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INTRODUCTION

Dans le tissu cardiaque, l’entrée principale du calcium
extracellulaire, impliqué dans la signalisation et les fonc-
tions cellulaires, se fait via des canaux calciques voltages
dépendants. Les propriétés électrophysiologiques et phar-
macologiques de ces canaux ont été bien décrits [1-3]. 

Les études biochimiques et moléculaires ont permis
d’établir la structure de ces canaux comme étant formés
de plusieurs sous-unités. La sous-unité α1, étant le pore
conducteur, se trouve associée aux sous-unités α2, β, 
γ, et δ, sous-unités régulatrices. Dans le cœur des mam-
mifères, deux types de courants calciques ont été rap-
portés montrant une distribution cellulaire spécifique : 
(i) Le courant calcique à bas seuil d’activation ou de type
T (ICa-T), exprimé dans le système de conduction car-
diaque, dans le pacemaker ainsi que dans les cellules
atriales. Il a également été mis en évidence dans les car-
diomyocytes ventriculaires de rat au stade fœtal et néo-
natal, pour disparaître au cours du développement post-
natal [4]. ICa-T a été de même observé dans les cellules
cardiaques hypertrophiées [5] et les cellules ventricu-
laires adultes dédifférenciées en culture primaire [6-7].
(ii) Le courant calcique à haut seuil d’activation ou de
type L (ICa-L), observé dans toutes les cellules cardiaques 
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R É S U M É : Dans le cœur, deux types de courants cal-
ciques ont été décrits, L et T. Cependant une compo-
sante calcique dihydropyridine-résistante a été mise en
évidence dans les myocytes ventriculaires de rats dont
l’expression semble être régulée au cours du processus
de différentiation-dédifférentiation de ces cellules. Le
but de notre étude est de rechercher la présence d’une
telle composante dans les cardiomyocytes humains.

Sur des cellules atriales, nous avons mesuré à l’aide
de la technique de patch clamp le courant calcique de
type L en présence de 2 µM de nifédipine. Un courant
résiduel est activé (– 2,7 ± 0,7 pA/pF, n = 6) dans la
même gamme de potentiels que le type L nifédipine
sensible (–2,1 ± 0,4 pA/pF, n = 6) mais avec un déplace-
ment de la courbe d’inactivation de – 10 mV. De plus il
est complètement bloqué par 500 µM de chlorure de
cadmium et sa densité est significativement augmentée
par l’isoprotérénol à 1 µM ( – 7,5 ± 0,5 pA/pF, n = 6 ; 
p < 0,01). Ces résultats mettent en évidence que le
courant calcique nifédipine-résistant, similaire à celui
qui a été exprimé dans les cardiomyocytes ventricu-
laires de rat, existe dans les cellules atriales humaines.
Son identité moléculaire, son niveau d’expression,
ainsi que son rôle dans les conditions physiopatholo-
giques restent à élucider. 

A B S T R A C T : In the heart, two types of calcium cur-
rents were described, the L- and T-type. In addition to
these two types, a dihydropyridine-resistant Ca2+ c o m-
ponent has been described to be up-regulated in rat
ventricular cardiomyocytes during their differentia-
t i o n - dedifferentiation process. The aim of our study is
to examine if such calcium current component is pre-
sent in human cardiomyocytes. 

The patch clamp technique was used to record Ca2 +

current in atrial cells. In the presence of 2 µM nife-
dipine, residual current was activated (– 2.7 ± 0.7
pA/pF, n = 6) in the same voltage range as the L-type,
nifedipine-sensitive Ca2+ current (– 2.1 ± 0.4 pA/pF, 
n = 6), but its steady-state inactivation was negatively
shifted by 10 mV. This nifedipine-resistant Ca2+ c u r-
rent was completely blocked by 500 µM cadmium
chloride and significantly enhanced by 1 µM isopro-
terenol (– 7.5 ± 0.5 pA/pF, n = 6 ; p < 0.01). 

These results give evidence that a nifedipine-
resistant Ca2+ current, similar to the one which has
been shown to be developmentally expressed in rat
ventricular cardiomyocytes, is observed in human
atrial cells. Its molecular identity, its expression level
as well as its role in pathophysiologic conditions re-
main to be studied.



N. FARÈS et al. – Courant calcique nifédipine-résistant                                         Journal Médical Libanais 2008 • Volume 56 (3) 169

indépendamment de leur stade du développement. Sa sen-
sibilité aux dihydropyridines (DHPs), marqueurs phar-
macologiques, a été utilisée pour caractériser sa struc-
ture moléculaire et pour cloner les gènes codant pour ses
composantes protéiques multimériques [8]. En plus de
ces deux types de courants calciques, une troisième com-
posante calcique dihydropyridine résistante avec des pro-
priétés électrophysiologiques différentes de celles de 
IC a - L et de IC a - T a été récemment décrite dans les myocytes
ventriculaires néonataux de rat mais reste absente dans
les myocytes adultes [9]. Toutefois, cette composante
s’est avérée être réexprimée lors de la dédifférentiation
des cardiomyocytes adultes en culture [10] suggérant
ainsi qu’une telle réexpression pourrait se produire dans
les situations physiopathologiques telles que les cardio-
pathies chroniques, et pourrait être impliquée dans la
p a t h o g e n è s e .

L’objectif de notre étude est de rechercher la présence
d’une telle composante calcique dans les cardiomyo-
cytes atriaux humains isolés de l’auricule droit lors de 
la mise en place de la circulation extracorporelle afin
d’apporter des éléments supplémentaires à la compré-
hension des mécanismes cellulaires impliqués dans le
développement des maladies cardiaques chroniques.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

Dissociation cellulaire
Les myocytes atriaux ont été isolés enzymatiquement

selon le protocole décrit par Hatem et al., 1997 [11], à
partir de tissus de l’appendice auriculaire de six patients
(paramètres cliniques inaccessibles) opérés dans les ser-
vices de chirurgie cardio-thoracique (CHU Hôtel-Dieu
de France, Liban) lors de la mise en place de la circula-
tion extracorporelle. Toutes les solutions physiologiques
utilisées durant tout le processus de dissociation cellu-
laire jusqu’à l’obtention de cellules auriculaires isolées
prêtes pour les mesures électrophysiologiques sont bul-
lées avec un mélange d’air (95% O2 et 5% CO2).

Mesures électrophysiologiques
Toutes les expériences ont été réalisées en conditions

de voltage imposé à température ambiante (20 ± 2°C) à
l’aide de la technique de patch clamp utilisant la confi-
guration cellule entière [12]. 

Les micropipettes (2 à 4 MΩ) ont été préparées 
sur une étireuse verticale à double chauffage (PP830,
Narishige), et reliées à la tête d’un amplificateur (Axo-
patch 200B, Axon instrument, USA), et conduit par un
PC-compatible à un micro-ordinateur par l’intermédiaire
d’un panneau de conversion A/D-D/A (Labmaster TM-
40 ; Solon-USA). Le potentiel membranaire, l’acquisi-
tion de données, ainsi que l’analyse des résultats ont été
effectués à l’aide du logiciel P-Clamp (version 6 ; Axon
Instruments, Foster City, CA-USA). La capacité mem-
branaire a été estimée à partir d’un protocole de dépola-
risation de – 10 mV (durée de 10 msec) et un potentiel de
repos de – 90 mV. Aucune correction de la résistance en

série ou de la capacité membranaire n’a été effectuée.
Les courants calciques ont été enregistrés en utilisant

un protocole de double pulse afin de tracer les courbes
courant-tension (I-V) et les courbes d’activation et d’inac-
tivation à l’état stable. En effet, à partir d’un potentiel de
repos de –80 mV, des pulses de dépolarisation croissants
(par incréments de +10 mV, i.e. le pulse conditionnel)
d’une durée d’une seconde sont appliqués, suivis d’un
retour à – 80 mV pendant 5 millisecondes, et par un
pulse-test dépolarisant d’une seconde au potentiel de 
0 mV, valeur pour laquelle le maximum de ICa-L est
obtenu. Les amplitudes des pics de courant pour les
courbes (I-V) et les courbes d’activation à l’état stable
ont été mesurées à partir des pulses conditionnels. Les
courbes d’inactivation à l’état stable ont été tracées à
partir du courant normalisé enregistré pendant les pulses-
tests. Les données des courbes d’activation et d’inactiva-
tion ont été fittées à l’aide de l’équation de Boltzmann :

I/Imax = {1 + exp [(Vm - V0,5)/k)}–1

où I/Imax est le courant relatif, V0,5 est la moitié du vol-
tage maximum de la courbe d’activation ou d’inactiva-
tion, et k est la pente.

Solutions
La solution de Tyrode contient (en mM) : NaCl 140,

KCl 5,4, CaCl2 1,8, MgCl2 1,8, HEPES 10 et D-glucose
10, à pH 7,4 avec du NaOH. 

Les courants calciques ont été enregistrés dans une
solution externe, dépourvue de Na+ et de K+, contenant
(en mM) : N-méthyl-D-glucamine (NMG) 130, tétra-
éthylammonium-Cl (TEACl) 20, CaCl2 1,8, MgCl2 2,
HEPES 10, et D-glucose 10, à pH 7,4 avec du HCl.

15 µM de tétrodotoxine (TTX, Sigma), ont été ra-
joutés à la solution de Tyrode avant les expériences en
voltage-imposé. 

La solution intrapipette, dans laquelle les ions de
potassium ont été également omis, contient (en mM) :
CsCl 110, TEACl 20, MgATP 5, NaGTP 0,3, Na2ATP 2,
Na2 phosphocréatine 5, EGTA 10, et HEPES 5, à pH 7,2
avec du TRIS. 

La nifédipine (Sigma) a été dissoute dans du diméthyl
sulfoxyde (DMSO) pour former une solution mère de
10–3 M. L’isoprotérénol (Sigma) a été dissoute dans du
Tyrode additionnée d’acide ascorbique pour former une
solution mère de 10 –3 M. Une solution mère à 10–3 M de
chlorure de cadmium (Sigma) a été également préparée
diluée dans du Tyrode. Une fois utilisées, toutes ces
drogues ont été rajoutées à la solution testée à la con-
centration finale désirée.

Toutes les solutions physiologiques de perfusion utili-
sées dans les mesures électrophysiologiques sont bullées
avec un mélange d’air (95% O2 et 5% CO2).

Analyse statistique
Les données sont exprimées en valeurs moyennées

± SEM, et les comparaisons entre les moyennes ont été
effectuées en utilisant le test de Student (t-test). 

P < 0,01 est considéré statistiquement significatif.
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RÉSULTATS

Mise en évidence du courant calcique nifédipine-
résistant dans les cellules atriales humaines

La figure 1 montre les tracés de courants calciques
obtenus en réponse à des dépolarisations, pour des incré-
ments de +10 mV, à partir d’un potentiel de repos (HP) 
de –80 mV. Les courbes I-V (Fig. 2A) tracées à partir des
courants enregistrés montrent que les courants calciques
en configuration cellule entière présentent les mêmes
propriétés électrophysiologiques que IC a - L avec des va-
leurs de potentiels de –40, 0 et +50 mV pour le seuil d’ac-
tivation, le pic, et le potentiel d’inversion du courant,
respectivement. L’application de 2 µM de nifédipine,
inhibiteur puissant de IC a - L, n’a pas cependant complète-

ment bloqué le courant calcique (Fig. 1B). Le pic du c o u-
rant résiduel à 0 mV (Fig. 1B) représente 55,4 ± 10,6 %
de la densité du courant calcique total (– 2,7 ± 0,7 v s
– 4,9 ± 0,4 pA/pF, p < 0,01 ; n = 6 cellules). Dans ces
c o nditions expérimentales, la densité de IC a - L bloquée 
par la nifédipine (mesurée par la soustraction du cou-
rant résiduel calcique du courant calcique total) est de 
– 2,1 ± 0,4 pA/pF (n = 6 cellules).

Caractérisation du courant calcique nifédipine-résistant
La figure 2 montre la disponibilité de ICa-L n i f é d i p i n e -

sensible et du courant calcique nifédipine-résistant (IC a - N R) .
Les paramètres d’activation de ces deux composantes 
sont comparables entre eux (Tableau I). Cependant, les
paramètres d’inactivation de ICa-NR ( V0 , 5 = –34,5 ± 0,5 mV, 

A. Tracés de courants calciques superposés
obtenus par des incréments de dépolarisation 
à partir d’un potentiel de repos de –80 mV (voir
le protocole) avant et après application de la
nifédipine (2 µM). 
Les tracés du courant de type L inhibés par la
nifédipine (▲) sont obtenus par la soustraction
des tracés de courant nifédipine-résistant (■)
du courant total.

B. Courbes moyennées (± SEM, n = 6) courant-
tension des composantes du courant calcique
total (•), de type L (▲), et résiduel (■).

A

B

FI G U R E 1

Contrôle (1,8 mM Ca2+)

Nifédipine (2.10-6 M)

Contrôle - Nifédipine
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k = 6,8 ± 0,3, n = 6 cellules) obtenus en utilisant le pro-
tocole de double pulse illustré en haut de la figure 2,
montre un déplacement de 10 mV vers des potentiels
plus négatifs que ceux pour ICa-L (V0,5 = – 24,5 ± 0,2 mV, 
k = 5,3 ± 0,2, n = 6 cellules).

La figure 2A montre les effets du chlorure de cadmium
( C d C l2) sur le pic du courant calcique nifédipine-résistant.
En effet, l’addition de 500 µM de CdCl2 montre un blo-
cage total du courant.

De plus, l’ajout d’1 µM d’isoprotérénol augmente si-
gnificativement IC a - N R (– 7,5 ± 0,5 pA/pF, n = 6 ; p < 0 ,01)
(Figure 2B). 

DISCUSSION

Dans cette étude, nous mettons en évidence l’expres-
sion d’un courant calcique nifédipine-résistant (ICa-NR)
dans les cellules atriales humaines. La nature exacte des
canaux soutenant ce courant n’est pas encore connue et
exige de nombreux travaux expérimentaux. Les résultats
rapportés dans ce travail plaident pour une isoforme du
canal différente de celles déjà décrites dans les myocytes
cardiaques. L’évidence première sur la présence de ICa-NR

dans les cardiomyocytes atriaux humains est révélée par
application de 2 µM de nifédipine dans le milieu extra-
cellulaire ; bien qu’à cette concentration le courant cal-
cique de type L devrait être bloqué complètement dans
les cellules cardiaques (Pignier et al., 2002) [10], nous
avons toutefois toujours environ 55% du courant cal-
cique non inhibé. L’analyse des courbes I-V montre que
ce ICa-NR est activé dans une gamme de potentiels iden-
tique à celle observée pour ICa-L, avec un V0,5 décalé vers
des potentiels plus négatifs (Tableau I). D’après ces
résultats, l’hypothèse que ce courant pourrait être de type
T peut être alors écartée. En outre, l’absence d’un effet de
la TTX nous permet d’exclure l’hypothèse d’une éven-
tuelle contribution à ce courant calcique résiduel, le
courant calcique de type N ou encore le passage de cal-
cium par les canaux sodiques TTX-sensibles.

De plus, tenant compte des courbes I-V et de la sensibi-
lité des canaux calciques aux processus de phosphoryla-
tion (Fig. 2B), le courant IC a - N R présente le même compor-
tement que IC a - L en réponse à l’isoprotérénol. En recoupant
tous ces faits expérimentaux, nous pouvons postuler q u e

TABLEAU I
PARAMÈTRES D’ACTIVATION ET D’INACTIVATION

À L’ÉTAT STABLE DES COURANTS CALCIQUES
NIFÉDIPINE-SENSIBLE TYPE L (ICa-L)
ET NIFÉDIPINE-RÉSISTANT (ICa-NR)*

ACTIVATION INACTIVATION

V0,5 (mV) k V0,5 (mV) k

L - t y p e –10,5 ± 0,3 –7,2 ± 0,2 –24,5 ± 0,2 5,3 ± 0,2

N R - t y p e –12,9 ± 0,5 –6,5 ± 0,4 –34,5 ± 0,5 6,8 ± 0,3

*Les données sont fittées avec une fonction Boltzmann simple.
Les valeurs sont moyennées ± SEM (n = 6 cellules).

A

B

A. Effets des inhibiteurs du courant calcique sur le courant
calcique NR (■). Effets du cadmium (500 µM, ∆) obtenu
par le protocole de voltage imposé indiqué en dessus.

B. Effets de l’isoprotérénol sur le courant NR. Tracés de
courant de type-NR mesuré à 0 mV (■) et en présence de
1 µM isoprotérénol + 2 µM nifédipine (          

FI G U R E 2

)
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ICa-NR pourrait être une autre composante du courant cal-
cique et probablement un isotype de ICa-L.

Les études de génétique moléculaire ont décrit la
diversité ainsi que les déterminants des propriétés des
canaux calciques [13-15]. La perméabilité aux cations et
la sensibilité aux drogues reviennent à la sous-unité α1,
le pore conducteur du canal alors que l’amplitude du
courant et la porte du canal sont principalement régulées
par les sous-unités α2, δ, β et γ. La sensibilité aux DHPs
des canaux calciques de type L [14] ainsi que leur dispo-
nibilité en fonction du potentiel [16] dépendent de la
sous-unité α1c. Si le canal calcique nifédipine-résistant
est une isoforme du canal calcique de type L, nous pou-
vons spéculer qu’il pourrait résulter de l’expression d’un
épissage alternatif de la sous-unité α1c ou des sous-unités
auxiliaires ; une notion que nous ne pouvons pas exclure
[17]. Pour démontrer ces hypothèses, l’étude électro-
physiologique du canal à l’échelle unitaire ainsi qu’une
approche moléculaire seront nécessaires. 

D’un autre côté, nous avons mis en évidence, dans des
études ultérieures, la présence de IC a - N R, dans les cardiomyo-
cytes ventriculaires de rats au stade néonatal mais qui
serait absente au stade adulte, et qui pourrait être réexprimé
une fois que les cellules cardiaques adultes se dédifféren-
cient en culture primaire suggérant une régulation poten-
tielle des canaux de type-NR lors du développement nor-
mal et pathologique [10]. De même, d’autres auteurs ainsi
que nous-mêmes avons également analysé et décrit la plas-
ticité phénotypique des cellules ventriculaires à passer d’un
phénotype normal à un phénotype fœtal dans certaines
conditions spécifiques [6, 18]. De plus, il est actuellement
connu que plusieurs composantes ioniques peuvent être la
cible de régulation de niveau d’expression dans certaines
circonstances pathologiques ou au cours du processus de
vieillissement, telles : augmentation du courant potassique
transitoire sortant dans les myocytes atriaux humains au
cours du développement [19] et sa diminution dans les
myocytes ventriculaires de patients présentant une insuffi-
sance cardiaque [20] ; augmentation de la densité du canal
calcique de type L au cours du développement cardiaque
postnatal [21] sans manifester des changements notables
au cours du vieillissement [4] ou dans certaines conditions
pathologiques [22]. Enfin, comme il a été mentionné plus
haut, la sous-unité α1 semble être régulée au cours du
développement [23] et l’isoforme foetal semble être réex-
primé dans le myocarde de rat non nécrosé pendant le
remodelage du ventricule gauche [24]. 

Ces résultats démontrent donc clairement la présence
d’une composante calcique nifédipine-résistante dans les
cellules atriales humaines semblable à celle présente au
cours du développement postnatal et du processus de
dédifférenciation des cellules cardiaques.

CONCLUSION

Bien que la fonctionnalité exacte de ces canaux et 
l’identification de leur structure restent à élucider, l’évi-
dence de la régulation de leur expression au cours du

développement semble être bien établie. Les résultats
dans le présent travail sont conformes aux données de la
littérature et plaident en faveur de la capacité des cellules
atriales humaines à exprimer le courant calcique de type-
NR et qu’une telle expression pourrait se produire dans 
les maladies cardiaques chroniques et, par conséquent,
pourrait être impliquée dans certains processus physio-
pathologiques comme par exemple la sécrétion de cer-
taines hormones cardiaques (facteur atrial natriurétique) 
à l’égard du courant calcique de type T [25].
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