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L
a dystrophie musculaire des cein-
tures de type 2A (LGMD2A pour
limb girdle muscular dystrophy,

MIM253600) est une maladie autoso-
mique récessive caractérisée par une
atrophie symétrique des muscles des
ceintures pelvienne et scapulaire, une
élévation de la concentration sérique
de créatine kinase et un aspect de
nécrose-régénération sur les biopsies

musculaires. Dans la majorité des cas,
les symptômes apparaissent dans
l’enfance et s’aggravent progressive-
ment jusqu’à la perte de la marche en
10 à 20 ans [1]. Le gène impliqué dans
la forme LGMD2A, identifié par clo-
nage positionnel (m/s 1995, n° 11,
p.637), code pour la calpaïne 3, une
enzyme spécifique du muscle squelet-
tique, faisant partie de la famille des

protéases du calcium à cystéine,
dépendantes du calcium (pour revue
voir [2]). A l’heure actuelle, une cen-
taine de mutations différentes ont été
observées dans le gène de la calpaïne
3. Leur nature permet d’incriminer
une déficience en cette enzyme dans
la symptomatologie observée.
Le gène codant pour la calpaïne 3
humaine (CAPN3) couvre une région
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Figure 1. Structure schématique de la calpaïne 3 et détails des événements d’épissage alternatif qui affectent son
gène. Sont représentés les quatre domaines protéiques I, II, III et IV de la calpaïne 3 ainsi que ses trois régions spé-
cifiques : NS, IS1 et IS2 (en noir). Les épissages courants sont représentés en pointillés noirs, les épissages alterna-
tifs, en pointillés rouges. Les exons de la calpaïne 3 classique, soumis à épissage alternatif, sont représentés en
bistre et indiqués par leur numéro respectif ; les séquences introniques retenues sont en rouge. A : premier exon
alternatif transcrit à partir d’un deuxième promoteur ; B : délétion de l’exon 6 ; C : délétion des exons 15 et/ou 16 et
rétention des séquences int308 ou int137 ; D : rétention de l’intron 18. Abréviations des trois résidus du site actif pro-
téolytique : Cys, cystéine ; His, histidine ; Asn, asparagine ; EF-1 à 6 : les structures liant le Ca2+.



d’environ 40 kb (m/s 1995, n° 11,
p.637). Il est exprimé principalement
dans le muscle squelettique sous la
forme d’un transcrit de 3,5kb, codant
pour une protéine de 94 kDa. Cette
dernière comporte, comme les autres
calpaïnes, 4 domaines : un domaine
protéolytique, un domaine de liaison
au calcium, et deux domaines sans
homologie connue [3]. On identifie
aussi trois courtes régions spécifiques
de la calpaïne 3 (NS, IS1 et IS2) locali-
sées, respectivement, dans la région
amino-terminale, dans le domaine
protéolytique et entre les domaines III
et IV (figure 1). La région IS2 com-
prend un signal de localisation
nucléaire [3] et un site de liaison à la
titine (ou connectine) ([4] et m/s
1997, n°10, p.1189), une protéine élas-
tique s’étendant sur la moitié d’un sar-
comère.
Sorimachi et al. ont montré que
lorsqu’elle est exprimée dans les cel-
lules COS-7, la calpaïne 3 subit une
dégradation autolytique immédiate-
ment après sa traduction, réaction
qui met en jeu la région IS2 [5]. La
calpaïne 3 sauvage, dans les cellules
COS-7, exprime aussi une activité

protéolytique vis-à-vis de la sous-unité
intrinsèque α de 230 kDa de la
fodrine, ce qui produit un fragment
de 150 kDa [6].
Nos connaissances sur la fonction, les
modalités de régulation et les sub-
strats physiologiques de la calpaïne 3
demeurent, cependant, très incom-
plètes et ne permettent pas de com-
prendre, au niveau moléculaire, com-
ment une déficience en cette enzyme
protéolytique peut conduire à un
processus dystrophique. Nous avons
donc engagé des travaux visant à
mieux cerner le rôle de la calpaïne 3,
en insistant tout particulièrement sur
l’étude, d’une part, de la régulation
de son expression et, d’autre part, de
son implication possible dans le
contrôle de l’apoptose.

Expression de la calpaïne 3
au cours du développement

Nous avons démontré qu’il existe des
différences majeures dans l’expres-
sion tissulaire de la calpaïne 3 entre
l’homme et la souris (figure 2). Par
ailleurs, si cette protéine est connue
pour être spécifique du muscle sque-

lettique, le gène est transcrit dans le
cœur et le muscle lisse humain, et le
cristallin murin. Ces expériences ont
été réalisées par hybridation in situ
(HIS) sur des coupes d’embryons
humains ou murins, à divers stades de
l’embryogenèse, en utilisant des
sondes oligonucléotidiques issues de
régions spécifiques du gène de la cal-
païne 3 (NS dans l’exon 1, IS1 dans
l’exon 6 et IS2 dans l’exon 16), ainsi
qu’une sonde reconnaissant la région
3’ non traduite du transcrit. Ces expé-
riences permettent la mise en évi-
dence globale des transcrits sans pour
autant pouvoir qualifier précisément
leur nature moléculaire.
Chez l’homme, ces 4 sondes détectent
les ARN de la calpaïne 3 dans
l’ensemble des compartiments car-
diaques, et ce dès la fin de la troisième
semaine de développement. A partir
de la 6e semaine de développement
l’expression se restreint aux oreillettes
puis disparaît chez l’adulte. En
revanche, dans le muscle squelettique
humain, l’apparition des transcrits de
CAPN3 (détectés par HIS) est tardive,
à la 8e semaine de développement,
c’est-à-dire à la fin de la période
embryonnaire [7]. Enfin, seules les
sondes issues des régions IS2 et 3’ ont
permis la détection de transcrits dans
le tractus digestif à partir de la
8e semaine de développement [8]. Il
faut noter cependant qu’une analyse
par Western blot utilisant des anticorps
monoclonaux (Dr L. Anderson, New-
castle, GB) ne détecte la protéine
qu’après la 13e semaine de développe-
ment et ce uniquement dans le
muscle squelettique.
Chez la souris, les quatre sondes révè-
lent les messagers de la calpaïne 3
dans le système musculaire squelet-
tique : à jour 13,5 après conception
pour les membres supérieurs et à jour
14,5 pour les membres inférieurs.
Dans cette espèce, contrairement à
l’homme, aucune expression n’a pu
être mise en évidence dans le tissu car-
diaque et le muscle lisse. En revanche,
de forts signaux sont également détec-
tés dans le cristallin dès le jour 12,5 et
persistent jusqu’après la naissance,
hormis pour la sonde issue de la
région NS, qui ne détecte aucun trans-
crit du cristallin (voir plus loin) [9].
Cette différence dans les profils
d’expression de la calpaïne entre
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Figure 2. Expression des transcrits de la calpaïne 3 au cours des développe-
ments embryonnaires humain (A) et murin (B) par hybridation in situ.
L’expression tissulaire révélée par les sondes (NS, IS1, IS2 et/ou 3’), spéci-
fiées à droite de la figure, est indiquée selon la chronologie de développe-
ment de chaque espèce.



l’homme et la souris et la mise en évi-
dence de transcrits dans d’autres tis-
sus que le muscle squelettique doi-
vent être pris en compte lors de
l’analyse de modèles transgéniques
ou knock-out pour le gène de la cal-
païne 3 et lors d’essais thérapeu-
tiques.

Isoformes de la calpaïne 3

En plus des données de l’hybridation
in situ, d’autres observations, réali-
sées lors du clonage des ADNc des
gènes humain et murin de la cal-
païne 3, suggéraient l’existence de
formes différentes résultant d’un
épissage alternatif de ces gènes. Une
recherche systématique par RT-PCR
de tels variants de la calpaïne 3 a
confirmé chez la souris que diffé-
rents événements affectent les
régions NS, IS1, IS2 et le domaine de
liaison au calcium (figure 1) [10]. Ils
peuvent être divisés en trois catégo-
ries : (a) les épissages des exons 6, 15
et/ou 16, qui respectent la phase de
lecture ; (b) la conservation, au
niveau de l’ARN messager, de deux
séquences différentes présentes dans
l’intron 16, qui entraîne un change-
ment du cadre de lecture et, proba-
blement, la traduction d’une pro-
téine tronquée de son domaine liant
le calcium ; (c) le remplacement de
l’exon 1 par un premier exon 1’, dit
spécifique du cristallin, vraisembla-
blement transcrit à partir d’un
deuxième promoteur situé au niveau
de l’intron 1. L’épissage des exons 4,
5 ou 7, la rétention de l’intron 18
sont plus rarement observés.
Nos travaux, ainsi que ceux d’autres
équipes dont celle du Dr Shearer
(Portland, OR, USA), ont montré que
la combinaison de ces différents évé-
nements résultait en une grande
diversité des messagers de la calpaïne
3, selon les tissus et selon le stade de
développement. Globalement chez
l’embryon murin, les formes majori-
taires sont les formes épissées, au
niveau soit de l’exon 6, soit des exons
15 et 16. Chez la souris et l’homme
adultes, la calpaïne 3 classique reste la
forme majoritaire dans les muscles
squelettiques. Des isoformes variables,
trop nombreuses pour être toutes
citées, ont été détectées chez diffé-
rentes espèces (souris, rat, chien, tau-

reau, porc) dans le muscle lisse, le tissu
cardiaque, le cerveau, le thymus et
dans différents tissus de l’œil dont bien
sûr, le cristallin [10, 11] (Dickson et al.,
Genbank n°AF127766). Les observa-
tions dans l’œil sont particulièrement
intéressantes : les isoformes observées,
nommées d’après le poids moléculaire
de la protéine correspondante et com-
prenant toujours une séquence trans-
crite de l’exon 1’, Lp82 (GenBank
n°U96367), Lp85 (n° AF052540) et
Rt88 (n° AF061726), ont été détectées
pour la première fois au niveau pro-
téique [12].
De même que l’expression embryon-
naire de la calpaïne différait entre
l’homme, la souris et d’autres
espèces, il semble que les isoformes
de la calpaïne 3 ne sont pas iden-
tiques dans les deux espèces : chez
l’homme, seuls les exons 6, 15 et 16
sont épissés (catégorie [a] ci-dessus) et
les isoformes correspondantes ont
été observées dans des cultures pri-
maires de myoblastes et myotubes,
dans les leucocytes et au niveau
embryonnaire (GenBank n° AF127765
et AF127764), mais aucune forme
correspondant aux deux autres caté-
gories (b et c) n’a été mise en évi-
dence. Une analyse fine de la séquence
nucléotidique permet d’apporter
quelques explications quant à ces dif-
férences : (a) aucun promoteur alter-
natif n’a pu être prédit en amont de
la séquence humaine correspondant
à l’exon 1’ murin ; de plus, la pré-
sence d’un codon stop en phase dans
cette séquence conduirait à l’arrêt
prématuré d’une éventuelle traduc-
tion ; ces observations sont en accord
avec les données issues de l’hybrida-
tion in situ indiquant qu’il n’existe
pas de formes spécifiques du cristal-
lin chez l’homme [9] ; (b) l’absence
de sites d’épissage cryptiques dans
l’intron 16 humain interdirait la
rétention des séquences introniques
int137 et int308 [9] ; (c) l’intron 18
présente, chez l’homme, un décalage
du cadre de lecture, et sa conserva-
tion conduirait à une protéine tron-
quée, différente de celles observées
dans des myoblastes de souris et dans
le cristallin du rat.
Il est évident que la traduction de ces
isoformes entraîne des modifications
de la structure et des propriétés de la
calpaïne 3, affectant sa localisation

subcellulaire, sa régulation par le cal-
cium, et sa liaison à la titine, mais
aussi la modulation de l’activité enzy-
matique et la reconnaissance de sub-
strats. De plus, ces différentes iso-
formes qui affectent les régions
spécifiques de la calpaïne 3 permet-
tent d’explorer la spécificité de cette
protéase par rapport aux autres cal-
païnes. Les conséquences des diffé-
rents événements sur les propriétés
connues de la calpaïne peuvent être
déduites des caractéristiques des
domaines impliqués et d’études fonc-
tionnelles que nous avons menées.
C’est ainsi que l’autolyse, la lyse de la
fodrine ou encore la liaison à la titine
ont été examinées in vitro après
expression des différentes isoformes.
L’absence de l’exon 6, événement le
plus fréquemment observé, affecte
l’autolyse de la protéine mais pas sa
capacité à dégrader la fodrine ou à se
lier à la titine (figure 1) [10]. Cette
observation est en accord avec la
localisation dans cet exon de deux
des trois sites de coupure par auto-
lyse [13] et suggère une participation
séquentielle de ces sites dans le phé-
nomène d’autolyse. De par sa posi-
tion dans le site catalytique, il est éga-
lement possible que l’exon 6 joue un
rôle déterminant dans la reconnais-
sance d’un substrat spécifique. La
région IS2, qui comporte un site de
liaison à la titine et un signal de
translocation nucléaire, et où semble
se concentrer toute une série d’épis-
sages alternatifs (figure 1), pourrait
également être impliquée dans plu-
sieurs de ces fonctions. L’épissage de
l’exon 15, qui inclut aussi un site de
localisation nucléaire, pourrait donc
moduler la localisation cellulaire de
la calpaïne 3. La délétion de l’exon
16 a deux effets : elle affecte les deux
types de protéolyse dont la dépen-
dance vis-à-vis du calcium s’accroît, et
elle entraîne une augmentation de la
liaison à la titine (figure 1). Peut-être
ces deux phénomènes résultent-ils
d’un changement de conformation
de la protéine lié à l’absence de
l’exon 16. La conservation de la liai-
son à la titine dans le cas des épis-
sages des exons 15 et 16 indique que
les sites de liaison ne sont pas situés
dans les exons concernés. Enfin, la
traduction d’isoformes possédant les
deux séquences de l’intron 16
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conduirait à la suppression du
domaine IV de liaison au calcium, un
mécanisme qui a déjà été observé
dans le cas des calpaïnes spécifiques
de l’estomac [14].
On le voit, la famille des calpaïnes
devient de plus en plus complexe :
non seulement de nouveaux gènes
sont identifiés régulièrement (9 cal-
païnes de mammifères sont actuelle-
ment répertoriées) mais chacun de
ces gènes est susceptible, à l’instar de
celui de la calpaïne 3, de donner
naissance à des isoformes variées
ayant des profils d’expression spéci-
fiques d’un tissu donné.

Apoptose et LGMD2A

Un certain nombre de dystrophies
musculaires sont caractérisées par un
profil dit de « nécrose-régénération ».
Dans le cas de la dystrophie de
Duchenne par exemple (m/s 1988,
n° 3, p. 141), 30 % à 40 % des fibres
expriment la myosine développemen-
tale, un marqueur de régénération
musculaire [15] (m/s 1998, n° 10,
p. 1077). Bien que la LGMD2A soit
également caractérisée par un profil
de nécrose-régénération, seulement 3
% à 4 % des fibres sont reconnues par
un anticorps monoclonal dirigé
contre la myosine développementale
[16]. Nous nous sommes donc
demandé si la perte musculaire obser-
vée dans la LGMD2A pouvait résulter
non seulement d’un processus nécro-
tique, mais également d’une mort cel-
lulaire programmée ou apoptose.
L’application de la méthode TUNEL
à l’analyse de sections de biopsies
musculaires provenant de patients
atteints de diverses pathologies mus-
culaires a effectivement révélé des
noyaux apoptotiques dans les fibres
musculaires de 13 patients atteints de

Figure 3. Mise en évidence, par la
méthode TUNEL, de noyaux en apop-
tose dans le tissu musculaire d’un
patient LGMD2A. Un double mar-
quage TUNEL/Dystrophine ne montre
aucun noyau en apoptose dans le
tissu musculaire d’un individu sain
(A). La même technique permet de
confirmer la présence de noyaux
apoptotiques dans les fibres muscu-
laires d’un patient LGMD2A (B).
Barres d’échelle : 60 µm.
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LGMD2A (figure 3A) alors qu’aucune
image de ce type n’a pu être mise en
évidence dans des biopsies muscu-
laires d’individus sains (figure 3B) ou
affectés par d’autres myopathies
(c’est-à-dire dystrophie musculaire de
Miyoshi, dystrophie facio-scapulo-
humérale, dystrophie musculaire de
Duchenne, myopathie de Becker, α-
et γ-sarcoglycanopathies).
Pour que le défaut en calpaïne
explique ce phénomène d’apoptose,
une possibilité était que cette enzyme
ait une activité régulatrice sur des
facteurs de transcription connus
pour activer des gènes de survie.
Parmi tous ces facteurs, notre atten-
tion s’est portée sur NFκB, un hété-
rodimère composé des sous-unités
p65 (Rel A) et p50 (pour revue voir
[17, 18]). NFκB est séquestrée dans
le cytoplasme via une interaction
avec son inhibiteur IκBα qui masque
la séquence de translocation nu-
cléaire présente sur Rel A. La protéo-
lyse d’IκBα permet la translocation
nucléaire de NFκB où il va activer la
transcription de ses gènes cibles. Un
certain nombre d’arguments militent
en faveur de NFκB : (1) les calpaïnes
ubiquitaires contrôlent son activité
par la protéolyse de son inhibiteur
IκBα [19] ; (2) l’entrée de NFκB
dans le noyau induit l’expression de
nombreux gènes dont certains
codent pour des protéines de survie
[20] ; (3) l’inhibition de la transloca-
tion de NFκB dans le noyau par une
forme non phosphorylable et non
dégradable d’IκBα induit l’apoptose
dans des fibroblastes transformés par
ras [21] ; (4) les fibres musculaires
des patients atteints de LGMD2A pré-
sentent un taux d’apoptose 60 fois
supérieur à celui d’autres pathologies
musculaires [16].
Des expériences d’immunofluores-
cence indirecte nous ont permis de
montrer que ce phénomène apopto-
tique est étroitement associé à une
accumulation sarcoplasmique et

Figure 4. Localisation nucléaire de la
calpaïne 3 dans le tissu musculaire
d’un patient DMD. Les noyaux
visibles en contraste de phase (A) et
marqués en immunofluorescence
indirecte (B) sont indiqués par des
flèches. Barres d’échelle : 60 µm.
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nucléaire d’IκBα ainsi qu’à un blo-
cage de l’entrée de NFκB dans le
noyau. Nous avons également
démontré en co-exprimant la cal-
païne 3 et IκBα dans un système
hétérologue qu’IκBα était un sub-
strat potentiel de cette enzyme in
vitro [16]. L’ensemble de ces résultats
suggère que la LGMD2A pourrait
être causée par la perte du rôle pro-
tecteur d’apoptose de NFκB piégé
dans le cytoplasme par IκBα, ce der-
nier n’étant plus dégradé en raison
de l’absence de la calpaïne 3.
Il est maintenant essentiel de déter-
miner si cette régulation s’exerce de
façon directe ou indirecte via
d’autres facteurs capables d’influer
sur la stabilité d’IκBα et/ou sa locali-
sation nucléaire. Il est particulière-
ment séduisant de penser que l’acti-
vité régulatrice de la calpaïne 3 sur
IκBα puisse s’exercer dans le noyau.
Cette hypothèse est corroborée par la
présence d’un motif de translocation
nucléaire dans la région IS2 de la cal-
païne 3 [5] et la démonstration de la
présence de celle-ci dans le noyau
[16] (figure 4). Notre prochain objec-
tif sera donc de tester cette hypo-
thèse qui, si elle est vérifiée, permet-
tra d’expliquer les premières étapes
de la séquence des événements
conduisant à un processus dystro-
phique chez les patients atteints de
LGMD2A.

Conclusions

L’identification d’une relation de
cause à effet entre déficience en cal-
païne 3 et apoptose permettrait de
reconnaître la LGMD2A au sein des
LGMD et laisse entrevoir l’élucida-
tion de son rôle et la définition de
cibles (dont les gènes de survie spéci-
fiques du muscle contrôlés par
NFκB) d’une stratégie thérapeu-
tique. Les retombées médicales et les
perspectives thérapeutiques parais-
sent donc très prometteuses. Sur le
plan fondamental, ces travaux illus-
trent l’intérêt de l’étude des patholo-
gies musculaires pour disséquer les
voies de régulation de l’apoptose
dans les myocytes, modèle remar-
quable en raison du grand nombre
de noyaux et de mitochondries et de
leur durée de vie particulièrement
longue ■
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■■■ BRÈVES ■■■

■■■ Une antibiothérapie pour sur-
passer les mutations nonsens du
gène de la dystrophine ? Il était déjà
connu que l’addition d’aminoglyco-
sides dans le milieu de culture de
cellules issues de patients atteints de
mucoviscidose et porteurs d’un
codon stop prématuré du gène
CFTR (cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator) était capable
de restaurer l’expression de ce gène
[1, 2]. Une équipe américaine vient
d’appliquer cette démarche à la
myopathie de Duchenne, mais cette
fois, apporte une preuve de la faisa-
bilité de cette approche directe-
ment in vivo [3]. En effet, dans le
modèle murin mdx de cette affec-
tion  une mutation ponctuelle dans
le gène entraîne un arrêt préma-
turé de la synthèse de dystrophine.
Les auteurs ont tout d’abord
démontré que des cellules muscu-
laires issues de muscles de nouveau-
nés mdx, cultivées en présence de
300 µg/ml de gentamycine néosyn-
thétisaient la dystrophine. Néan-
moins, la fenêtre efficace semble
étroite puisque en deçà de cette

dose, aucun effet n’est noté alors
qu’au-delà, l’effet est délétère. La
suppression de ces codons stop pas-
sant vraisemblablement par l’inser-
tion d’un nouvel acide aminé en
lieu et place du codon nonsens, on
peut supposer qu’une telle lecture
du message protéique par la machi-
nerie de traduction puisse être délé-
tère, appliquée à l’ensemble des
protéines… Il était néanmoins ten-
tant d’étudier le pouvoir « répara-
teur » de cette antibiothérapie direc-
tement in vivo. Lorsque la
gentamycine est administrée en
injection quotidienne sous-cutanée
pendant 14 jours, il est possible de
détecter, chez certains des animaux,
un niveau de dystrophine de l’ordre
de 10 % à 20 % de la normale. Ce
niveau d’expression suffit à protéger
le muscle ainsi traité contre des
dommages induits par des contrac-
tions provoquées. De plus, le niveau
des créatine kinases sériques de ces
animaux chute significativement,
indiquant bien une diminution du
processus nécrotique, caractéris-
tique de l’affection. Ces résultats

sont indiscutablement intéressants
puisque, en dehors de la greffe de
moelle osseuse, déjà rapportée dans
ces colonnes (m/s 1999, n° 12,
p. 1427), il s’agit du premier essai
thérapeutique de cette dystrophie
musculaire utilisant une voie
d’administration générale et donc
susceptible de corriger l’ensemble
de la musculature squelettique des
patients. Néanmoins, en dehors de
l’ototoxicité et de la néphrotoxicité
de cette antibiothérapie, deux
points méritent d’être soulignés : (1)
les mutations engendrant un codon
stop ne représentent qu’un faible
pourcentage des mutations du gène
de la dystrophine chez l’homme ;
(2) la posologie et le mode d’admi-
nistration risquent de constituer le
talon d’Achille de cette approche
thérapeutique.

[1. Howard M, et al. Nat Med 1996 ;
2 : 467-9.]
[2. Bedwell, et al. Nat Med 1997 ; 3 :
1280-4.]
[3. Barton-Davis E, et al. J Clin Invest
1999 ; 104 : 375-81.]
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