semblent étroitement liés entre eux (Vainzof et al.,

1996). Alors que des études in vitro utilisant des myotubes suggèrent que β-, γ- et δ-sarcoglycanes

seraient étroitement liés avec un autre que l’α-sarcoglycane et que δ-sarcoglycane interagirait

fortement avec le dystroglycane (Chan et al., 1998).

Ainsi, l’interaction entre les sarcoglycanes, le β-dystroglycane et des éléments de la MEC a permis à

Matsumura et coll. (1999) de suggérer que le complexe sarcoglycane est un élément stabilisateur du

complexe associé à la dystrophine.

Certains sarcoglycanes possèdent un domaine EGF à leur extrémité carboxy-terminale pouvant se lier

à d’éventuels ligands (McNally et al., 1996b). Des études montrent également que les sarcoglycanes

peuvent être impliqués dans la régulation et la signalisation des intégrines au niveau du muscle strié

(Yoshida et al., 1998). De plus, un domaine ATPase a été identifié chez l’α-sarcoglycane (Betto et al.,

1999) suggérant que cette protéine pourrait intervenir dans la concentration d’ATP extra-cellulaire.

La séquence des sarcoglycanes fournit peu d’informations sur leur rôle fonctionnel dans le muscle. Les

γ- et δ-sarcoglycanes sont des paralogues, on peut donc supposer que chaque protéine pourrait avoir

une fonction similaire. Plusieurs études sur la fonction des sarcoglycanes suggèrent qu’ils joueraient

un rôle dans la transduction d’un signal intracellulaire. Des études de doubles hybrides ont identifié la

filamine-2 comme étant une protéine interagissant avec le γ- et le δ-sarcoglycane (Thompson et al.,

2000). Les membres de la famille des filamines sont impliqués dans la réorganisation de l’actine et des

cascades de transduction du signal associés à la migration cellulaire, l’adhésion, la différenciation et la

survie (Liu et al., 2000; Walsh and Goffinet, 2000). L’identification de la filamine comme une
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protéine interagissant avec les sarcoglycanes est en faveur du concept que le complexe glycoprotéique

ne fonctionne pas seulement comme un support structural mais plutôt que ce complexe a un rôle de

signal dans le maintien de l’intégrité du muscle squelettique.

3.2.8. Pathologies liées aux sarcoglycanes

Le déficit d’une des quatre sous-unités sarcoglycanes (α, β, δ et γ) conduit à une importante réduction

ou à l’absence de la totalité du complexe sarcoglycane à la membrane des cellules du muscle strié

(Duclos et al., 1998; Hack et al., 1998; Araishi et al., 1999; Coral-Vazquez et al., 1999; Liu and

Engvall, 1999; Imamura et al., 2000).

Des premières observations ont montré que l’α- et le γ-sarcoglycane étaient spécifiquement absents

chez des enfants atteints de dystrophie musculaire autosomale récessive (Matsumura et al., 1992b;

Passos-Bueno et al., 1993; Mizuno et al., 1994). Il est maintenant clairement établi que des mutations

touchant chacun des gènes codant les sarcoglycanes (hormis l’ε-sarcoglycane) sont à l’origine des

dystrophies musculaires des ceintures de type 2 (ou LMGD type 2 pour « limb-girdle muscular

dystrophy type 2 »), chaque maladie (LMGD type 2C à 2F) correspond à une mutation sur un gène

codant un sarcoglycane en particulier.

Les études portant sur des modèles animaux de dystrophies et de sarcoglycanopathies ont permis

d’émettre des hypothèses fonctionnelles quant aux rôles des sarcoglycanes. La perte de la dystrophine

dans la fibre musculaire squelettique entraîne une sévère réduction du complexe sarcoglycane chez les

patients DMD et les souris mdx.

3.3. Le sarcospane

Cette petite protéine de 25 kDa est distincte des dystroglycanes et sarcoglycanes. Contrairement à ces

derniers, le sarcospane est constitué d’extrémités N- et C-terminales intracellulaires et comprend
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quatre domaines transmembranaires, rendant le sarcospane structurellement analogue aux protéines de

la famille tétraspanes (Crosbie et al., 1997). Cette protéine est issue d’un transcrit de 6,5 kb, spécifique

des muscles striés squelettiques et cardiaques dont le gène est localisé sur le chromosome 12 (position

12p11.2). Un deuxième transcrit de 4.5 kb s’exprime notamment au niveau des muscles striés, du

thymus et des intestins, mais pas au niveau du cerveau (Crosbie et al., 1997).

De plus, le sarcospane précipite avec le complexe de glycoprotéines associées à la dystrophine et son

expression semble dépendante de celle du complexe sarcoglycane (Crosbie et al., 1999). Cependant, sa

fonction précise reste encore à établir.

3.4. Le complexe syntrophine

La syntrophine a été observée pour la première fois au niveau des membranes postsynaptiques des

organes électriques du poisson torpille Torpedo (Froehner, 1984; Froehner et al., 1987). Des

expériences d’électrophorèse sur gel bi-dimensionnel ont ensuite montré qu’il s’agissait d’un triplet de

protéines pouvant être séparées en fonction de leur point isoélectrique en trois isoformes : l’α1-

syntrophine légèrement acide, et les β1- et β2-syntrophines, basiques (Adams et al., 1993; Ahn et al.,

1996). Ces trois protéines issues de gènes différents mais ayant une séquence protéique comparable,

possèdent une masse moléculaire apparente de 59 kDa et partagent 50% d’identité de séquence. Elles

possèdent deux domaines plectine (PH1 et PH2) caractéristiques des protéines de signalisation, un

domaine PDZ retrouvé dans les protéines PSD (Post Synaptic Density protein) servant aux interactions

protéine-protéine (Morais Cabral et al., 1996) et enfin un domaine C-terminal de 56 amino acides

hautement conservé, spécifique aux syntrophines et nommé domaine SU (Peters et al., 1997a). Des

possibilités de phosphorylation par la CaM kinase II ont été mises en évidences in vitro et in vivo

(Hasegawa et al., 1999; Madhavan and Jarrett, 1999). Actuellement, la famille des syntrophines est

composée de 5 membres, α-syntrophine, β1- et β2-syntrophine et γ1- et γ2-syntrophine (Adams et al.,
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1993; Ahn et al., 1994; Ahn et al., 1996; Piluso et al., 2000). Les syntrophines sont distribuées de

façon différentielle dans le muscle et interagissent directement avec la dystrophine et la dystrobrévine.

3.4.1. L’α1-syntrophine

L’α1-syntrophine est le produit d’un transcrit de 2,1 kb issu d’un gène localisé en 20q11 (Adams et

al., 1993). L’α-syntrophine est présente dans le sarcolemme des fibres des muscles squelettique et strié

mais aussi dans le muscle cardiaque et le rein.

3.4.2. La β1-syntrophine

La β1-syntrophine est exprimée de façon ubiquitaire (cerveau, muscles striés, foie, rein, pancréas ...).

Le gène de la β1-syntrophine est localisé en 8q23 et produit deux messagers de 5.8 ou 1.5 kb. Ce

dernier est exprimé surtout dans le foie, à taux plus modéré dans le muscle squelettique et les reins, et

très faiblement dans le muscle cardiaque (Ahn et al., 1994).

3.4.3. La β2-syntrophine

La β2-syntrophine est le produit d’un gène localisé en 16q23 dont les messsagers (10.5 ou 2 kb) sont

exprimés dans de nombreux tissus (Adams et al., 1993).

Les β1- et β2-syntrophines ont été identifiées dans de nombreux tissus dont le muscle squelettique où

leur localisation semble différer : la β1-syntrophine est concentrée au niveau du sarcolemme avec

l’α1-syntrophine alors que l’expression de la β2-syntrophine semble restreinte à la jonction

neuromusculaire (Adams et al., 1993; Peters et al., 1994; Ahn et al., 1996; Peters et al., 1997a;

Kramarcy and Sealock, 2000). L’α1-syntrophine est également localisée dans le système nerveux

central, dans le cerveau et dans les cellules gliales de Müller de la rétine (Gorecki et al., 1997;

Claudepierre et al., 1999).
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3.4.4. les γ1- et γ2-syntrophines

Plus récemment, les γ1- et γ2-syntrophines ont été mises en évidence. Elles sont issues de gène

différents localisés respectivement sur les chromosomes humains 8 (8q11) et 2 (2p25). L’expression

de la γ1-syntrophine semble restreinte au système nerveux central alors que la γ2-syntrophine est

identifiée dans divers tissus (muscles, foie, rein). Des épissages alternatifs seraient à l’origine de

plusieurs isoformes de ces protéines (Piluso et al., 2000).

3.4.5. Capacité d’interactions des syntrophines

Les syntrophines sont potentiellement impliquées dans de nombreuses fonctions cellulaires et

pourraient être considérées comme des protéines adaptatrices qui lient les protéines associées à la

membrane au complexe glycoprotéique associée à la dystrophine. Récemment il a été montré la

présence de deux sites de fixation pour les syntrophines dans la partie C-terminale de la dystrophine de

même que deux sites sur l’α-dystrobrévine (Newey et al., 2000). Ces sites sont formés par deux

hélices alpha adjacentes.

Plusieurs études ont montré que les syntrophines avaient la capacité d’interagir via leurs domaines

PH2 et SU avec les protéines de la superfamille des dystrophines comme la Dp427, la Dp71,

l’utrophine ou les dystrobrévines (Kramarcy et al., 1994; Ahn and Kunkel, 1995; Dwyer and Froehner,

1995; Suzuki et al., 1995; Yang et al., 1995a; Peters et al., 1997a; Claudepierre et al., 2000a).

Cependant, si toutes les syntrophines ont la potentialité de lier les membres de la superfamille des

dystrophines in vitro (Ahn and Kunkel, 1995; Ahn et al., 1996), leurs localisations respectives in vivo

suggèrent que des interactions préférentielles existent. En effet, dans la fibre musculaire squelettique,

l’α1-syntrophine est localisée au niveau du sarcolemme tout comme la dystrophine alors que la

jonction neuromusculaire est enrichie en β2-syntrophine et utrophine. Des interactions entre

syntrophines et α-sarcoglycane ont également été mises en évidence (Madhavan and Jarrett, 1995).
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Les syntrophines fixent de nombreuses protéines dans le muscle et le cerveau. Plusieurs de ces

interactions utilisent les domaines PDZ des syntrophines et la queue C-terminale de protéines

transmembranaires. Dans le muscle squelettique, l’interaction entre nNOS et l’α-syntrophine est

médiée par un doigt β-hairpin de nNOS s’accrochant au domaine PDZ de l’α-syntrophine (Adams et

al., 1993; Brenman et al., 1996; Hillier et al., 1999; Tochio et al., 1999; Adams et al., 2001). Une

réduction du niveau de nNOS associé à la membrane est observée chez les patients DMD et BMD et la

souris mdx (Chao et al., 1996).

En plus de nNOS, un canal aqueux, l’aquaporine 4 (AQP4) est aussi sous dépendence de l’α-

syntrophine pour sa localisation au niveau du sarcolemme. En effet, l’aquaporine 4 est absente du

sarcolemme quand l’α-syntrophine disparaît due à la perte du complexe associé à la dystrophine chez

la souris mdx (Frigeri et al., 1998; Frigeri et al., 2001; Frigeri et al., 2002) ou à la perte spécifique de

l’α-syntrophine chez la souris invalidée pour le gène (Yokota et al., 2000).

Les protéines du complexe syntrophine sont capables d’interagir avec la calmoduline de manière

dépendante du calcium ou non. Le calcium influence alors la fixation de la calmoduline à l’extrémité

C- ou N-terminale de la syntrophine (Newbell et al., 1997; Iwata et al., 1998). Des interactions avec le

phosphatidylinositol 4.5 biphosphate peuvent s’effectuer au niveau du premier domaine PH de la

syntrophine (Chockalingam et al., 1999).

De plus, la syntrophine lie aussi les canaux sodiques dépendants du voltage (Gee et al., 1998) et la

protéine kinase 3 (Hasegawa et al., 1999).

Oak et coll. (2001) ont mis en évidence une interaction entre l’α1-syntrophine et la protéine Grb2 via

des régions riches en prolines situées dans la partie N-terminale de la syntrophine et des domaines

SH3 (src homology 3) de la protéine adaptatrice.

La β2-syntrophine, quant à elle, est capable de lier différentes sérine/thréonine kinases telles que

SAST ou MAST205 ainsi que le récepteur tyrosine ICA512 (Lumeng et al., 1999a; Ort et al., 2000).

3.4.5. Rôles fonctionnels
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Le rôle fonctionnel des syntrophines reste encore à préciser, d’autant que chez l’homme, aucune

maladie n’a pu être rattachée à des mutations liées aux gènes codant ces protéines. Cependant, les

nombreuses interactions rendues possibles par la présence d’un domaine PDZ suggèrent que les

syntrophines sont des protéines adaptatrices, permettant le recrutement à la membrane de produits

impliqués dans la signalisation cellulaire(Froehner et al., 1997).

Une étude d’Adams et coll. (2000) a ainsi récemment montré que l’α1-syntrophine joue un rôle

important dans la formation des synapses cependant les souris déficientes pour l’α1-syntrophine ne

semblent pas présenter de myopathie, bien que ces animaux aient des jonctions neuromusculaire

anormales avec un niveau d’expression réduit du récepteur de l’acétylcholine (Kameya et al., 1999;

Adams et al., 2000). En outre, ces souris montrent une réduction du niveau d’expression de nNOS au

niveau du sarcolemme et aussi une réduction spécifique de l’immunoréactivité de l’utrophine à la

jonction neuromusculaire (Kameya et al., 1999; Adams et al., 2000). Cette étude montre également

que la sur-expression de la β1-syntrophine ne pallie pas l’absence de l’α1-syntrophine et suggère que

les protéines du complexe syntrophine peuvent jouer des rôles différents dans un même tissu.



Figure 16: Représentation schématique du complexe dystrophine-protéines associées dans le
muscle strié. D’après Chambers et coll., 2003.
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4. Interactions entre membres de la superfamille des dystrophines et

protéines associées dans le muscle suqelettique

L’ensemble des protéines associées interagissent entre elles pour former un complexe

macromoléculaire nécessaire à la fonction des dystrophines (tableau 1).

La description détaillée des membres de la superfamille des dystrophines et des protéines associées

met en évidence la large distribution de ces protéines au travers de nombreux tissus, tant dans le

muscle que dans le système nerveux central. La mise en évidence d'interactions entre protéines de la

superfamille des dystrophines et protéines associées a abouti à l’identification de complexes

macromoléculaires situés dans la fibre musculaire squelettique (figure 16).

A partir d’études en microcopie confocale réalisée chez des patients présentant des déficiences pour

l’un des composants du complexe glycoprotéique, Draviam et coll. (2001) ont pu fournir une

visualisation directe des interactions et interdépendances des protéines du complexe. L’interruption du

gène dystroglycane est léthale chez l’embryon de souris (Williamson et al., 1997; Henry and

Campbell, 1998), il est possible qu’il en soit de même pour l’homme. Le β-dystroglycane apparaît être

un lien critique entre la membrane basale et les sarcoglycanes. En son absence, les sarcoglycanes

restant sont exprimés à un faible niveau et ne sont pas intégrés correctement dans la membrane

plasmique. L’expression et la localisation de la β1-intégrine et du β-dystroglycane semblent être

indépendant de la formation du complexe dystrophine-DAPs puisque leur expression et localisation

plasmique sont relativement bien préservées dans les myopathies étudiées. Ceci suggère que leur

expression se ferait avant celle des autres membres du complexe. L’intégration des δ- et γ-

sarcoglycanes dans la membrane plasmique se fait de manière indépendante de la dystrophine puisque

les auteurs observent une localisation normale de ces derniers en l’absence de la dystrophine.

De nombreuses études portant sur le rôle fonctionnel des dystrophines ont été réalisées dans la fibre

musculaire squelettique étant donné la grande facilité d’étude de ce tissu, associé au fait que le

phénotype le plus marquant observé chez les patients atteints de la Dystrophie Musculaire de



Membres du complexe Superfamille des dystrophines et protéines

associées

β-dystroglycane Dystrophine

Dp260, Dp116, Dp71

utrophine

δ-sarcoglycane

α-sarcoglycane Dystrophine

α-syntrophine

γ-sarcoglycane Dystrophine

syntrophine Dystrophine (α1-syntrophine)

Dp71

utrophine  (β2-syntrophine)

dystrobrévine

α-sarcoglycane

α-dystrobrévine 1 Dystrophine

utrophine

α-dystrobrévine 1, 2, 3 Complexe sarcoglycanes-sarcospane

β-dystrobrévine Dystrophine

Dp140, Dp71

syntrophine

Tableau 1 : Résumé des interactions entre les différents produits de la super famille des dystrophines

et les membres du complexe associé.
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Duchenne consiste en la dégénérescence des cellules musculaires. Ces études ont révélé la complexité

des relations existantes entre les protéines de la superfamille des dystrophines et les protéines

associées ainsi que la mise en évidence de complexes macromoléculaires impliquant ces diverses

protéines. Deux principaux concepts fonctionnels ont émergé de ces études : la dystrophine est

indispensable à la fonction normale du muscle et permet le maintien de l’intégrité de la cellule

musculaire ; les complexes dystrophines-protéines associées seraient impliqués dans les voies de

signalisation cellulaire en jouant un rôle dans la stabilisation ou le maintien à la membrane de

récepteurs de neurotransmetteurs, de canaux ioniques et/ou autres protéines participant à ces voies.

Cependant, les mécanismes moléculaires restent encore à définir.
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5. Expression et localisation des dystrophines et protéines associées dans le

système nerveux périphérique

La Dystrophie Musculaire de Duchenne associe la dégénérescence musculaire à des troubles cognitifs

et des troubles de la vision. En plus du SNC, les dystrophines et glycoprotéines associées au complexe

sont aussi exprimées dans le système nerveux périphérique. Il a été montré dans le système nerveux

périphérique que les cellules de Schwann expriment uniquement l’utrophine, la Dp116 (Byers et al.,

1993; Matsumura et al., 1993) ainsi que l’Up116 (Rivier et al., 1996). Des protéines associées telles

que les syntrophines et les dystrobrévines ont aussi été observées dans les cellules de Schwann

(Fabbrizio et al., 1997).

A l’image de ce qui se passe dans le muscle strié, un défaut dans l’une des quatre sous-unités (α, β, γ

et δ) sarcoglycane conduit à une importante réduction voir l’absence du complexe sarcoglycane dans

les cellules de Schwann (Mizuno et al., 1994; Bonnemann et al., 1995; Lim et al., 1995; Noguchi et

al., 1995; Roberds and Campbell, 1995; Nigro et al., 1996). Une étude en immunofluorescence montre

clairement une réduction du niveau d’expression de l’ε- et du δ-sarcoglycane dans le nerf périphérique

des souris déficientes pour le β-sarcoglycane alors que l’ε- et le β-sarcoglycane sont réduits chez le

hamster déficient pour le δ-sarcoglycane.

Imamura et coll. (2000) ont observé une co-expression des β-, δ- et ε-sarcoglycanes avec les

dystroglycanes, la Dp116 et l’utrophine dans la membrane protoplasmique de la couche la plus externe

des cellules de Schwann. L’interaction de l’α-dystroglycane avec la mérosine ou l’agrine, protéines de

la MEC, est dépendante du calcium (Yamada et al., 1994; Yamada et al., 1996b; Yamada et al., 1996a;

Imamura et al., 2000) de plus, la glycosylation de l’α-dystroglycane est également nécessaire à

l’interaction avec la mérosine (Matsumura et al., 1997a). Les complexes protéiques semblent ainsi

impliqués dans le maintien de l’architecture cellulaire en permettant la liaison entre le cytosquelette

des cellules de Schwann et la lame basale. De plus, il a été suggéré un rôle du complexe
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Dp116/protéines associées dans la myelinogénèse périphérique et son maintien via la laminine 2

(Matsumura, 1997).

Par ailleurs, l’individualisation d’une forme de dystrophie musculaire congénitale (CMD), due à

l’absence de mérosine (Tome et al., 1994; Shorer et al., 1995) et caractérisée par une démyelinisation

des nerfs périphériques, a mis en lumière le rôle des dystroglycanes dans ce système (Sunada et al.,

1994). De plus, il est intéressant de remarquer que l’α-dystroglycane peut servir de porte d’entrée à

des éléments pathogènes lors d’infections cellulaires (Cao et al., 1998). En effet, l’α-dystroglycane

serait le récepteur clé du Micobactérium leprea lors de l’infection par cette bactérie (Rambukkana et

al., 1998).



Figure 17: Guillaume-Benjamin Duchenne de Boulogne.
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6. Le système nerveux central

6.1. le cerveau

6.1.1. Pathologies observées chez les patients DMD et les modèles animaux

Chez les patients DMD

De nombreuses études réalisées chez les patients DMD indiquent une implication significative des

dystrophines dans le SNC en plus des pathologies moléculaires caractéristiques des patients DMD. En

effet, c’est Duchenne de Boulogne (1868) (figure 17) lui-même qui a rapporté les premiers troubles

mentaux observés chez un patient de 17 ans atteint de Dystrophie Musculaire de Duchenne. La

moyenne du QI des patients DMD est de 85 et environ 1/3 des patients présentent un QI inférieur à 70

(Bresolin et al., 1994). Des déficits de l’expression verbale, de l’apprentissage, de la lecture, de la

mémoire et de l’attention ont tous été rapporté chez ces patients (Karagan et al., 1980; Billard et al.,

1992; Emery, 1993). Anatomiquement, la morphologie des cerveaux des patients DMD semble

normale. Cependant, quelques anormalités ont été rapportées telles qu’une migration, une orientation

et une polarité des neurones altérées, une réduction de l’arborisation dendritique des neurones

pyramidaux du cortex et un hyper-métabolisme du cervelet (Jagadha and Becker, 1988; Bresolin et al.,

1994).

Bien qu’il n’existe pas de corrélation directe entre les déficits cognitifs et la position des mutations du

gène DMD (Bushby et al., 1995), les délétions se produisant vers l’extrémité 3’ du gène et au niveau

de l’exon 52 auraient des conséquences plus importantes sur les déficits cognitifs (Hoffman et al.,

1991; Rapaport et al., 1991; Lenk et al., 1993b; Lenk et al., 1996; Moizard et al., 2000). En effet,

Rapaport et coll. (1991) ont montré que 70% des patients avec une délétion dans l’exon 52 présentent

des troubles cognitifs. Plus récemment, une association entre le degré de troubles cognitifs et la

présence de mutations sur la Dp71 a été rapportée par Moizard et coll. (2000).

Les modèles murins
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Chez les modèles animaux de la DMD on retrouve des troubles similaires. Ainsi les souris mdx, qui

n’expriment pas la dystrophine, présentent un déficit de la rétention à long terme mais pas dans les

mécanismes d’acquisition (Vaillend et al., 1995). Au niveau biochimique, des troubles du métabolisme

ont été décrits chez les souris mdx (Tracey et al., 1996). Ils se traduisent notamment par une

diminution de la créatine et une augmentation du phosphate inorganique et du pH. De façon étonnante,

mis à part une émotivité accrue, la souris mdx3cv (déficiente pour toutes les dystrophines) ne présente

pas de troubles comportementaux plus prononcés que la souris mdx (Vaillend and Ungerer, 1999).

Cette observation semble en désaccord avec l’hypothèse du rôle prépondérant des produits courts du

gène DMD au niveau du cerveau.

L’ensemble de ces résultats semble indiquer que les phénomènes de compensation entre dystrophines

sont très développés au niveau du système nerveux central, expliquant par là même les déficits subtils

observés dans la plupart des cas. Cette hypothèse est renforcée par le fait que les atteintes les plus

sévères du SNC apparaissent chez des patients DMD présentant des mutations dans la partie C-

terminale, commune à toutes les dystrophines (Lenk et al., 1993a), ce qui empêche toute compensation

d’une dystrophine par une autre.

6.1.2. Expression des protéines de la superfamille des dystrophines et protéines associées

De nombreuses études ont fait apparaître que le système nerveux central exprime l’ensemble des

produits du gène DMD et certains des produits associés à la dystrophine dans différentes structures.

Protéines de la superfamille des dystrophines

La dystrophine est largement distribuée à travers tout le cerveau et est plus particulièrement abondante

dans le cortex cérébral, l’hippocampe, le cervelet et la moëlle épinière aussi bien exprimée par les

cellules neuronales que non neuronales (Lidov et al., 1993).

La dystrophine issue du promoteur musculaire est exprimée dans de nombreux tissus, entre autre la

rétine et les cellules gliales (Ahn and Kunkel, 1993; Tinsley et al., 1994). Le promoteur C est
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responsable de la transcription de la dystrophine exprimée préférentiellement dans les neurones de

structures cérébrales telles que le néocortex, l’hippocampe (régions CA1-3) et le cervelet (Chelly et

al., 1988; Lidov et al., 1990; Gorecki et al., 1991). Ces promoteurs neuronaux sont hautement

spécifiques des neurones et sont silencieux dans les cellules non neuronales (Chelly et al., 1990).

L’isoforme issue du promoteur P est présente au niveau du cortex cérébral fœtal et des cellules de

Purkinje matures (Lidov et al., 1990; Lidov et al., 1993).

Des études immunohistochimiques ont montré la forte association de la Dp427 avec la membrane

postsynaptique des neurones corticaux et pyramidaux de l’hippocampe et des cellules de Purkinje mais

semble absente des glies (Lidov et al., 1990; Kim et al., 1992; Lidov et al., 1993). La Dp427 est aussi

présente dans les synapses inhibitrices du SNC où son absence chez la souris mdx affecte l’agrégation

ou la stabilisation des récepteurs GABAA (Knuesel et al., 1999). A partir de double et triple marquages

réalisés sur des cultures de neurones hippocampaux Brunig et coll. (2002) ont observé la

colocalisation des dystrophines avec les récepteurs GABAA dans les synapses GABAergiques (Levi et

al., 2002; Fritschy et al., 2003).

L’expression de la Dp140 est essentiellement gliale. La Dp140 est retrouvée dans les prolongements

des astrocytes à travers le neuropil durant le développement, à la surface des leptoméninges et au

niveau des vaisseaux sanguins, entourant le nerf olfactif et dans la neurohypophyse (Lidov et al., 1995;

Adam and Matus, 1996).

Le produit du gène DMD majoritaire dans le cerveau : la Dp71, est exprimée par les glies et les

neurones dans le cortex cérébral, les cellules granulaires du gyrus denté de l’hippocampe, le bulbe

olfactif et la glande pituitaire (Gorecki et al., 1992; Ahn and Kunkel, 1995; Gorecki and Barnard,

1995; Mehler, 2000). Des études antérieures ont montré que la dystrophine est alternativement

épissées pour les exons 71-74 dans les fibres Purkinje cardiaque (Bies et coll., 1992) et les cellules

cérébrales (Feener et al., 1989). A partir d’étude par RT-PCR, Austin et coll. (2000) ont observés que

le cerveau humain adulte exprime une sous-population de transcrits de la Dp71 qui ne contiennent pas

les exons 71 à 74, induisant une délétion de 330 pb codant le domaine de fixation à la syntrophine. Ces
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transcrits tronqués présentent aussi un épissage de l’exon 78. Ces résultats indiquent que le cerveau

humain adulte contient une variété de transcrits de la Dp71 entraînant la production de protéines Dp71

distinctes ayant potentiellement des fonctions cellulaires différentes.

La Dp71 est localisée principalement au niveau des membranes synaptiques (Jung et al., 1993). Elle a

été observée dans les synaptosomes isolés à partir de neurohypophyse de rat ainsi que dans des

astrocytes en culture (Dorbani-Mamine et al., 1998; Imamura and Ozawa, 1998). Jancsik et Hajos

(1999) suggèrent également que l’expression des dystrophines coïncident avec le développement de la

barrière hémato-encéphalique et ainsi qu’elles contribueraient à la formation de ce système. Des

isoformes de la Dp71 ont également été localisée dans les microsomes et dans les mitochondries du

cerveau (Chavez et al., 2000). L’utilisation de lignées cellulaires (cellules PC12) ou cultures de

neurones hippocampaux a également permis de constater que la Dp71f (épissée pour l’exon 78) est

présente principalement dans le cytoplasme, les varicosités et les cônes de croissance alors que la

Dp71d (non-épissée pour l’exon 78) est localisée à travers toute la cellule incluant le noyau (Gonzalez

et al., 2000; Aleman et al., 2001; Marquez et al., 2003). Ces observations soulignent l’importance des

épissages alternatifs sur la localisation sub-cellulaire des différentes formes de la Dp71 et suggérent

qu’elles sont impliquées dans des fonctions différentes. De plus, l’expression normale de la Dp71 est

essentielle à la croissance neuritique des cellules PC12 et constitue une première évidence directe de

l’implication de la Dp71 dans une fonction neuronale (Acosta et al., 2004).

D’autres membres de la superfamille des dystrophines sont détectés dans le cerveau. L’utrophine est

présente principalement dans les régions vascularisées, dans le plexus choroïdien, et les pieds des

cellules astrogliales (Khurana et al., 1992) mais a aussi été détectée dans des sites postsynaptiques de

certains neurones corticaux (Kamakura et al., 1994).

La G-utrophine est le produit majoritaire du gène UTRN dans le cerveau, elle est présente dans les

neurones du cortex cérébral, des noyaux gris centraux de l’hypothalamus et du bulbe olfactif (Blake et

al., 1995b).

La DRP2 est exprimée dans toutes les régions du cerveau, plus particulièrement dans l’hippocampe, le

gyrus denté, le bulbe olfactif et le thalamus (Roberts et al., 1996; Dixon et al., 1997).
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L’α-dystrobrévine 1 est trouvée dans les astrocytes périvasculaires et la glie de Bergmann du cervelet

(Blake et al., 1999). Les auteurs ont montré que la β−dystrobrévine est neuronale, et tout

particulièrement enrichie dans les densités postsynaptiques. Sa localisation est similaire à celle décrite

pour la dystrophine puisqu’on la retrouve dans le cortex, l’hippocampe et le cervelet au niveau du

soma, des dendrites et des noyaux des neurones (Lidov et al., 1990; Lidov et al., 1993). Dans le

cervelet elle est essentiellement exprimée dans les cellules granulaires et le soma des cellules de

Purkinje. Contrairement à l’α-dystrobrévine, elle ne semble pas être présente au niveau vasculaire

(Blake et al., 1998; Loh et al., 1998).

Protéines associées à la dystrophine /Complexes macromoléculaires du

cerveau

Dans le cerveau, la dystrophine est associée avec un complexe protéique traversant la membrane et

pouvant lier efficacement le cytosquelette à la matrice extra-cellulaire. Plusieurs protéines du

complexe ont été décrites dans des structures cérébrales.

L’α-dystroglycane est détecté dans l’hippocampe, dans les corps cellulaires des cellules pyramidales

aussi bien que dans les cellules granulaires du gyrus denté. L’α-dystroglycane est aussi trouvé autour

des vaisseaux sanguins et dans les cellules de Purkinje du cervelet et le bulbe olfactif (Gorecki et al.,

1994; Durbeej et al., 1998; Moukhles and Carbonetto, 2001). On retrouve également cette protéine

dans le plexus choroïdien et le thalamus. De plus, Tian et coll. (1996) ont montré que l’α-

dystroglycane, l’α-dystrobévine 1 et la chaîne α2 de la laminine s’associent au niveau de la

microvascularisation cérébrale et sont exprimés à des forts taux à l’interface glie-vaisseaux.

Le β-dystroglycane est présent dans les cellules neuronales ainsi que dans les pieds des astrocytes

périvasculaires du cervelet. Une étude de fractionnement cellulaire a montré que cette protéine est

exprimée au niveau des membranes postsynaptiques (Mummery et al., 1996; Tian et al., 1996).
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Blake et coll. (1999) ont rapporté une localisation différentielle de l’α-dystrobrévine et la β-

dystrobrévine dans le cerveau où ces protéines constituent des complexes différents : un complexe

neuronal comprenant la β-dystrobrévine, la dystrophine et la syntrophine, et un complexe glial

constitué de l’α-dystrobrévine 1, la Dp71 et la syntrophine. Ces données ont été confirmées par

Moukhles et Carbonetto (2001) qui à partir d’une étude d’immunoprécipitation ont émis l’hypothèse

de la formation de trois complexes comprenant chacun un produit différent du gène DMD. La

dystrophine et le complexe dystroglycane sont associés dans les neurones, alors qu’au niveau des

glies, la Dp140 lie le complexe dystroglycane et une syntrophine (utilisation d’un anticorps

reconnaissant toutes les syntrophines). Les auteurs ont également mis en évidence un dernier

complexe formé par la Dp71, une syntrophine et le complexe dystroglycane et suggèrent que le

complexe serait aussi bien exprimé par les neurones que les cellules gliales (Mehler, 2000).

Plusieurs études ont rapporté la présence des sarcoglycanes dans de nombreux tissus, notamment dans

le système nerveux périphérique et le cerveau (Jung et al., 1996a; Ettinger et al., 1997). Nishiyama et

coll. (2004) ont montré la présence de deux isoformes de l’ε-sarcoglycane : ε-sarcoglycane1 et ε-

sarcoglycane2 dans tout le cerveau mais plus spécifiquement dans le bulbe olfactif, l’hippocampe, le

cortex cérébral et le cervelet et ce, aussi bien dans les cellules neuronales que non-neuronales incluant

les cellules endothéliales des capillaires et les astrocytes.

A l’heure actuelle aucun complexe dystrophine-DAPs contenant un sarcoglycane n’a été mis en

évidence dans le cerveau bien que le schéma d’expression de la Dp427, la Dp140 et la Dp71 recouvre

totalement celui de l’ε-sarcoglycane excepté pour les neurones de la substance noire.

Les syntrophines sont localisées de façon différentielle dans le cerveau en fonction de l’isoforme

considérée. Le messager de l’α1-syntrophine s’exprime au niveau de structures telles que le plexus

chroroïdien, le gyrus denté alors que celui de la β2-syntrophine est présent dans la corne d’Ammon et

les cellules granulaires du cervelet. Le transcrit de la β1-syntrophine est quant à lui très peu exprimé

au niveau cérébral (Ahn et al., 1994; Gorecki et al., 1997). La localisation de l’α1- et la β2-

syntrophine montre une distribution spécifique dans différentes aires du cerveau avec une co-



Figure 18: Représentation d’un schéma hypothétique du complexe protéique dystrophine-
protéines associées au niveau des neurones du système nerveux central.
DG: dystroglycan; SG: sarcoglycane; Syn: syntropine
nNOS: « neuronal nitric oxyde synthase »; récepteur NMDA; récepteur GABAA; canal aqueux
AQP4; canal potassique Kir4.1.
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localisation différentielle avec certaines protéines de la superfamille des dystrophines : l’α1-

syntrophine co-localise avec la dystrophine alors que la β2-syntrophine est présente dans les mêmes

aires que la Dp71 (Gorecki et al., 1997).

6.1.3. Rôles fonctionnels des protéines de la superfamille des dystrophines et des

protéines associées dans le cerveau

Dans le SNC il a été montré des interactions entre les protéines associées à la dystrophine et

d’éventuels ligands tels que des molécules de signalisation ou des canaux ioniques (figure 18).

Tracey et coll. (1996) ont rapporté une augmentation extracellulaire et une diminution intracellulaire

des volumes dans le cerveau des souris mdx. Des études récentes suggèrent que les canaux aqueux

aquaporine 4 (AQP4) sont déficients dans les pieds des astrocytes chez les souris mdx (Frigeri et al.,

2001; Nico et al., 2003). L’expression et la localisation subcellulaire d’AQP4 dépend de son

association avec le complexe dystrophine via son interaction avec l’α-syntrophine (Neely et al., 2001).

Une importante diminution de l’AQP4 dans les pieds des astrocytes périvasculaires a également été

observé dans le cerveau des souris déficientes pour l’α-syntrophine (Yokota et al., 2000; Amiry-

Moghaddam et al., 2003b; Amiry-Moghaddam et al., 2003a). L’expression de protéines telles que les

dystrobrévines, syntrophines et les produits courts du gène DMD dans les pieds astrocytaires

périvasculaires suggère que ces protéines pourraient être impliquées dans l’adhésion de la glie

périvasculaire avec la MEC via une interaction de l’α-dystroglycane avec la laminine (Tian et al.,

1996). Dans des cultures de cellules hippocampiques, Guadagno et Moukhles. (2004) montrent que la

laminine a un rôle dans l’agrégation des canaux Kir4.1 et AQP4 et suggèrent que ce rôle serait médié

par le complexe dystroglycane. Cette étude révèle un nouveau rôle fonctionnel des dystroglycanes

dans la régulation de l’homéostasie (K+, eau) dans le cerveau.
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Mehler et coll. (1992) ont montré chez la souris mdx que les neurones pyramidaux de l’hippocampe

présentent une sensibilité accrue à l’hypoxie. L’hypoxie et l’hyperexcitation entraînent une

augmentation de calcium intracellulaire dans les neurones qui conduit par la suite à la mort cellulaire.

Une augmentation de la perte neuronale a été décrite chez des patients DMD (Jagadha and Becker,

1988).

Dans le cerveau, nNOS interagit directement avec l’ α1-syntrophine à travers son domaine PDZ

(Brenman et al., 1995; Brenman et al., 1996; Hashida-Okumura et al., 1999; Hillier et al., 1999). La

PSD-95 est co-exprimée avec nNOS dans de nombreuses populations neuronales en développement ou

dans le système nerveux mature (Bredt et al., 1990; Bredt and Snyder, 1990), elle est également

impliquée dans l’ancrage et l’agrégation des récepteurs NMDA et de certains types de canaux

potassiques au niveau des densités postsynaptiques (Brenman et al., 1996; O'Brien et al., 1998). En

plus de ces interactions Gee et coll., (1998) ont rapporté à partir d’une étude de coimmunoprécipitation

l’interaction des canaux sodiques dépendant du voltage avec la syntrophine et la dystrophine.

Des données sur la localisation du β-dystroglycane dans le cerveau renforcent l’hypothèse de

l’implication d’un complexe dystrophine-protéines associées dans la plasticité synaptique et

l’organisation structurale et fonctionnelle des synapses. En effet, cette protéine transmembranaire,

abondante aux sites postsynaptiques, a été purifiée à partir de synaptosomes bovin (Mummery et al.,

1996; Cavaldesi et al., 1999). Dans ces structures le complexe dystroglycane est isolé avec la Grb2,

protéine adaptatrice impliquée dans la transduction des signaux qui lie FAK (focal adhesion kinase),

elle-même impliquée dans l’activation des récepteurs de neurotransmetteurs. De plus, une étude de

Sugita et coll. (2001) a montré que les neurexines constituent un ligand pour le complexe

dystroglycane dans le cerveau or les neurexines font partie intégrante de la cascade de la

synaptogénèse. La concentration du complexe dystroglycane et de la dystrophine à des sites

synaptiques indique que ces protéines pourraient avoir un rôle important dans la transduction du

signal. En effet, Zaccaria et coll. (1998; 2000) ont montré que le β-dystroglycane se situe dans des

aires du cerveau conjointement à la dystrophine, les récepteurs de l’acétylcholine ou les récepteurs du

GABAA. Ces auteurs suggèrent un rôle pour le β-dystroglycane dans la stabilisation et l’agrégation du
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récepteur de l’acétylcholine au niveau du ganglion sympathique de la souris et évoquent le rôle

potentiel du complexe dans la stabilisation des récepteurs GABAA. D’autres études ont pu montrer la

colocalisation de la Dp427 avec le récepteur GABAA dans le cortex cérébral, l’hippocampe et le

cervelet de souris (Knuesel et al., 1999; Knuesel et al., 2001). Une investigation au niveau du cerveau

de la souris mdx montre que l’absence de la Dp427 affecte l’agrégation de ces récepteurs.

6.1.4. En résumé

Comme souligné précédemment, le cerveau exprime l’ensemble des produits du gène DMD, mais

l’absence d’anticorps spécifiques pour chacune des dystrophines et l’absence de modèle cellulaire

d’étude des dystrophines dans ce système rendent ardue l’analyse des interactions entre dystrophines

et membres du complexe.

Des expériences de localisation et de co-localisation fournissent des informations partielles sur

l’organisation du complexe dystrophines/protéines associées au niveau du système nerveux central. De

façon similaire au muscle, de nombreuses observations dans le SNC nous incite à penser que ces

protéines pourraient jouer un rôle soit au niveau des synapses, soit dans le maintien de l’architecture

cellulaire par des liaisons à la matrice extracellulaire. La capacité de liaison avec des protéines de la

cascade de signalisation et l’implication potentielle dans le maintien à la membrane de récepteurs de

neurotransmetteurs ont permis d’émettre l’hypothèse de la participation des dystrophines et protéines

associées dans les voies de signalisation cellulaire ou au cours de la synaptogénèse.

Les études sur la fonctionnalité d’un complexe formé par des composants de la superfamille des

dystrophines-DAPs restent rares et difficiles dans le cerveau. C’est notamment pour cela que la rétine

constitue un modèle de choix pour développer cette approche dans le système nerveux central.



Figure 19: ERG scotopiques chez un sujet normal (A) et un patient DMD (B). On
constate une forte réduction de l’amplitude de l’onde b chez le patient DMD. Potentiels
oscillatoires chez un sujet normal (A) et un patient DMD (B). On note une atténuation de
ces potentiels chez le patient DMD. D’après Girlanda et coll., 1997.
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6.2. La rétine

Suite à l’observation de troubles de l’ERG chez 80% des patients DMD caractérisés par une

diminution de l’amplitude de l’onde b, de nombreux travaux ont porté sur l'étude des dystrophines

dans la rétine et ce, afin de progresser dans la compréhension de leurs rôles dans la neurotransmission

au niveau du système nerveux central.

6.2.1. Pathologies observées chez les patients DMD et les modèles animaux

Chez les patients DMD

La principale anomalie de l’ERG observée chez 80% des patients DMD est une réduction de l’onde b

pouvant avoir diverses origines physiologiques. Chez l’homme, Fitzgerald et coll. (1994) ont suggéré

que cette perturbation aurait pour origine un dysfonctionnement de la transmission impliquant les

cellules bipolaires ON suite à l’hyperpolarisation des bâtonnets. Une autre subtile anomalie détectée

chez les patients DMD consiste en la disparition du potentiel oscillatoire 02, onde constituant la

branche ascendante de l’onde b (figure 19). Ceci suggère que la transmission entre les cônes et les

cellules bipolaires ON est également affectée (Cibis et al., 1993; Sieving, 1993; Fitzgerald et al.,

1994). En revanche, la voie utilisant les cellules bipolaires OFF ne semble pas touchée. Malgré ces

altérations de l’ERG, il faut noter qu’aucun autre trouble visuel n’est observé chez les patients DMD.

Il est difficile d’établir une corrélation génotype-phénotype qui permette de définir clairement quel

produit du gène DMD est essentiel à la neurotransmission rétinienne. Cependant, le fait que les

patients DMD ne présentent pas tous des troubles de l’ERG alors qu’ils sont tous déficients en Dp427,

permet d’établir que la Dp427 ne semble pas primordiale dans le mécanisme de neurotransmission

rétinienne (Sigesmund et al., 1994).
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En étudiant des patients DMD et des mères porteuses au sein d’une même famille, Fitzgerald et coll.

(1999) ont montré qu’il existait une corrélation entre les délétions au niveau de l’exon 50 qui

empêchent l’expression de la Dp260 et les anomalies de l’ERG.

De plus, la diminution de l’amplitude de l’onde b est le plus souvent observée chez les patients DMD

lorsque les mutations se produisent dans une zone comprise entre les exons 30 et 62. Ces mutations

affectent l’expression de la Dp427, Dp260 et Dp140 mais pas celle de la Dp71. Ceci suggère que la

Dp260 est à l’origine de cette diminution alors que l’expression de la Dp71 seule ne suffit pas à

maintenir une amplitude normale (Pillers et al., 1993; Sigesmund et al., 1994; Jensen et al., 1995;

Fitzgerald et al., 1999; Pillers et al., 1999b).

Cependant, les mutations touchant le gène DMD étant tellement diverses et variées, il est assez

difficile d’établir une cartographie précise des corrélations avec le phénotype ERG observé chez

l’homme, d’autant plus que des mécanismes de compensation peuvent biaiser les analyses.

Il n’y a pas d’anomalies cliniques visuelles mesurables chez les patients DMD (Cibis and Fitzgerald,

2001), ce qui indiquerait que malgré l’ERG anormal les signaux atteignent la rétine proximale et le

cerveau. Quand la réponse ON est isolée pharmacologiquement par le blocage des cellules bipolaires

hyperpolarisées on observe une réponse de grande amplitude et de latence courte. Ainsi Cibis et

Fitzgerald (2001) suggèrent que la réponse ON est présente mais que le temps de latence est altéré,

permettant une vision normale mais induisant des troubles de l’ERG. Chez les patients DMD seuls les

signaux des cellules bipolaires dépolarisées sont altérés, ainsi les auteurs proposent que le rôle de la

Dp260 est de stabiliser les synapses invaginant photorécepteur/cellule bipolaire dépolarisée/cellule

horizontale et que l’instabilité de cette connexion engendre une altération du temps de latence du

signal et du phénotype ERG sans perte de la vision.

Fitzgerald et coll. (1999) ont aussi rapporté en comparant l’étude d’une famille DMD avec le modèle

murin invalidé pour l’exon 52, que l’absence des mêmes produits du gène DMD chez les deux espèces

aboutissait à des phénotypes ERG différents. En effet, chez la souris, seul le temps de latence apparaît

modifié alors qu’on observe une diminution de l’amplitude de l’onde b chez les patients DMD. Ces

différences inter-espèces sont à prendre très sérieusement en considération.



mdx mdx2cv mdx4cv mdx5cv Exon 52 ko* mdx3cv

dystrophine - - - - - -
Dp260 + - - + - -
Dp140 + + - + - -
Dp71 + + + + + -
Amplitude onde b NM NM NM NM NM ↓

Tableau 2 : Tableau récapitulatif des modifications associées au temps de latence et à l’amplitude de

l’onde b de l’electrorétinogramme scotopique en fonction de la perturbation de l’expression de certains

produits du gène DMD (d’après Kameya et coll., 1997* ; Pillers et coll., 1999)

Abréviations : NM : non modifié
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Les différences physiologiques, anatomiques et phénotypiques entre l’homme et la souris suggèrent

que les voies de transmission du signal peuvent varier entre ces espèces.

Les modèles murins

L’analyse des différents enregistrements électrorétinographiques effectués chez plusieurs modèles

murins présentant des mutations du gène DMD nous apporte des données à  ce sujet. Les modèles

murins de la DMD sont regroupés sous la série de souris mutantes mdx et mdx2cv-5cv. Comme chez

l’homme, la souris mdx qui est déficiente en Dp427 ne présente pas de trouble de l’ERG (Cibis et al.,

1993), excluant ainsi la participation exclusive de cette protéine dans la diminution de l’amplitude de

l’onde b. Des études ont également démontré que seule la souris mdx3cv déficiente pour toutes les

formes des dystrophines (Pillers et al., 1995) présente une onde b perturbée alors que des

enregistrements électrorétinographiques réalisés chez les souris mutantes mdx2cv (perte de la Dp427 et

Dp260), mdx4cv (perte de la Dp427, Dp260 et Dp140), et invalidées pour l’exon 52 (perte de la Dp427,

Dp260 et Dp140) ne présentent qu’une augmentation du temps de latence de l’onde b sans réduction

de son amplitude (Kameya et al., 1997; Pillers et al., 1999b) (tableau 2). Ces observations

indiqueraient que l’expression de la Dp71 à elle seule suffirait à maintenir une onde b normale. De

plus, ces expériences ont montré l’existence d’une augmentation du temps de latence de l’onde b qui

serait liée à l’absence de la Dp260.

La perte des produits du gène DMD chez la souris mdx3cv n’entraîne pas de modifications de

l’épaisseur des couches cellulaires, ni de la densité nucléaire (communication personnelle, Cécile

Dalloz). De même, Blank et coll. (1999) ont effectué une comparaison quantitative du nombre de

cônes et bâtonnets en l’absence des dystrophines et n’observent pas de différences entre la souche

sauvage et la souche mdx3cv.

6.2.2. Expression et localisation des membres de la superfamille des dystrophines
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C’est dans la rétine de souris que D’Souza et coll. (1995) ont observé pour la première fois

l’expression de la Dp260. La Dp427, la Dp140 et la Dp71 ont été mis en évidence dans la rétine de

nombreux mammifères (Zhao et al., 1991; Pillers et al., 1993; Schmitz et al., 1993; D'Souza et al.,

1995; Ueda et al., 1995b; Rodius et al., 1997; Claudepierre et al., 1999; Dalloz et al., 2001). Dans la

rétine de souris, les transcrits de la Dp427 ont été amplifiés par RT-PCR et il a été démontré qu’ils

provenaient des promoteurs de type muscle et cerveau ; les produits issus de ce dernier étant

majoritaires (Tamura et al., 1993). La Dp71 est le produit du gène DMD le plus exprimé dans la rétine

de rat et de souris (Claudepierre et al., 1999; Dalloz et al., 2001).

Etant donné la forte homologie de séquence entre les différents produits du gène DMD, de nombreuses

études de localisation en utilisant des anticorps pan-spécifiques ont permis de localiser les

dystrophines dans la CPE mais aussi dans la membrane limitante interne et autour des vaisseaux

(Miyatake et al., 1991; Pillers et al., 1993; Schmitz et al., 1993; D'Souza et al., 1995; Montanaro et al.,

1995; Ueda et al., 1995b; Drenckhahn et al., 1996; Schmitz and Drenckhahn, 1997; Ueda et al., 1997a;

Ueda et al., 1997b; Claudepierre et al., 1999; Dalloz et al., 2001; Blank et al., 2002).

A partir de plusieurs expériences Howard et coll. (1998b) et Claudepierre et coll. (1999; 2000b) ont

montré que la Dp71, le seul produit du gène DMD exprimé par les CGM, est localisé au niveau de la

membrane limitante interne, dans les pieds des cellules gliales de Müller et dans les processus gliaux

des CGM venant au contact des vaisseaux sanguins. Plusieurs études démontrent l’expression de

l’utrophine dans la rétine mais divergent quant à sa localisation (Montanaro et al., 1995; Ueda et al.,

1995a; Rodius et al., 1997). En utilisant différentes approches expérimentales (immunohistochimie sur

coupes de rétine totale ou sur cultures de cellules gliales de Müller chez le rat), Claudepierre et coll.

(1999; 2000b) mettent en évidence que l’utrophine est localisée exclusivement dans les cellules gliales

de Müller.

En conclusion, l’ensemble de ces travaux montre l’expression de la Dp71 et de l’utrophine

uniquement dans la CGM alors que la Dp427, la Dp260 et la Dp140 sont exprimés dans la CPE.

Etant donné l’association étroite des prolongements neuronaux photorécepteurs et neurones

secondaires à l’intérieur de la cavité synaptique, il est très difficile d’établir une localisation précise
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des dystrophines. La présence des dystrophines dans la couche plexiforme externe conduit alors à

l’affrontement de deux hypothèses. La première hypothèse suggére l’expression des dystrophines du

côté postsynaptique chez le bovin et le lapin (Schmitz et al., 1993; Koulen et al., 1998). La deuxième

hypothèse suggère l’expression des dystrophines uniquement par les photorécepteurs en périphérie des

rubans synaptiques (Schmitz et al., 1993; Ueda et al., 1995b; Schmitz and Drenckhahn, 1997; Ueda et

al., 1997a; Ueda et al., 1997b; Blank et al., 1999).

Les contradictions apparentes entre les espèces peuvent être dues au fait de la difficulté d’isoler

chacun des types cellulaires constituant la CPE. De plus l’utilisation d’anticorps pan-spécifiques ne

permet pas de connaître l’identité de chacun des produits du gène DMD présents dans les neurones

constituant la première synapse de la rétine.

6.2.3. Expression et localisation des protéines associées aux membres de la

superfamille des dystrophines

Les évidences en faveur d’un complexe entre les dystrophines, ou l’utrophine, et leurs protéines

associées sont peu nombreuses dans la rétine.

L’α-dystroglycane est encodée par un seul gène et présente plusieurs épissages alternatifs et

glycosylations (Ibraghimov-Beskrovnaya et al., 1992; Ervasti et al., 1997). Moukhles et coll. (2000)

montrent une localisation différentielle des isoformes de l’α-dystroglycane dans la rétine de rat. En

effet une des isoformes s’exprime au niveau de la membrane limitante interne, la couche des cellules

ganglionnaires et la couche plexiforme interne alors qu’une autre est restreinte à la membrane

limitante interne et aux vaisseaux sanguins.

De même, le β-dystroglycane co-localise avec l’utrophine et les dystrophines ainsi que la laminine

dans la membrane limitante interne et autour des vaisseaux sanguins suggérant la présence de cette

protéine dans les extensions des cellules de Müller ou les astrocytes venant au contact des vaisseaux

(Montanaro et al., 1995; Blank et al., 1997; Schmitz and Drenckhahn, 1997; Howard et al., 1998b;

Claudepierre et al., 1999). Ce complexe pourrait également interagir avec l’agrine, un autre ligand du



Figure 20: Localisation schématique des produits du gène DMD, utrophine, dystrobrévine et
membres du complexe dans la rétine. C= cônes, R= bâtonnets, B= cellules bipolaires, H=
cellules horizontales, I= interneurones, A= cellules amacrines, G= cellules ganglionaires, M=
cellules de Müller. Les différentes couches de la rétine sont identifiées par : EP= epithélium
pigmentaire, SE= segments externes, CNE= couche nucléaire externe, CPE= couche
plexiforme externe, CNI= couche nucléaire interne, CPI= couche plexiforme interne, CCG=
couche des cellules ganglionnaires, MLI= membrane limitante interne.
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β-dystroglycane, présent au niveau de la membrane limitante interne (Kroger and Mann, 1996). Dans

des cultures de CGM, Mehes et coll. (2003) ont montré la colocalisation d’agrégats β-dystroglycane et

utrophine dans toute la cellule alors que la Dp71f (épissée pour l’exon 78) est localisée dans le

cytoplasme périnucléaire.

Le β-dystroglycane co-localise avec les dystrophines dans les synapses des photorécepteurs dans la

couche plexiforme externe, concentré en particulier dans les extensions distales des bâtonnets comme

des cônes (Drenckhahn et al., 1996; Blank et al., 1997; Blank et al., 1999). Dans la rétine de poulet, le

β-dystroglycane co-localise aussi à cet endroit avec les canaux calciques dépendants du voltage de

type N (Blank et al., 1997). Il a également été rapporté qu’il était exprimé dans la partie post-

synaptique de la couche plexiforme externe, au niveau des cellules bipolaires dans la rétine de lapin

(Koulen et al., 1998).

L’étude de différents mutants murins, déficients pour une ou plusieurs dystrophines a permis de

montrer que l’absence des dystrophines chez la souris mdx3cv induit la disparition du β-dystroglycane

dans la couche plexiforme externe, alors qu’il est toujours présent dans la membrane limitante interne

et autour des vaisseaux (Blank et al., 1999; Dalloz et al., 2001). Ces observations suggèrent une

interaction entre les dystrophines et le β-dystroglycane au niveau de la couche plexiforme externe.

Récemment dans la rétine de poulet, Blank et coll. (2002) ont suggéré l’existence de deux complexes

protéiques : l’un au niveau de la membrane limitante interne, composé de l’utrophine, l’α-

dystrobrévine 1 et le dystroglycane et l’autre, dans la CPE comprenant les dystrophines, la β-

dystrobrévine et le dystroglycane, suggérant des rôles distincts de ces deux complexes.

Seuls Claudepierre et coll. (2000a), dans notre laboratoire, ont montré à partir de la technique

d’immunoprécipitation, l’existence d’un complexe macromoléculaire dans la cellule gliale de Müller

de rétine de rat impliquant la Dp71, les dystroglycanes, le δ-sarcoglycane, l’α-syntrophine et la

dystrobrévine liant le cytosquelette d’actine et la matrice extra-cellulaire (figure 20).
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6.2.4. Hypothèses sur les rôles fonctionnels des dystrophines dans la

neurotransmission rétinienne

Le fait que les perturbations de l’onde b puissent être liées à l’activité de plusieurs types cellulaires,

dont les photorécepteurs et les cellules bipolaires au niveau de la couche plexiforme externe, les

cellules gliales de Müller et des neurones de 3ème ordre tels que les cellules amacrines complique

l’individualisation des fonctions des dystrophines dans la rétine.

Ces mécanismes nécessitent tous une haute organisation membranaire dans laquelle les dystrophines

joueraient un rôle crucial pour l’agrégation et le maintien de canaux ioniques et de récepteurs de

neurotransmetteurs et ce, en interagissant avec le complexe formé par les protéines associées.

Dans les cellules gliales de Müller

Claudepierre et coll. (2000a) ont montré l’existence dans la CGM d’un complexe macromoléculaire

contenant la Dp71 qui pourrait avoir un rôle structural et/ou d’attachement de la cellule à la matrice

extracellulaire afin de participer ainsi au maintien de l’architecture tissulaire. Ce complexe permettrait

ainsi l’agrégation et la stabilisation à la membrane des CGM de canaux et/ou récepteurs impliqués

dans la régulation de la concentration extracellulaire en glutamate.

Dans la couche synaptique photorécepteurs-neurones secondaires

Dans la rétine il existe deux voies cellulaires principales : la voie verticale permettant le transfert de

l’information des photorécepteurs vers les cellules ganglionnaires en utilisant le glutamate comme

neurotransmetteur, et la voie transversale modulant l’information visuelle par les cellules horizontales

et amacrines par le biais du GABA (Wassle and Boycott, 1991; Kolb et al., 1994; Boycott and Wassle,

1999).
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Des modulations de la transmission glutamatergique ont des répercussions sur la neurotransmission

rétinienne. En effet, la perte de l’expression du récepteur métabotrope du glutamate mGluR6 entraîne

une diminution de l’amplitude de l’onde b (Masu et al., 1995). De plus, une sous-unité spécifique du

récepteur du glutamate de type NMDA (sous-unité NR1C2’) a récemment été observée concentrée

dans les terminaisons des photorécepteurs à une position similaire à celle de la dystrophine, du β-

dystroglycane et de la β-dystrobrévine (Fletcher et al., 2000), augmentant la possibilité que cette sous-

unité du récepteur NMDA soit associée avec le DPC dans les terminaisons des photorécepteurs.

Une modulation de l’homéostasie calcique aurait des conséquences sur la libération du glutamate

calcium-dépendante. Les sous-unités α1f et β2 des canaux calciques voltage-dépendant sont présentes

dans les terminaisons des photorécepteurs (Morgans, 2001; Morgans et al., 2001; Ball et al., 2002). De

plus, la sous-unité α1β des canaux calciques voltage-dépendant de type N est trouvée colocalisée avec

le β-dystroglycane dans la CPE de rétine de poulet (Blank et al., 1997). Ainsi, des modulations de la

libération ou de la réception du neurotransmetteur peuvent avoir un impact sur l’onde b de l’ERG.

Le maintien à la membrane de canaux ou transporteurs nécessite une organisation bien définie à

laquelle peuvent participer les membres de la superfamille des dystrophines associés au DAPs. Nous

pouvons donc supposer que les dystrophines participent de façon directe (par le maintien des

récepteurs membranaires) ou indirecte (en perturbant la libération de glutamate au niveau des

photorécepteurs) aux modifications de l’onde b.

De plus, le maintien de l’intégrité de la synapse photorécepteur/neurones secondaires via l’interaction

avec des composants de la MEC semble essentiel à une bonne transmission de l’information visuelle.
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7. Conclusion

Les dystrophines sont impliquées dans de nombreuses fonctions tant au niveau du tissu musculaire que

du SNC. A partir de toutes ces informations, la rétine semble être le tissu le mieux indiqué afin de

comprendre les rôles que pourraient jouer les dystrophines et protéines associées dans la

neurotransmission.

Les dystrophines sont exprimées au niveau de la couche plexiforme externe, de la membrane limitante

interne et autour des vaisseaux. A la différence de l’homme où la Dp260 semble primordiale à

l’observation du phénotype ERG chez les patients DMD, l’absence de tous les produits du gène DMD

semble nécessaire à l’obtention d’un phénotype similaire chez la souris. Des phénomènes de

compensation au sein de la rétine semblent donc possibles et nous incitent à penser que la souris n’est

peut être pas le meilleur modèle pour étudier le rôle des dystrophines dans la transmission de

l’information visuelle.

C’est pourquoi nous avons dans un premier temps recherché de nouveaux modèles d’études qui nous

permettront de mieux comprendre la fonction des dystrophines dans la rétine. Nous avons d’abord

utilisé le poisson zèbre qui est considéré comme un excellent modèle d’étude de nombreuses maladies

humaines. Puis la rétine de porc qui présente des caractéristiques anatomiques et physiologiques très

proches de celles de l’homme et très souvent utilisée comme modèle de nombreuses pathologies

humaines telles que le glaucome et la rétinite pigmentaire.

Nous avons en parallèle à ces recherches continuer à travailler avec la souris afin de pouvoir répondre

aux différentes hypothèses précédemment énoncées. De nombreuses difficultés dues à l’imbrication

cellulaire au sein de la synapse photorécepteurs-neurones secondaires, au manque d’anticorps

spécifiques de chacun des produits du gène DMD ainsi qu’aux limites de résolutions des techniques
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expérimentales nous ont alors obligé à cumuler plusieurs méthodes afin de déterminer la localisation

précise des dystrophines.
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B. Résultats

1. Le poisson zèbre

1.1. Le poisson zèbre, un nouveau modèle pour étudier la DMD

La souris a été intensément utilisée comme modèle de la Dystrophie Musculaire de Duchenne

(Allamand and Campbell, 2000). Cependant, la physiopathologie de la souris mdx déficiente pour la

dystrophine Dp427 ne mime pas entièrement la maladie humaine. En effet il semblerait que

l’utrophine compense la perte de la dystrophine. Dans ce sens, d’autres modèles semblent nécessaires

pour comprendre les évènements moléculaires qui soutiennent la DMD (McArdle et al., 1995;

Sweeney and Barton, 2000).

Au moment ou nous avons commencé nos travaux, le poisson zèbre (Danio rerio, Brachydanio rerio)

représentait un excellent modèle pour l’étude du développement des vertébrés (Kimmel, 1989, 1993;

Driever et al., 1996), l’embryologie, l’analyse génétique ainsi qu’un modèle émergeant pour les

maladies humaines (Detrich et al., 1999; Zon, 1999; Barbazuk et al., 2000; Dodd et al., 2000).

Le poisson zèbre présente un développement extra-utérin rapide de plus, les embryons sont

transparents ce qui permet la visualisation facile des organes internes tels que le cerveau, le cœur, les

muscles.

Le développement du muscle strié et du système nerveux central du poisson zèbre ont été décrit en

détail et des criblages génétiques ont permis d’identifier un certain nombre de gènes impliqués dans

ces développements. (van Raamsdonk et al., 1978; van Raamsdonk et al., 1982a; van Raamsdonk et

al., 1982b; Felsenfeld et al., 1990; Westerfield et al., 1990; Driever et al., 1994; Kuwada, 1995;

Haffter et al., 1996).

Du fait de la forte homologie entre les différents gènes des vertébrés, un gène provenant d’un

organisme fournit un accès facile à son homologue dans une autre espèce. Ainsi, l’identification et la

caractérisation de gènes affectés par ces mutations fourniront des informations pour la compréhension
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des mécanismes qui sous-tendent le développement musculaire chez le poisson zèbre mais aussi chez

les autres espèces vertébrées.

Afin de pouvoir utiliser le poisson zèbre comme modèle d’étude de la DMD nous avons dans un

premier temps caractérisé l’expression de deux produits du gène DMD : la dystrophine (Dp427) et la

Dp71 à partir d’embryon de 24h ainsi que de différents tissus du poisson adulte.

Résultats

A partir des approches expérimentales de biologie moléculaire nous avons pu mettre en évidence la

présence du messager de la Dp427 et de la Dp71 chez le poisson zèbre. En utilisant des amorces

spécifiques nous avons observé la présence de ces deux produits du gène DMD dans de nombreux

tissus tels que le cerveau, les yeux, le cœur, les intestins. Le muscle n’exprimant que la Dp427 comme

il a déjà été montré dans de nombreuses espèces.

La présence des protéines issus de ces transcrits a été confirmée dans l’embryon entier par la technique

d’immunoempreinte.

De plus nous avons caractérisé des épissages alternatifs des exons 71 et 73 pour la Dp427 et des exons

66-68 pour la Dp71. Les transcrits résultant de ces épissages présentent un schéma d’expression tissu

spécifique.

Ces résultats nous permettent de valider la poisson zèbre comme un nouveau modèle qui nous

permettra d’étudier le rôle des dystrophines au cours du développement et leurs implications dans des

pathologies telles que la DMD.



83

Ce travail a dait l’objet de la publicaiton suivant :

Molecular cloning and characterization of dystrophin and Dp71, two products of the Duchenne

Muscular Dystrophy gene, in zebrafish

Francisco Bolaños-Jiménez, Agnès Bordais, Martine Behra, Uwe Strähle, Dominique Mornet, José

Sahel, Alvaro Rendón

Gene, 2001, 274, 217–226.
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1.2. La dystrophine et la Dp71 lors du développement du poisson zèbre

Le développement précoce de l’œil et de la rétine du poisson zèbre a été décrit en détail (Schmitt and

Dowling, 1994; Connaughton and Dowling, 1998; Stenkamp et al., 2000). Comme chez les autres

vertébrés, les cellules ganglionnaires sont les premiers neurones à apparaître dans la rétine de ce

poisson (Nawrocki et al., 1985). A 60 heures après fertilisation la majorité des neurones de la rétine

centrale sont déjà présents et organisés en trois couches nucléaires séparées par deux couches

plexiformes. Cette stratification devient plus distincte aux dernières étapes du développement (figure

21). L’anatomie de la rétine continue à se développer jusqu’à trois jours après fertilisation (Branchek

and Bremiller, 1984). Ceci fournit une opportunité de comparer le développement de la structure de la

rétine avec la physiologie visuelle et le comportement. De nombreuses mutations génétiques affectant

le développement de la rétine du poisson zèbre ont été étudiées (Karlstrom et al., 1996). De plus, des

études sur le développement et la maturation du système visuel ont été réalisées afin de déterminer le

moment où le poisson zèbre commence à voir et à déplacer les yeux (Easter and Nicola, 1996). Toutes

ces caractéristiques font du poisson zèbre un modèle précieux non seulement pour l’étude du

développement du système visuel mais aussi du système nerveux central en général.

De nombreuses techniques d’étude de la vision au préalable utilisées chez la souris ont pu être

transposées au poisson zèbre (Bilotta and Saszik, 2001; Saszik and Bilotta, 2001). Des tests

optocinétiques ainsi que des enregistrements électrorétinographiques ont permis d’isoler certains

mutants (Brockerhoff et al., 1995). Ainsi plusieurs mutants présentant des troubles de l’ERG ont pu

être identifiés dont le mutant nrc (no optokinetic response c). Ce mutant présente une onde b de l’ERG

significativement retardée et diminuée en amplitude (Allwardt et al., 2001; Van Epps et al., 2001). De

plus, les auteurs suggèrent que le phénotype des mutants nrc présente de forte similarité avec celui des

patients DMD.

Comme nous l’avons précédemment exposé, la Dp427 et la Dp71 sont exprimées dans différents tissus

chez le poisson zèbre. Afin de pouvoir utiliser le poisson zèbre comme modèle d’étude pour la

compréhension de l’implication des dystrophines dans la mise en place de la transmission de
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l’information visuelle au sein de la rétine nous avons analysé l’expression des dystrophines au cours

du développement.

Résultats

Une étude par hybridation in situ nous a permis d’observer une expression différentielle

spatio/temporelle de la Dp427 et de la Dp71 lors du développement embryonnaire du poisson zèbre.

Le transcrit de la Dp71 est le premier détecté à 9-10h après fertilisation au départ dans la notochorde

puis au cours du développement dans tout l’axe du corps, alors que le transcrit de la Dp427 s’exprime

plus tardivement et uniquement dans les somites.

Nous avons aussi étudié l’expression de la Dp71 au cours du développement de la rétine. A 36h après

fertilisation le transcrit de la Dp71 est exprimé par toutes les cellules précurseurs de la rétine puis son

expression se restreint à la couche nucléaire interne et la couche des cellules ganglionnaires quand la

majorité des cellules de la rétine sont différenciées.

Suite à ces observations nous suggérons que la Dp71 exercerait des fonctions essentielles pour le

développement embryonnaire du poisson zèbre.

Ce travail a dait l’objet de la publicaiton suivant :

Dystrophin and Dp71, two products of the DMD gene, show a different pattern of expression

during embryonic development in zebrafish

Francisco Bolaños-Jiménez, Agnès Bordais, Martine Behra, Uwe Strähle, José Sahel, Alvaro Rendón

Mechanisms of Development, 2001, 102, 239-241.
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1.3. Depuis

Nous avons été les premiers à montrer l’expression de la dystrophine chez le poisson zèbre et ce dans

plusieurs organes dont le muscle, le cerveau et la rétine. Tout comme nous l’avons observé, Chambers

et coll. (Chambers et al., 2001) montrent la présence d’un orthologue du gène de la dystrophine

humaine codant pour une protéine localisée dans le sarcolemme.

De plus, des expériences d’immunoempreintes et d’immunomarquages montrent la présence de

protéines du complexe associé à la dystrophine (Parsons et al., 2002; Chambers et al., 2003; Guyon et

al., 2003). Ainsi, le β-dystroglycane, les β-, δ- et γ-sarcoglycanes sont exprimés au niveau du

sarcolemme. L’injection de Morpholino dystrophine conduit à des perturbations du développement

embryonnaire concomitantes à une diminution de la dystrophine et des sarcoglycanes. Une mutation

du gène de la dystrophine observée chez le mutant sapje entraîne une dégénérescence musculaire ainsi

que des altérations membranaires dans le muscle embryonnaire du poisson zèbre (Bassett et al., 2003).

Ces résultats ont été récemment confirmés après injection dans l’embryon de poisson zèbre de siRNAs

ciblant le gène de la dystrophine (Dodd et al., 2004). Ces observations fournissent la première

évidence génétique in vivo que la dystrophine peut être nécessaire non seulement pour la morphologie

normale et l’ultrastructure des attachements (jonctions myotendineuses) des muscles des vertébrés

comme il a été observé chez la souris mdx, mais aussi pour leur stabilité, et que la rupture de ces

attachements pourrait conduire à une dystrophie musculaire progressive.

Le modèle standard des laboratoires est la souris. Or ces animaux sont nocturnes et présentent une

faible vision des couleurs à la différence de l’homme. En effet, la rétine est dominée par les

photorécepteurs bâtonnets et les cônes ne représentent que 3% du nombre des photorécepteurs. C’est

pourquoi ces dernières années de nombreuses investigations au niveau de la rétine de poisson zèbre

ont été réalisées.

Parce que la rétine du poisson zèbre se développe rapidement et que l’embryon est transparent, Kay et

coll. (Kay et al., 2004) ont été capable de surveiller de façon continue le développement de la couche

plexiforme interne de la rétine, de sa formation jusqu’à la ségrégation en « sublaminae » ON et OFF.
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C’est ainsi la première observation in vivo du « comment » des couches synaptiques distinctes

surviennent dans une structure du système nerveux central durant le développement. La mise en place

des circuits neuronaux, l’organisation des différents types cellulaires au sein de la rétine (Connaughton

et al., 2004; Glass and Dahm, 2004) suggérent que le poisson zèbre représente un excellent modèle

d’étude afin de mieux comprendre les bases génétiques impliquées dans le développement de la rétine

(Pujic and Malicki, 2004) ainsi que les désordres visuels observés chez l’homme (Goldsmith and

Harris, 2003).

La présence des glycoprotéines du complexe associé à la dystrophine ainsi que les nombreuses études

réalisées au niveau de la rétine de poisson zèbre  nous laisse penser que celui-ci serait un excellent

modèle pour l’étude de la neurotransmission de l’information visuelle et plus particulièrement de la

compréhension du phénotype ERG observé chez les patients DMD.
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2. La souris

2.3. Conséquences de l’inactivation du produit court du gène DMD, la Dp71

Il existe de nombreux modèles murins de la DMD. La souris mdx, chez laquelle seule l’expression  de

la Dp427 est affectée, ne présente pas de phénotype ERG, comme il a été observé chez l’homme. De

même des enregistrements électrorétinographiques réalisés chez les souches mdx2cv (n’exprime pas la

Dp427 et la Dp260), mdx4cv et la souris invalidée pour l’exon 52 (n’expriment pas la Dp427, la Dp260

et la Dp140) ne présentent qu’une augmentation du temps de latence de l’onde b (Kameya et al., 1997;

Pillers et al., 1999b). Seule la souche mdx3cv déficiente pour tous les produits du gène DMD présente

un phénotype ERG similaire à celui observé chez les patients DMD (Pillers et al., 1995). Ces

observations indiquent que l’expression de la Dp71 à elle seule pourrait être suffisante pour maintenir

une onde b normale en l’absence des autres produits du gène.

Comme nous l’avons précédemment énoncé, plusieurs types cellulaires tels que les cellules bipolaires,

les cellules gliales de Müller ou bien les neurones de 3ème ordre peuvent intervenir dans la génération

ou la modulation de l’onde b de l’ERG. Dans des sections de rétines de souris et de rat, on a observé

que la Dp71 est localisée dans les CGM autour des vaisseaux sanguins ainsi que de la membrane

limitante interne (MLI) (Howard et al., 1998b; Sarig et al., 1999). Dans la rétine de rat, Claudepierre et

coll., (Claudepierre et al., 2000a; Claudepierre et al., 2000b) ont mis en évidence dans les CGM

l’expression de la Dp71 associée à un complexe glycoprotéique constitué entre autre du β-

dystroglycane, du δ-sarcoglycane, de l’α-dystrobrévine et de l’α1-syntrophine.

A partir de ces données, nous nous sommes intéressés à la participation de la Dp71 dans la

neurotransmission de l’information rétinienne et plus particulièrement à son rôle dans le phénotype

ERG. Pour cela nous avons utilisé la souris invalidée pour la Dp71 obtenue en collaboration avec les

Prs D. Yaffe et U. Nudel de l’Institut Weizmann (Israël).
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Nous avons analysé l’effet de l’absence de la Dp71 sur les enregistrements ERG scotopiques et sur la

localisation des membres du complexe β-dystroglycane et utrophine. Nous avons ensuite observé les

conséquences de la perte de la Dp71 sur la localisation et la fonctionnalité des canaux potassiques

Kir4.1, sur la localisation des canaux AQP4, ainsi que sur le maintien de l’intégrité de la rétine après

un phénomène ischémique.

Résultats

Nous n’observons pas chez la souris invalidée pour la Dp71 de modifications de l’amplitude de l’onde

b mais uniquement une diminution de l’amplitude de l’onde a de l’ERG.

La perte de la Dp71 est accompagnée d’une augmentation du niveau d’expression de l’utrophine mais

aussi d’une diminution du β-dystroglycane localisé dans la membrane limitante interne. A partir des

résultats d’immunomarquages utilisant un anticorps reconnaissant tous les produits du gène DMD

nous avons pu déduire que le marquage observé dans la CPE de la souris invalidée pour la Dp71

correspondait à l’expression de la Dp427, de la Dp260 et de la Dp140.

La perte de la Dp71 perturbe l’agrégation à la membrane des CGM des canaux AQP4 et Kir4.1 mais

n’altère en rien l'activité de ces derniers.

Suite à une ischémie transitoire réalisée chez les souris contrôles et invalidées pour la Dp71 nous

observons une diminution du nombre de cellules ganglionnaires chez la souris invalidée.

Conclusion

Nous avons montré chez la souris invalidée pour la Dp71 que cette protéine à elle seule n’est pas

responsable du phénotype ERG, nous en avons déduit que l’absence concomitante de la Dp427, de la

Dp260, de la Dp140 et de la Dp71 est nécessaire pour provoquer une diminution de l’amplitude de

l’onde b chez la souris.
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Nous avons mis en évidence le rôle de la Dp71 dans la localisation à la MLI du β-dystroglycane, ainsi

que son rôle dans l’agrégation des canaux Kir4.1 et AQP4 dans les pieds ainsi que dans les extensions

des CGM venant autour des vaisseaux. Cependant, l’implication du produit court du gène DMD dans

la localisation des canaux Kir4.1 ne semble pas perturber leur fonctionnalité et donc les flux

potassiques traversant la CGM ne participeraient pas au phénotype ERG observé chez la souris mdx3cv.

Par contre, la diminution du nombre de cellules ganglionnaires suite à une ischémie suggèrent que la

Dp71 jouerait un rôle important dans les processus qui préviennent les dommages des cellules

ganglionnaires causés par l’ischémie.

Bien que la Dp71 et la CGM ne semblent pas intervenir dans le phénotype ERG ces résultats

suggèrent tout de même un rôle essentiel de la Dp71 dans l’agrégation et la stabilisation de protéines

importantes pour le contrôle de l’homéostasie rétinienne, les canaux Kir4.1 et AQP4.

Ces résultats ont alors orienté mon travail vers la CPE afin de définir si les protéines Dp427, Dp260 et

Dp140 sont exprimées du côté pré- ou post-synaptique mais aussi de connaître la localisation cellulaire

de chacune d’entre elles afin de pouvoir par la suite déterminer leurs rôles dans le phénotype ERG.

Ce travail a fait l’objet de la publication suivante :

Targeted inactivation of dystrophin gene product Dp71: phenotypic impact in mouse retina

Cécile Dalloz*, Rachel Sarig*, Patrice Fort*, David Yaffe, Agnès Bordais, Thomas Pannicke, Jens

Grosche, Dominique Mornet, Andreas Reichenbach, José Sahel, Uri Nudel and Alvaro Rendon

Human Molecular Genetics, 2003, Vol. 12, No. 13 1543–1554

* The authors wish it to be known that, in their opinion, the first three authors should be regarded as

joint First Authors.



Figure 22: Représentation schématique d’un sphérule de bâtonnet (A) et d’un pédicule d’un
cône (B).
Localisation des différents immunomarquages.
Marqueurs des terminaisons des photorécepteurs: synaptotagmine, PSD 95, PMCA (vert
clair); PNA (orange); ruban synaptique: Bassoon (bleu).
Marqueurs des extrémités dendritiques des cellules horizontales: calbindine (beige) et
VIAAT (violet)
Marqueurs des extrémités dendritiques des cellules bipolaires: PKCα et G0α (vert),
mGluR6 (rouge).

A

B
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2.2. Localisation des produits du gène DMD dans la couche plexiforme externe

En partant de l’hypothèse que le rôle fonctionnel des dystrophines serait d’assurer le maintien et

l’agrégation des récepteurs aux neurotransmetteurs et/ou canaux ioniques dans la synapse, il nous est

apparu essentiel dans un premier temps de préciser leur localisation cellulaire au niveau des différents

types cellulaires qui forment la CPE.

Une des difficultés majeures pour réaliser ce projet vient du fait que les dystrophines : produits du

gène DMD, sont dues à l’activation de promoteurs internes et ne différent entre elles que par de

courtes séquences spécifiques, il est donc pratiquement impossible de disposer d’anticorps spécifiques

pour chaque protéine. Afin de contourner cette difficulté nous avons établi la stratégie expérimentale

suivante : une première approche a consisté à étudier par des techniques de biologie moléculaire et de

biochimie l’expression de chacun des messagers des produits du gène DMD chez une souris mutante

présentant une dégénérescence des photorécepteurs. La deuxième approche par microscopie confocale

et électronique en utilisant des anticorps pan-spécifiques qui reconnaissent toutes les dystrophines a

été réalisée dans le but de localiser l’ensemble des dystrophines dans la CPE (figure 22).

Résultats

L’étude de l’expression des dystrophines dans la rétine de souris C3H donne des premières évidences

sur la localisation des dystrophines dans la CPE. En effet par RT-PCR en temps réel, technique qui

permet de quantifier le niveau d’expression des messagers ainsi que par immonuempreinte nous avons

pu observer que le niveau d’expression de la Dp260 diminue très fortement après dégénérescence des

bâtonnets à 35 jours post-natal alors que celui pour la Dp427 et Dp140 diminue très légèrement. Ces

trois protéines sont encore exprimées à 90 jours post-natal.



92

Nous avons utilisé pour l’étude en microscopie confocale par double immunomarquage des anticorps

anti-dystrophines et des anticorps spécifiques dirigés contre des protéines marqueurs de chaque type

cellulaire. Nous avons observé que le marquage ponctué dystrophine coïncide avec les pieds des

photorécepteurs cônes et bâtonnets. On ne distingue pas de colocalisation mais une « contra-position »

du marquage dystrophine avec les extrémités dendritiques des cellules horizontales. Le marquage

dystrophine se superpose avec les extrémités dendritiques des cellules bipolaires à bâtonnets et

cellules bipolaires ON. Un agrandissement du double marquage dystrophines-mGluR6 présente une

différence entre les deux marquages suggérant un marquage dystrophine plus central encadré par le

marquage mGluR6.

La technique de microscopie confocale a ses limites de résolution et ne nous permet pas de dire avec

certitude si les dystrophines sont exprimées du coté pré et/ou postsynaptique, nous avons donc réalisé

une étude en microscopie électronique. En utilisant un anticorps pan-spécifique (reconnaît tous les

produits du gène DMD) nous avons pu observé un marquage dystrophines dans les terminaisons des

photorécepteurs cônes et bâtonnets mais pas dans les extrémités dendritiques des neurones

secondaires. Cependant, nous n’avons pas non plus obtenu de marquage des extrémités des cellules

bipolaires marquées avec l’anticorps anti-PKCα (marqueur des cellules bipolaires).

Conclusion

Malgré le fait que nous ne puissions pas encore apporter une réponse claire à la question qui était de

savoir de quel côté de la synapse sont exprimées les dystrophines Dp427, Dp260 et Dp140, l’ensemble

de ces données nous laisse toute de même entrevoir la possibilité que ces dystrophines pourraient être

exprimées dans les terminaisons des photorécepteurs ainsi que dans les extrémités dendritiques des

cellules bipolaires.

Le fait d’avoir un marquage contrôle positif en microscopie électronique nous permettrait de répondre

définitivement à la question, en considérant alors que toutes les conditions sont réunies pour obtenir un

marquage dystrophine postsynaptique s’il a lieu d’y être.
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Des phénomènes de compensation tels que l’augmentation du niveau d’expression de l’utrophine en

l’absence de la Dp71 complique la compréhension du phénotype ERG observé chez la souris. Il nous a

alors semblé nécessaire de chercher un nouveau modèle d’étude. Nous avons alors choisi d’utiliser la

rétine de porc de part le fait de son émergence comme modèle d’étude de nombreuses maladies

neurodégénératives de la rétine.

Ce travail fait l’objet de la publication suivante :

Detailed Localization of Dystrophins Dp427, Dp260 and Dp140 at the Outer Plexiform Layer of

Mouse Retina

Agnès Bordais, Yannick Schwab, Carolina Varela-Rodriguez, Patrice Fort, Colette Hindelang,

Valerie Messent, Serge Picaud, José-Alain Sahel, Michel Roux and Alvaro Rendon

Article préparé pour soumission à Journal of Comparative Neurology
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3. Le porc

Caractérisation des produits du gène DMD chez le porc

Du fait des différences entre les circuiteries rétiniennes des modèles de souris et de l’homme, les

conclusions concernant l’implication des dystrophines dans l’organisation synaptique et le phénotype

ERG observé chez les patients DMD sont difficiles à établir.

La rétine de porc a été utilisée comme modèle de nombreuses pathologies humaines (Glovinsky et al.,

1991; Quigley et al., 1995; Vickers et al., 1995; Dkhissi et al., 1999), telles que des maladies

neurodégénératives comme l’ischémie rétinienne, la rétinopathie diabétique et le glaucome.

C’est pourquoi afin de pouvoir comprendre l’importance des dystrophines dans la neurotransmission

visuelle, nous nous sommes intéressés dans un premier temps à étudier l’expression des dystrophines

et protéines associées dans la rétine de porc.

Résultats

Après amplification puis séquençage de fragments du messager de la dystrophine, nous avons pu

reconstituer la totalité du messager codant pour cette protéine. La séquence protéique déduite de ce

messager présente les différents domaines fonctionnels décris pour cette protéine chez l’homme. De

plus, les séquences spécifiques de chacun des produits courts Dp260, Dp140 et Dp71 ont pu être

séquencée. Tout comme il a déjà été observé chez l’homme dans le SNC et le poisson zèbre, le

transcrit de la Dp71 présente plusieurs épissages alternatifs.

L’analyse par immuno-empreinte confirme la présence de ces différentes protéines dans la rétine de

porc.

Des expériences d’immunomarquages en utilisant un anticorps pan-spécifique dystrophines a permis

d’établir leur localisation dans la couche plexiforme externe, autour des vaisseaux ainsi que dans la
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couche limitante interne aussi bien dans la rétine de porc que dans la rétine humaine. Ces résultats sont

en accord avec les observations faites dans plusieurs autres espèces.

Des doubles marquages dystrophine-marqueur cellulaire présentent une colocalisation du marquage

dystrophine avec un marqueur des pieds des cônes ainsi que des extrémités dendritiques des cellules

bipolaires.

De plus, des expériences de doubles marquages montrent une colocalisation du marquage β-

dystroglycane avec le marquage dystrophine alors que le marquage de l’α1-syntrophine est aussi

retrouvé dans la CPE mais diffère de celui des dystrophines.

Conclusion

Nous avons donc observé dans la rétine de porc l’expression des différents produits du gène DMD

ainsi que la présence de deux membres du complexe glycoprotéique associé à la dystrophine. De plus,

les résultats en microcopie confocale de double marquage suggèrent l’expression des dystrophines du

côté présynaptique (photorécepteurs) mais aussi postsynaptique (cellules bipolaires).

Le fait que les marquages dystrophine et α1-syntrophine ne soient pas identiques nous laisse supposer

que l’α1-syntrophine s’accrocherait à un complexe ne faisant pas intervenir les dystrophines.

Ces observations nous permettent d’établir une cartographie des dystrophines et nous serviront de

bases à des études ultérieures. Les fortes homologies architecturales et physiologiques entre la rétine

de porc et celle de l’homme nous permettrons alors de transposer nos résultats à l’homme.

Ce travail fait l’objet de la publication suivante :
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Characterization of a Novel Model to Study the Neurobiology of the Duchenne Muscular Dystrophy:

the Porcine Retina.

Agnès Bordais, Francisco Bolaños-Jimenez, Patrice Fort, Carolina Varela, José-Alain Sahel, Serge

Picaud and Alvaro Rendon

Article soumis à Neuromuscular Disorders
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C. Discussion

Dans le but de comprendre l’implication des dystrophines dans la transmission de l’information

visuelle nous nous sommes intéressés à déterminer l’expression et la localisation des produits du gène

DMD au sein de la rétine. Pour cela nous avons utilisé plusieurs modèles animaux présentant certains

avantages pour l’utilisation expérimentale mais aussi des limites dues à chaque espèce. Les études

réalisées chez le poisson zèbre et le porc étaient fondamentales et nécessaires pour pouvoir les utiliser

comme modèle de la DMD. De nombreuses études ayant déjà été réalisées pour les modèles rat et

souris, il n’était alors plus nécessaire d’effectuer des travaux de valorisation.

En effet on savait que les différents produits du gène DMD s’expriment dans la rétine de rat et de

souris. Il avait été montré la présence de la Dp427, Dp260 et Dp140 dans la couche plexiforme externe

(CPE) et de la Dp71 dans les pieds et les extensions des CGM localisés autour des vaisseaux sanguins

(CGM) et au niveau de la membrane limitante interne (Howard et al., 1998b; Claudepierre et al., 1999;

Claudepierre et al., 2000b; Dalloz et al., 2003). Claudepierre et coll. (Claudepierre et al., 2000a),

avaient montré l’existence d’un complexe macromoléculaire dans les CGM de rat associé à la Dp71 et

composé par les dystroglycanes, le δ-sarcoglycane, l’α-syntrophine et la dystrobrévine liant le

cytosquelette d’actine et la matrice extra-cellulaire.

C’est à partir de ces données que nous avons travaillé avec les souris invalidée pour la Dp71 et nous

avons montré que l’absence de cette protéine n’induisait pas le phénotype ERG. Cependant, nous

avons mis en évidence une perturbation de l’agrégation des canaux Kir4.1 et AQP4 dans les pieds

ainsi que dans les extensions des CGM venant autour des vaisseaux, mais également une importante

diminution du niveau d’expression d’AQP4 chez la souris invalidée pour la Dp71 montrant ainsi, que

la Dp71 pourrait participer à la formation d’un complexe macromoléculaire permettant l’agrégation de

ces canaux au niveau de la membrane des CGM (Dalloz et al., 2003).

Par ailleurs, différentes protéines du complexe associé à la dystrophine sont exprimées au travers de la

rétine et pourraient être impliquées dans des fonctions distinctes, certaines pouvant provoquer des

perturbations de la transmission de l’information visuelle. Dalloz et coll., (Dalloz et al., 2001) ont



Figure 23: Représentation schématique d’un pédicule d’un cône. Localisation des différentes
protéines de signalisation pouvant intervenir dans la modulation de la neurotransmission de
l’information visuelle. D’après Vardi et coll., 2001.
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observé la présence de l’α- et du β-dystroglycane, de l’α1-syntrophine et de l’α-dystrobrévine au sein

de la CPE, de même nous avons montré l’expression du β-dystroglycane et de l’α1-syntrophine dans

la CPE de la rétine de porc (Bordais et al., 2004a). La présence des dystrophines dans la CPE sans

doute des deux côtés de la synapse (Bordais et al., 2004b) nous permet de formuler l’hypothèse que

celles-ci pourraient assurer le maintien, l’agrégation et/ou la stabilisation de « protéines clés » dans la

transmission de l’information telles que des récepteurs, transporteurs et/ou autres canaux ioniques à

des sites spécifiques des membranes cellulaires pré- et post-synaptiques (figure 23).

En effet, depuis le processus d’exocytose jusqu’à la réception du neurotransmetteur sur les récepteurs

post-synaptiques en passant par la modulation de l’information au niveau des voies transversales,

toutes ces étapes ont leur importance dans la transmission de l’information visuelle et la génération de

l’onde b de l’ERG. Il existe deux voies de transmission de l’information : une voie verticale

(glutamatergique) placée tout le long de la rétine et deux voies transversales (GABAergiques) qui

traversent la rétine au niveau des couches plexiformes (Wassle and Boycott, 1991; Boycott and

Wassle, 1999; Kolb and Marshak, 2003). Mais il faut garder à l’esprit que si on élimine ou bloque la

voie glutamatergique principale bien évidemment on n’obtient plus de transmission de l’information et

donc plus d’onde b de l’ERG.

La transmission de l’information entre les photorécepteurs, cellules bipolaires et cellules horizontales

est dépendante dans un premier temps de l’expression au niveau de la CPE de canaux calcique

voltage-dépendant qui joueraient un rôle dans la libération du glutamate (Firth et al., 2001; Morgans,

2001; Morgans et al., 2001; Ball et al., 2002). Puisque dans la rétine de poulet il a été montré une

colocalisation du β-dystroglcyane avec les canaux calciques voltage-dépendants de type N (Blank et

al., 1997) on peut imaginer que le complexe dystrophine-protéines associées pourrait intervenir dans la

régulation de l’homéostasie calcique en assurant la localisation dans les terminaisons des

photorécepteurs de ces canaux calciques modulant ainsi la libération du glutamate.

Les cellules bipolaires ON détectent le glutamate libéré par les bâtonnets et les cônes par

l’intermédiaire du récepteur métabotropique mGluR6 (Nakajima et al., 1993; Nomura et al., 1994).
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Une souche de souris chez laquelle l’expression de ce récepteur a été invalidée présente une absence

de l’onde b de l’ERG (Masu et al., 1995). Il en est de même pour la souris invalidée pour la protéine

Goα associée aux récepteurs mGluR6 (Vardi, 1998; Dhingra et al., 2000). Le récepteur mGluR6 a un

rôle pivot dans la transmission de l’information visuelle, d’où son importance dans l’hypothèse du rôle

des cellules bipolaires ON dans la génération de l’onde b. Il a été évoqué à plusieurs reprises dans la

littérature le possible rôle des dystrophines dans l’ancrage du récepteur mGluR6. De part les résultats

de Kameya qui a montré que l’absence des dystrophines ne semblait pas influencer la localisation de

mGluR6 et nos propres résultats, il est clair qu’il est nécessaire d’étudier en détail la localisation de

mGluR6 chez les souris mdx3cv.

L’information glutamatergique est aussi perçue par les récepteurs ionotropiques exprimés par les

dendrites des cellules bipolaires OFF qui font contact à la base des terminaisons des photorécepteurs

(Vardi et al., 2002). De nombreuses études dans la CPE ont montré la présence de différentes sous-

unités des récepteurs au glutamate (GluRs) dans les extrémités dendritiques des cellules bipolaires

mais aussi des cellules horizontales (Vardi et al., 2000; Brandstatter and Hack, 2001; Haverkamp et

al., 2001a, b; Schultz et al., 2001). On peut donc imaginer que les dystorphines pourraient jouer un

rôle dans l’ancrage de ces récepteurs.

Les principales causes pouvant affecter la transmission rétinienne dans la fente synaptique sont liées à

la transmission glutamatergique entre les photorécepteurs et cellules bipolaires. La régulation de la

concentration du glutamate au niveau de la synapse est cruciale pour la rétine, une trop grande

concentration devient excitotoxique (Harada et al., 1998). Cette régulation intra- et extracellulaire se

fait d’une part par l’intermédiaire des transporteurs d’acides aminés excitateurs dénommés EAAT

(excitatory amino acid transporter). Les transporteurs EAAT2 (GLT1) et EAAT5 sont exprimés dans

les photorécepteurs et les cellules bipolaires (Rauen et al., 1996). Une perturbation de leur localisation

aurait pour conséquence une augmentation de la concentration du glutamate extracellulaire qui

induirait un état d’hyperpolarisation des cellules bipolaires ON, et vraisemblablement une réduction de

l’onde b de l’ERG. C’est pourquoi il serait important pour vérifier cette hypothèse d’étudier

l’expression et l’activité de ces transporteurs du glutamate dans la souris mdx3cv.
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Burris et coll. (2002) décrivent une relation particulière entre les CGM et les terminaisons des cônes.

Les prolongements provenant du tronc central de la CGM entourent les pieds des photorécepteurs dans

la CPE où les CGM éliminent les substances neuroactives (K+, GABA, glutamate) libérés dans

l’espace extracellulaire par l’activité synaptique (Newman et al., 1984; Witkovsky et al., 1985;

Newman and Reichenbach, 1996).

Dans les CGM, la régulation de la concentration du glutamate fait intervenir le transporteur du

glutamate GLAST (EAAT1) Rauen et coll., 1998) dont l’invalidation entraîne une diminution de

l’amplitude de l’onde b ainsi qu’une réduction des potentiels oscillatoires (Harada et al., 1998). Mais

on peut écarter ici le rôle de GLAST dans le phénotype ERG puisque celui-ci n’est pas délocalisé chez

la souris invalidée pour la Dp71 (communication personnelle, Patrice Fort).

Cependant, il peut aussi exister des altérations de la voie transversale GABAerqique qui résultent en

une altération de l’onde b de l’ERG. En effet, il a été observé la présence des sous-unités ρ1, ρ2 et ρ3

du récepteur GABAC dans la CPE de rétine de mammifères (Enz et al., 1996; Wassle et al., 1998)

permettant une modulation de l’information visuelle par les cellules horizontales. Les récepteurs

GABAA et GABAC ont été mis en évidence dans les pédicules des cônes mais pas directement associés

avec la triade ou la jonction basale (Vardi et al., 1992; Greferath et al., 1994; Enz et al., 1996; Vardi et

al., 1998). Ces récepteurs ont également été trouvé exprimé dans des cultures de photorécepteurs de

porc et de souris (Picaud et al., 1998; Pattnaik et al., 2000). Il a été montré que l’onde b peut être

diminuée soit par l’administration extracellulaire de GABA exogène, soit par l’augmentation de

GABA endogène. Ces résultats suggèrent que les récepteurs du GABA peuvent contribuer à la

génération de l’onde b de l’ERG. En conséquence, si les dystrophines sont responsables de la

localisation de ces récepteurs, leurs délocalisations pourraient engendrer des anomalies dans la

transmission synaptique.

Dans les CGM de rétine humaine, Biedermann et coll. (Biedermann et al., 2004) ont mis en évidence

des récepteurs GABAA localisés dans les pieds, au niveau du soma et dans les zones en contact avec

les photorécepteurs in situ. Des récepteurs GABAA de type neuronaux avaient déjà été décrits dans les

astrocytes (von Blankenfeld and Kettenmann, 1991; Fraser et al., 1994). Ces récepteurs pourraient
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permettre la régulation du pH comme il a été suggéré pour les astrocytes de l’hippocampe (Fraser et

al., 1995) ou bien faciliteraient la recapture du GABA par les transporteurs. Une perturbation de la

localisation de ces récepteurs pourrait aussi avoir une répercussion dans la transmission synaptique.

Comme nous venons de la souligner à plusieurs reprises la modulation de la neurotransmission

rétinienne n’est pas due à des facteurs exprimés dans un seul type cellulaire mais pourrait être le

résultat de la participation des différents types cellulaires de la rétine. Le fait qu’on observe une

localisation différentielles des produits du gène DMD et qu’il faille une mutation qui élimine tous ces

produits est en faveur de cette hypothèse.

Nous avons analysé une série d’hypothèses concernant le rôle des dystrophines dans la localisation et

l’ancrage des protéines impliquées dans la transmission synpatique dans la rétine.

Cependant dans le muscle squelettique, la Dp427 lie le cytosquelette d’actine à la chaîne α2 de la

laminine de la MEC via le complexe glycoprotéique (Rybakova et al., 1996). On pourrait imaginer que

le complexe dystroglycane présent dans la CPE pourrait servir de lien entre les dystrophines et la

MEC. En effet, les chaînes β2, α4 et γ3 de la laminine sont exprimées à différents niveaux dans la

rétine dont la CPE. Ces protéines ne sont pas à proprement parlé des protéines de « communication »

telles que des récepteurs ou canaux et pourtant l’absence de la chaîne β2 de la laminine entraîne une

désorganisation de la CPE se traduisant par une forte diminution de l’amplitude de l’onde b (Libby et

al., 1999). Parce que des mutations du gène de la dystrophine et de la chaîne β2 de la laminine

produisent des atténuations similaires de l’onde b, et que la CPE contient au moins une partie des

membres du complexe associé à la dystrophine qui permettent le lien entre la dystrophine et les

laminines, nous pouvons spéculer que ces deux composants agiraient de concert dans la différenciation

et la stabilisation des synapses des photorécepteurs.
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D. Perspectives

Nous venons de montrer que les dystrophines pourraient être exprimées dans les terminaisons des

photorécepteurs cônes et bâtonnets mais aussi du côté post-synaptique dans les extrémités dendritiques

des cellules bipolaires. Nous avons alors suggéré l’existence d’un complexe échafaudage permettant la

mise en place, l’agrégation et/ou le maintien à la membrane de protéines candidates précédemment

décrites impliquées dans des troubles de la neurotransmission visuelle. Nous avons aussi soulevé

l’hypothèse d’une interaction des dystrophines et protéines associées non pas avec ces protéines

candidates mais avec des éléments de la matrice extra-cellulaire (MEC) permettant alors de maintenir

une structure synaptique fonctionnelle.

1. Rôle du complexe dystrophines-protéines associées dans la transduction du signal

visuel

Les données accumulées sur la localisation dans la rétine des différents produits du gène DMD nous

semblent suffisantes pour nous focaliser à présent sur le rôle fonctionnel des dystrophines dans la CPE

et leurs implications dans la neurotransmission de l’information visuelle.

Pour cela, nous possédons au laboratoire plusieurs souches de souris mutantes ou transgéniques dont

les souris mdx et mdx3cv ou les souris invalidées pour la Dp260 et la Dp71. Ces différentes souches

nous permettrons de préciser les répercussions de la perte d’une ou plusieurs dystrophines sur

l’expression, la localisation et la fonction de récepteurs, transporteurs et/ou canaux ioniques impliqués

dans la génération de l’onde b.

Ainsi, à partir d’immunomarquages nous allons pouvoir observer l’influence de la perte d’un ou

plusieurs produits du gène DMD sur la localisation à la membrane, dans un site stratégique de la

synapse, des protéines impliquées dans la neurotransmission. Mais le fait d’avoir une localisation

correcte ne donne aucune indication sur la fonction physiologique des protéines candidates. C’est

pourquoi nous allons étudier l’impact de la perte d’une dystrophine sur la physiologie de la rétine en
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réalisant des études électrophysiologiques sur des tranches de rétine qui maintiennent alors l’intégrité

de la synapse ou bien sur des cellules isolées. Toutes ces études seront réalisées en parallèle chez la

souris sauvage et les souris mutantes ou transgéniques. Nous pourrons alors tester les réponses au

GABA et au glutamate dans les cellules bipolaires ou les photorécepteurs par la technique de patch

clamp en configuration cellule entière sur des tranches de rétine. Plusieurs résultats sont

envisageables :

- soit nous obtenons une différence dans les réponses des photorécepteurs et dans ce cas nous

réaliserons une étude sur les photorécepteurs isolés (cette étude étant plus difficile à réaliser car les

photorécepteurs chez la souris sont petits)

- soit nous obtenons une différence dans les réponses des cellules bipolaires et dans ce cas nous

réaliserons une étude sur les cellules bipolaires isolées. En plus du GABA et du glutamate nous

pourrons tester les concentrations intracellulaires de chlorure par la technique de patch clamp perforé

afin de contrôler la fonctionnalité des transporteurs chloride NKCC et KCC2

- soit nous obtenons une différence dans les réponses des deux côtés de la synapse

Suivant les résultats obtenus sur cellules isolées nous pourrons alors émettre plusieurs hypothèses :

- si nous obtenons une différence dans les réponses des cellules bipolaires isolées et/ou des

photorécepteurs isolés nous pourrons alors suggérer que les dystrophines auraient un rôle à jouer dans

le maintien ou l’agrégation à la membrane des cellules bipolaires et/ou des photorécepteurs de

protéines impliquées dans les réponses glutamate- ou GABAergiques

- si nous n’obtenons pas de variations dans les réponses aussi bien pour les cellules bipolaires que pour

les photorécepteurs isolés alors que nous en avions une dans les tranches de rétine nous pourrons alors

suggérer que l’intégrité de la synapse pourrait être altérée chez les souris mutantes ou transgéniques et

donc que les variations de neurotransmission seraient dues à la synapse dans sa globalité et non pas à

un type cellulaire en particulier. A partir de ce raisonnement nous pouvons suggérer que le contexte

synaptique influence les fonctions physiologiques des éléments pré- et postsynaptiques.
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Des phénomènes de compensation comme ceux observés chez la souris invalidée pour la Dp71

rendent difficile la compréhension du phénotype ERG c’est pourquoi nous utiliserons des modèles

animaux (précédemment décris dans nos travaux) autres que la souris.

Comme nous l’avons déjà énoncé le poisson zèbre est un excellent modèle d’étude du développement.

Le fait que celui-ci présente un développement extra-utérin rapide mais surtout que les tests

optocinétiques et les enregistrements électrorétinographiques ont pu être transposés à cette espèce

nous permettent d’envisager de nouvelles techniques d’approche pour la compréhension du rôle des

dystrophines dans la neurotransmission visuelle.

Ainsi, l’injection de Morpholino dystrophine (Guyon et al., 2003) tout comme celle de siRNAs (short

interfering RNAs) ciblant le gène de la dystrophine (Dodd et al., 2004) conduisent à des perturbations

du développement embryonnaire concomitantes à une diminution de l’expression de la dystrophine et

des sarcoglycanes. Il serait alors intéressant d’observer quels pourraient être les effets de ces injections

sur les autres membres du complexe et les protéines candidates ainsi que leur impact sur la mise en

place de la synapse et de la physiologie de la rétine. De plus, des tests comportementaux ainsi que des

ERG pourraient être réalisés afin de visualiser dans son ensemble l’influence de la perte d’un des

produits du gène DMD sur la transmission nerveuse à travers la rétine.

Depuis quelques années la rétine de porc est considérée comme un modèle d’étude de pathologies de

la rétine humaine (Glovinsky et al., 1991; Quigley et al., 1995; Vickers et al., 1995; Dkhissi et al.,

1999). Tout comme, (Wehrwein et al., 2004)Wehrwein et coll. (2004) qui ont isolés par la technique

« d’immuno-panning » les cellules ganglionnaires de rétine de porc, Balse et coll. (Balse et al., 2004)

ont réussi à séparer sélectivement les cônes des autres types cellulaires. L’utilisation des cellules en

culture primaire nous permettrait alors de pouvoir identifier et travailler sur le complexe dystrophine-

protéines associées par des techniques biochimiques.

De plus, le porc pourrait être utilisé comme modèle dans l’étude de la transmission nerveuse normale

et/ou perturbée après blocage de l’expression de gène candidat par ajout d’oligonucélotides anti-sens

ou iRNAs en organo-culture. Nous pourrions alors réaliser les même études électrophysiologiques que

celles exposées pour les souris.
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2. Rôle du complexe dystrophines-protéines associées dans l’attachement à la matrice

extra-cellulaire

Comme nous l’avons déjà énoncé, l’absence de la chaîne β2 de la laminine entraîne une diminution de

l’amplitude de l’onde b de l’ERG (Libby et al., 1999). Il paraît alors essentiel d’étudier la localisation

des chaînes β2, α4 et γ3 exprimées dans la CPE, en absence d’un ou plusieurs produits du gène DMD

chez les souris mutantes mais aussi dans les autres modèles animaux. Ces expériences nous

permettrons alors de confirmer ou d’infirmer l’hypothèse d’une interaction entre le complexe

d’échafaude et les éléments de la matrice.

Ces études nous permettront alors de structurer l’intégralité des échafaudages protéique nécessaires à

la transmission de l’information visuelle au niveau de la zone synaptique photorécepteurs-neurones

secondaires. Elles nous apporteront des réponses essentielles à la compréhension de la fonction des

dystrophines dans la neurotransmission rétinienne et donc par conséquent de leur rôle dans le

phénotype ERG.

Ces observations pourraient alors être extrapolées au SNC dans son intégralité et permettraient alors

de mieux comprendre le rôle de ces complexes dans d’autres pathologies liées à des troubles de la

neurotransmission synaptique.

Nos résultats et observations se situent aux frontières de la recherche fondamentale et de la recherche

clinique. En effet, nous pensons que toute avancée dans les connaissances des fonctions des

dystrophines aurait des répercussions dans la recherche des thérapies dans les affections dues à la

Dystrophie Musculaire de Duchenne.
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