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INTRODUCTION

A. HypothEse de travail

Les cellules cardiaques sont capables d’adapter leurs propriétés
électrophysiologiques a des contraintes externes physiologiques ou pathologiques. On parle
alors respectivement de plasticité et de remodelage électriques.

La plasticité et le remodelage électriques peuvent étre caractérisés par I'enregistrement :
- au niveau de l'organe, d’un électrocardiogramme de surface ;
- au niveau cellulaire, d’'un potentiel d’action et de courants ioniques.

Chez les mammiféres, I'activité électrique cardiaque est sous la dépendance de plus de 30
courants ioniques différents (Boyett et al., 1996). Ces courants sont générés par des canaux
ioniques formés par I'association de sous-unités a, ou sous-unités "canal", et de sous-unités
auxiliaires régulatrices (sous-unité ). Une cellule spécialisée comme la cellule cardiaque
exprime une centaine de sous-unités a et B. La plasticité électrique résulte de la modification
du nombre et/ou des propriétés des canaux ioniques a la membrane. Les variations du
nombre peuvent étre dues a une modification de leur transcription, de leur traduction, de leur
adressage ou de leur dégradation. Parmi toutes ces étapes, notre hypothése est que les
modifications transcriptionnelles des génes codant les canaux ioniques (ou
remodelage ionique) jouent un réle prépondérant dans la plasticité électrique. En effet,
la transcription est spécifique, finement régulée par une multitude de facteurs, économique
et adaptée a des réponses moyen et long terme. Des études précédentes réalisées au sein
du laboratoire nous ont déja permis de valider cette hypothése chez la souris, en définissant
I'expression globale des canaux ioniques dans différentes situations physiologiques et
pathologiques, et en montrant que les variations d’expression observées se répercutent au
niveau fonctionnel.

Le premier objectif de ma thése a consisté a déterminer dans le coeur humain sain, si la
spécialisation régionale de la fonction électrique cardiaque s’accompagne d’'une expression
régionale de canaux ioniques. J'ai également voulu savoir si les différences liées au sexe
dans I'électrophysiologie cardiaque prennent leur origine dans des différences d’expression
moléculaire.

La deuxiéme partie de ma thése a consisté a valider notre hypothése dans des conditions
pathologiques, a travers I'analyse du remodelage ionique associé a la fibrillation auriculaire,
au syndrome de Brugada et a I'insuffisance cardiaque, chez 'lhomme.

Enfin, dans la derniére partie de mon travail, et dans I'avenir, notre objectif est d’identifier les
facteurs de transcription qui régulent la transcription des canaux ioniques et les mécanismes
de feed-back entre le phénotype électrophysiologique et la machinerie de transcription.

B. plasticitE EIEctrique : mises en Evidence fonctionnelles

1. Hétérogénéité électrique intrinséque du coeur



La spécialisation régionale de la fonction électrique a été reconnue en 1852 par les
travaux de Stannius. Il a observé par ligature entre le sinus veineux et I'auricule du cceur de
grenouille, que l'oreillette et le ventricule ont un rythme spontané et indépendant (Stannius,
1852). Nous savons maintenant que l'activité contractile du coeur est coordonnée dans le
temps et dans I'espace, et qu’elle est précédée et déclenchée par une activité électrique
spécifique a chaque région. Cette premiére partie introductive décrira les principaux acteurs
de I'hétérogénéité électrique régionale du coeur a deux niveaux : cellulaire et intégré. De
brefs rappels historiques permettront de comprendre I'évolution des connaissances. Dans un
soucis de cohérence avec mon travail, les données seront principalement tirées d’études
chez ’lhomme.

a. Mise en évidence a I'étage intégré : I'électrocardiogramme de surface

L’électrocardiogramme (ECG) de surface est la technique la plus ancienne qui
permet de révéler, a I'échelle de I'organe, les différents phénoménes électriques associés
aux battements cardiaques. Il représente l'intégration spatio-temporelle la plus achevée et la
plus complexe du fonctionnement répétitif de protéines-canal. Le premier ECG humain,
enregistré par Waller en 1887 a I'aide de I'électrométre capillaire, ne met en évidence que
deux déflections produites par deux événements ventriculaires (Waller, 1887 ; Figure 1 A,
page 16). Cette technique était relativement sensible mais lente. Les enregistrements ont
été, dans un premier temps, améliorés par Einthoven (Figure 1 B, page 16), qui a par la suite
mis au point le galvanometre a cordes. Il publia en 1903 le premier ECG humain comportant
5 déflections désignées PQRST (Einthoven, 1903 ; Figure 1 C, page 16), caractéristiques
d’un tracé actuel : une onde lente (P), désignant I'activité électrique auriculaire, suivie par
une série rapide de changements (QRS) et une autre onde lente (T), représentant les
différents événements ventriculaires.

0.5 sec.

B L e [ e e B o e o e S P

Figure 1 A Enregistrement par Waller de 'TECG humain, a 'aide de I'Electrométre capillaire. ¢, temps ;
h, pulsation externe du cceur ; e, électrocardiogramme. B Tracé publié par Einthoven en 1902
enregistré avec I'Electrométre capillaire. Les ondes sont nommées A, B, C et D. Le tracé inférieur est



une correction mathématique de ce tracé par Einthoven. La terminologie utilisée est alors P, Q, R, S,
et T. C Premiére publication d’ECG humain enregistré par le galvanometre a cordes (1903) (cité dans
Janse & Rosen, 2006).

L’électrocardiogramme refléte donc la séquence d’événements électriques associée au cycle
de contraction (dépolarisation) et de relaxation (repolarisation) de chaque région du ceeur.
L’activité électrique myocardique est initiée spontanément au niveau des cellules pacemaker
du nceud sinoatrial. La vague d’excitation qui en émerge se propage rapidement a travers
I'oreillette et la dépolarisation auriculaire qui en résulte donne lieu a 'onde P de 'ECG. La
premiére partie de 'onde P est produite par la dépolarisation de I'oreillette droite et la
seconde, par la dépolarisation de I'oreillette gauche. Aprés un délai au niveau du nceud
auriculo-ventriculaire, reflété par I'intervalle PR, I'excitation se propage aux ventricules par
l'intermédiaire du systéme His-Purkinje. La dépolarisation ventriculaire, reflétée par le
complexe QRS, se propage depuis I'endocarde vers I'épicarde et depuis I'apex vers la base.
La repolarisation des oreillettes est masquée par le complexe QRS. L’intervalle ST
correspond a la période d’excitation des ventricules jusqu’a leur phase de relaxation. La
forme de I'onde T de 'ECG illustre I'hnétérogénéité de repolarisation qui existe au sein de la
paroi ventriculaire. Le complexe QRS et 'onde T ayant la méme polarité, les régions du
ventricule qui se dépolarisent en dernier sont donc également celles qui se repolarisent en
premier. Ainsi, I'épicarde est repolarisé avant 'endocarde et, la base avant I'apex.

Le tableau 1 récapitule les valeurs physiologiques des paramétres mesurés a partir

d’un tracé électrocardiographique enregistré chez 'homme.

Tableau 1 Valeurs physiologiques d’un tracé électrocardiographique humain.

Analyse générale de I'ECG : Analyse spécifique de I'ECG :
- Autant d'ondes P que de QRS -onde P durée < 0.12sec _ amplitude < 2.5mm
- Fréquence entre 60 et 100/min - intervalle PR constant, d'une durée de 0.12 a 0.20sec
- Axe moyen gauche (-30 a +90°) - complexe QRS durée < 0.1sec
- segment ST isoélectrique
- intervalle QTc durée < 0.45sec
-onde T asymétrique _ amplitude < 2mm

b. Mise en évidence a I'étage cellulaire : le potentiel d’action

Au niveau cellulaire, 'avénement des techniques électrophysiologiques au début des
années 1950 a permis d’enregistrer I'activité électrique du cceur sous la forme de potentiels
d’action (PA). La sommation dans le temps et dans I'espace de ces potentiels d’action est
responsable des différentes ondes de 'ECG. Les PA myocardiques s'’inscrivent en cing
phases successives : (i) une phase 0 de dépolarisation rapide, (ii) une phase 1 de
repolarisation précoce, (iii) une phase de plateau (phase 2) suivie (iv) d’'une phase 3 de
repolarisation qui raméne le potentiel de membrane vers sa valeur de repos et enfin (v) une
phase 4 qui correspond a une stabilisation du potentiel de repos au niveau du potentiel
d’équilibre du potassium (Ek) (Figure 2). L'étude des spécificités régionales des PA a permis
de révéler, a une nouvelle échelle, 'hétérogénéité électrique cardiaque (Schram et al.,
2002).

M‘uase 1



Figure 2 Morphologie du potentiel d’action myocardique humain. Les différentes phases du PA sont
notées de 0 a 4 (Nerbonne & Kass, 2005).

i. Hétérogénéité électrique entre les tissus contractiles

Bien que des tissus soient de méme fonction, les caractéristiques de leur activité
électrique sont hétérogénes. C’est le cas par exemple entre 'oreillette et le ventricule, les
deux composantes du myocarde contractile (Lauribe et al., 1989 ; Jost et al., 2005 ; Figure
3). Le potentiel de repos des cellules auriculaires (= -70 a -80 mV) est environ 5a 10 mV
plus dépolarisé que celui des ventricules (Schram et al., 2002). Leur PA est caractérisé par
une phase 3 de repolarisation lente par rapport au ventricule.

Oreillette Ventricule

Omy - 0omV

50 mV

|
J —_—

200ms

Figure 3 Potentiels d’action auriculaire (Lauribe et al., 1989) et ventriculaire (Jost et al., 2005) chez
'homme.

Au sein des oreillettes, des différences régionales dans la morphologie des PA ont
également été observées. La durée du PA des cellules auriculaires qui bordent le nceud
sinusal est la plus longue et diminue progressivement vers la périphérie (Spach et al.,
1989a), facilitant la propagation de I'influx électrique depuis le nceud sinusal vers le nceud
auriculo-ventriculaire (Spach et al., 1989b). Cette hétérogénéité joue un réle dans la
survenue des arythmies par réentrées. Par ailleurs, la durée du PA et de la période effective
réfractaire dans l'oreillette gauche est plus courte que dans loreillette droite (Li et al.,
2001a).

L’hétérogénéité régionale des PA ventriculaires a été bien établie. Au niveau
transmural tout d’abord, comparé a I'endocarde, le PA épicardique est caractérisé par une
durée plus courte et une phase 1 de repolarisation proéminente suivie par une encoche

(spike and dome ; Ravens & Wettwer, 1998 ; Figure 4).
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Figure 4 Potentiels d’action épicardique et endocardique chez ’lhomme (Ravens & Wettwer, 1998).

S’ajoute a ce gradient transmural, une hétérogénéité électrique le long de I'axe apico-
basal du cceur. En effet, une étude chez le chien a montré que la durée du PA est
significativement plus longue au niveau de la base par rapport a 'apex du myocarde
ventriculaire. De plus, la phase 1 de repolarisation est plus marquée au niveau de 'apex

50 ms
(Szentadrassy et al., 2005 ; Figure 5).

Figure 5 Potentiels d’action de la base et de I'apex ventriculaire chez le chien (Szentadrassy et al.,
2005).

Par ailleurs, une différence majeure a été décrite chez le chien entre I'épicarde droit
et gauche, au niveau de la phase de repolarisation précoce du PA. L’amplitude de cette
phase 1 dans I'épicarde droit est environ trois fois supérieure a celle du gauche (Di Diego et
al., 1996).

ii. Hétérogeénéité électrique entre les tissus automatiques et contractiles

C’est en 1949 que Coraboeuf et Weidmann enregistrent le premier potentiel d’action,
sur des fibres de Purkinje isolées a partir du coeur de chien, par la technique de micro-
électrode (Coraboeuf & Weidmann, 1949 ; Figure 6).

Figure 6 Premier enregistrement de potentiel d’action myocardique, sur fibres de Purkinje de chien

(Coraboeuf & Weidmann, 1949).



Les fibres de Purkinje sont responsables de la propagation rapide de I'influx
électrique du nceud auriculo-ventriculaire vers les ventricules (Schram et al., 2002). Elles
constituent également des foyers jonctionnels automatiques responsables de rythmes
d’échappement en cas de blocs auriculo-ventriculaires.

Le PA des fibres de Purkinje se distingue de celui des ventricules (Mérot et al., 2000 ;
Schram et al., 2002 ; Figure 7) par (i) un potentiel membranaire (= -90 mV) plus
hyperpolarisé de 5 a 10 mV, (ii) une phase de plateau du potentiel d’action qui a lieu a des
potentiels négatifs alors que celle des ventricules est relativement positive (= +10 a +20 mV ;
Han et al., 2002), (iii) une durée plus longue et (iv) la présence d’'une phase 4 de
dépolarisation diastolique spontanée qui est a la base de I'automatisme de leur activité
électrique (Hauswirth et al., 1968 ; Shih, 1994). Pour des fréquences cardiaques faibles, la
durée du potentiel d’action des fibres de Purkinje augmente plus que celle des ventricules
(Moore et al., 1965 ; Carmeliet, 1977), générant préférentiellement des post-dépolarisations
précoces (EAD, early afterdepolarisations ; Nattel & Quantz, 1988). Chez 'homme, ces post-
dépolarisations précoces sont responsables de réentrées dans le tissu endocardique
adjacent aux fibres de Purkinje, a I'origine notamment des troubles du rythme ventriculaire
associés aux syndromes du QT Long.

0 .
. Fibre de
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-50
™ \\_//
100 ms Ventricule
0 -
Figure 7 Potentiels d’action de et al., 2002) et de ventricule (Mérot et al.,
2000) chez le chien. 50mV
A I'hétérogénéité des P/ == rkinje et les ventricules, s’ajoute

celle entre les fibres de Purkinje dljoq{)égset gauches. En effet, la durée du PA dans les
fibres de Purkinje du ventricule droit est plus longue que dans celles du ventricule
gauche.

A titre indicatif, le tableau 2 récapitule différents paramétres qui caractérisent les
PA des compartiments auriculaire, ventriculaire, des fibres de Purkinje, de I'épicarde
et de 'endocarde du cceur humain.

Tableau 2 Propriétés des potentiels d’action des différents compartiments du coeur humain.

cellules cellules fibres de cellules cellules
atriales ventriculaires Purkinje épicardiques endocardiques
Potentiel de membrane (mV) -74 -80 -90 -86 -87
Potentiel d'action
- Amplitude (mV) 93 108 107 104 105
- Durée a 90% de repolarisation (msec) 225 257 339 351 330
- Vmax (V/sec) 158 178 387 228 234

- Amplitude maximale (mV) 19 28 27 18 18




c. Mise en évidence au niveau de la cellule isolée : les courants ioniques

Chacune des cing phases successives des PA correspond a des mouvements d’ions
spécifiques. Les méthodes d’analyse de courants ioniques, introduites par Hodgkin et Huxley
en 1952, ont permis d’identifier leur réle dans la genése du potentiel d’action (Hodgkin &
Huxley, 1952). lIs ont en effet établi des équations mathématiques décrivant les propriétés
d’activation, de déactivation et d’inactivation des conductances potassiques et sodiques de
I'axone géant de calmar. Ces équations ont ensuite été utilisées pour I'analyse des
cinétiques des autres courants.

La majorité des connaissances actuelles concernant les courants ioniques cardiaques ont
été obtenues grace a la méthode de voltage-clamp. En 1967, Reuter enregistra sur des
fibres de Purkinje de mouton le premier courant calcique grace a la technique de potentiel
imposé en double-sucrose-gap (Reuter, 1967). Ce courant entrant présent lors de la
dépolarisation de la membrane des fibres de Purkinje, se caractérisait par un pic vers 100ms
et une durée d’inactivation longue. Le réle d’'un courant dans le PA étant déterminé par ses
cinétiques, selon Reuter ces observations suggéraient qu’'une entrée massive de calcium
associée a l'activité de ce courant pouvait jouer un réle important dans le maintien du
plateau du PA. Par la suite, le développement de techniques plus sensibles comme le patch-
clamp dans les années 1980 (Hamill et al., 1981) a permis d’enregistrer de nouveaux
courants tels que les deux composantes du courant calcique, lca) et Ica 1, dans les cellules
atriales de chien (Bean, 1985).

La phase de dépolarisation rapide du PA résulte de I'activation du courant sodique
(Ina)- Cette phase est suivie par une repolarisation transitoire (phase 1), reflétant I'inactivation
des canaux sodiques et I'activation du courant potassique transitoire sortant (l,). Cette
repolarisation transitoire ou "notch" influence le niveau de dépolarisation et la durée du
plateau du PA (phase 2). La dépolarisation membranaire active également les courants
calciques voltage-dépendants. L’influx de calcium a travers les canaux de type L (Ica)
durant la phase de plateau est le principal activateur du couplage excitation-contraction du
myocarde de travail. Durant cette phase la sortie de potassium est élevée et au furet a
mesure que les canaux calciques s’inactivent, les courants potassiques sortants deviennent
prédominants. |l en résulte une repolarisation (phase 3) qui rameéne le potentiel de
membrane au niveau du potentiel de repos. Contrairement aux canaux calciques et
sodiques, il y existe de multiples types de courants potassiques voltage-dépendants et
voltage-indépendants, qui contribuent a la repolarisation du PA myocardique. La plus grande
diversité fonctionnelle se trouve parmi la famille des courants voltage-dépendants. Il existe
deux types de courants sortants transitoires, li, tast €t o siow @iNsi que plusieurs courants a
rectification retardée, dont Ik (Ikgapide)), Iks (Iksiow)) €t lkur (Ikitrarapiay)- La famille des courants
voltage-indépendants comprend les courants a rectification entrante Ixs, Ik ach €t Ik ate. La
durée du potentiel d’action cardiaque est déterminée par la balance entre les courants
entrants dépolarisants et les courants sortants repolarisants, notamment durant les phases
de plateau (phase 2) et de repolarisation (phase 3). La résistance membranaire étant forte
durant ces deux phases, des changements subtils de densité des courants ioniques
correspondants peuvent induire des variations importantes de la durée du PA. Durant la
phase 4 du PA, le courant Ik, permet la stabilisation du potentiel de repos vers le potentiel
d’équilibre du potassium (Ex).

i. Hétérogénéité électrique entre les tissus contractiles

L’hétérogénéité des PA auriculaires et ventriculaires est associée a des différences
dans la nature et dans les propriétés de différents courants ioniques. Chez le chien, le
courant calcique de type T, Ica1, €st détecté dans les oreillettes mais pas dans les
ventricules (Nuss & Houser, 1993 ; Yue et al., 1997). Parmi les courants ioniques
responsables de la phase 3 de repolarisation du PA, le courant potassique ultrarapide a



rectification retardée I, est présent dans les cellules auriculaires mais pas ventriculaires (Li
et al., 1996 ; Figure 8, page 23). Au contraire, la densité du courant Ik, est plus faible dans
les oreillettes, expliquant la phase 3 de repolarisation plus lente par rapport aux ventricules
et le potentiel de repos plus dépolarisé (Varro et al., 1993 ; Wang et al., 1998 ; Figure 9,
page 23). Une étude chez le rat a montré que la densité du courant Ik ach auriculaire est
environ 6 fois supérieure a celle du ventricule (McMorn et al., 1993). Lors de la stimulation
parasympatique du courant Ik acn, l€ raccourcissement des PA au sein du tissu auriculaire est
hétérogéne (Ninomiya, 1966), pouvant contribuer aux troubles du rythme supraventriculaires
(Liu & Nattel, 1997).
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Figure 9 Enre al., 1998).
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Chez 'homme, il semble que I'hétérogénéité de repolarisation de la paroi ventriculaire soit
principalement liée au courant potassique transitoire sortant |, qui présente une densité
environ 4 fois plus importante dans I'épicarde par rapport a 'endocarde (Nabauer et al.,
1996 ; Figure 10). Cette différence de densité est un élément clé de I'hétérogénéité de
repolarisation transmurale puisqu’elle est associée a la présence spécifique du spike and
dome au niveau du PA épicardique.
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Iy, se caractérise par deux variants en terme de cinétique : Iy, tast présente une cinétique
d’inactivation rapide, alors que celle de li, 50w €St lente (Nabauer et al., 1996 ; Figure 11).

lo tast €St Majoritairement présent dans I'épicarde ventriculaire alors que la composante lente
caractérise I'endocarde (Kaab & Nabauer, 2001).
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Figure 11 Cinétiques d’inactivation de Iy, dans I'épicarde et I'endocarde humain sain (Nabauer et al.,
1996).

Des travaux chez I'animal ont permis d’observer d’autres différences électrophysiologiques
au sein de la paroi ventriculaire. Chez le rat, le courant sodique Iy, présente lui aussi un
gradient transmural avec une densité supérieure dans I'endocarde (Ashamalla et al., 2001).
Par ailleurs, une étude chez le cobaye a montré une densité plus forte de Ik, et Ixs dans
I'épicarde par rapport a 'endocarde (Bryant et al., 1998).

En accord avec une phase de repolarisation précoce plus marquée dans I'épicarde
ventriculaire droit par rapport au gauche, la densité du courant Iy, st y €St plus importante (Di
Diego et al., 1996).

Les données concernant les différences apico-basal dans I'amplitude des courants
ioniques sont limitées aux modéles animaux. Chez le chien, les cellules apicales présentent
une densité du courant potassique i, plus importante que les cellules de la base (Figure 12).
Ce résultat est en accord avec une phase précoce de repolarisation proéminente dans
'apex. Par ailleurs, 'amplitude importante du courant Ixs dans les cellules I'apex (environ 2
fois plus forte), pourrait permettre d’expliquer la durée plus courte de leur PA (Szentadrassy
et al., 2005 ; Figure 13, page 25).

‘I I——
=
Apex 5ms
Figure 12 Densité de | = -assy et al., 2005).
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Figure 13 Densité de Ik d: lien (Szentadrassy et al., 2005).

i. Hétérogéne... . = QPR atiques et contractiles

Plusieurs différences dans les propriétés électrophysiologiques des fibres de Purkinje
et du ventricule ont été observées. Les caractéristiques du courant |; dans ces deux
compartiments cardiaques est en accord avec I'activité automatique des fibres de Purkinje.
En effet, une étude chez le chien montre que l'activation du courant I; ventriculaire se fait a
des potentiels plus négatifs que dans les fibres de Purkinje (Figure 14), et qui ne sont pas
dans les gammes physiologiques (Yu et al., 1995).
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Figure 14 Enregistrement du courant I; dans le ventricule et les fibres de Purkinje chez le chien (Yu et
al., 1995).

Une étude récente réalisée chez le chien a montré une hétérogénéité dans les
caractéristiques du courant sodique. En effet, la contribution de la composante neuronale du
courant Iy, est plus importante dans les fibres de Purkinje par rapport au ventricule (Haufe et
al., 2005). Deux classes de courants calciques ont été décrites dans le cceur : le type L
(long-lasting) et le type T (fransient). La densité de Ic, est plus importante dans le ventricule
par rapport aux fibres de Purkinje. Ainsi, Ica, est le principal courant calcique des cellules
ventriculaires alors que dans les fibres de Purkinje, Ic. 1 contribue également
significativement a 'activité électrique membranaire (Tseng & Boyden, 1989). Chez ’homme,
la densité du courant |, responsable de la premiére phase de repolarisation du PA est
inférieure dans le ventricule par rapport aux fibres de Purkinje, en raison d’une cinétique
d’inactivation plus rapide (Han et al., 2002 ; Figure 15). D’autre part, les caractéristiques
fonctionnelles et pharmacologiques de |, dans ces deux compartiments sont différentes : ses
cinétiques d’inactivation et de levée d’inactivation sont plus lentes dans les fibres de
Purkinje, et sa sensibilité au 4-Aminopyridine (4-AP) et au tétraéthylammonium (TEA) est
plus faible dans le ventricule. En effet, alors que le 4-AP supprime presque totalement le
courant |, des fibres de Purkinje, seulement 50% d’inhibition est observé au niveau
ventriculaire. Le TEA ne modifie pas le courant Iy, ventriculaire alors qu’il inhibe fortement
celui des fibres de Purkinie (Han et al., 2002).

Fibres de Purkinje Ventricule

+ 60 mV

Figure 15 En
et al., 2002).

Etant donné les difficultés d’isolement, seule une étude a décrit I'enregistrement de plusieurs

courants (I et l,) dans les fibres de Purkinje chez 'homme (Han et al., 2002).

Le tableau 3 récapitule les principaux courants ioniques enregistrés chez ’'homme
dans les compartiments auriculaire et ventriculaire, dans les fibres de Purkinje ainsi
que dans I'épicarde et I'endocarde.

Tableau 3 Principaux courants ioniques du PA, enregistrés dans les différents compartiments du
coeur humain. +++ ; ++ ; + : représentation décroissante de la densité des courants. ? : pas de donnée
disponible chez I’'homme.

cellules cellules fibres de cellules cellules
atriales ventriculaires Purkinje épicardiques endocardiques
Courant majeur de la phase o
Ina +++ +++ ? ? ?
Courant majeur de la phase 1
lio ++ ++ + +++ +
Courant majeur de la phase 2
lcaL ++ ++ ? ?
Courants majeurs de la phase 3
lkur +++ + ? ? 2
Iks ++ ++ ? ? ?
Ikr ++ ++ ? ? ?
IK,ACh +++ + ? ? ?
Courants majeurs de la phase 4
Ik + ++ ++ ? ?




2. Hétérogénéité électrique liée au sexe

Les méthodes d’enregistrement de 'activité électrique du coeur ont permis d’identifier
des différences entre les hommes et les femmes dans la physiologie et la pathologie du
systéme cardiovasculaire. La premiére observation d’une hétérogénéité liée au sexe au
niveau de 'ECG a été faite par Bazett il y a 86 ans (Bazett, 1920). Il nota que les femmes ont
un intervalle QT corrigé (QTc) significativement plus long que celui des hommes, bien
gu’elles aient également une fréquence cardiaque plus élevée. De nombreuses études ont
par la suite confirmé ces observations (Levinson et al., 1985 ; Merri et al., 1989 ; Rautaharju
et al., 1992 ; Burke et al., 1996 ; Huikuri et al., 1996 ; Burke et al., 1997 ; Stramba-Badiale et
al., 1997 ; Yang et al., 1997 ; Bidoggia et al., 2000 ; Rodriguez et al., 2001 ; Smetana et al.,
2002 ; Smetana et al., 2003).

a. Les hormones stéroidiennes : bref rappel
Il existe trois grandes catégories d’hormones stéroidiennes : (i) les androgénes, (ii)
les cestrogénes et (iii) les progestagénes :
e Androgénes
0 Testostérone
0 Androsténedione
o Dihydrotestostérone
o0 Deéhydroépiandrostérone
o Stéroides anabolisants
o (Estrogénes
o0 CEstradiol
o CEstrol
o CEstriol
e Progestagéne

0 Progestérone

Les androgénes, ou hormones masculines, permettent le développement des caractéres
sexuels males. Ainsi, la production de testostérone, principale hormone masculine,
augmente au cours de la puberté puis reste constante.

L'cestrogéne et la progestérone sont deux hormones féminines sécrétées par les ovaires. On
parle donc d’hormones ovariennes. Les cestrogénes sont responsables du développement
des caractéres sexuels féminins et, avec la progestérone, ils régulent les fonctions
reproductrices chez la femme. Durant les 28 jours du cycle menstruel, leurs taux évoluent :
la production d’cestrogénes domine pendant la phase folliculaire alors que c’est celle de
progestérone qui est majoritaire durant la phase lutéale (Figure 16). La ménopause
correspond a la réduction de la production d’cestrogénes et de progestérone.

cycle Ovulation
ovarien

l Phase folliculaire i Phase lutéale

cycle des
hormones
ovariennes
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______________




Figure 16 Représentation schématique du cycle des hormones ovariennes durant les phases du cycle
ovarien.

b. La fréquence cardiaque

Les femmes ont un rythme cardiaque plus rapide que celui des hommes (Silva de
Paula et al., 2005 ; Figure 17). Cette différence de fréquence des battements cardiaques en
fonction du sexe apparait durant I'adolescence et persiste a I'age adulte (Taneja et al.,
2001). Bien que le mécanisme responsable de cette hétérogénéité n’ait pas été
complétement défini, des études suggérent qu’elle pourrait étre liée a une différence dans la
fonction du systéme nerveux autonome (Jose & Collison, 1970 ; Burke et al., 1996). Par
ailleurs, les Iégéres fluctuations de ce rythme au cours du cycle menstruel chez la femme
suggérent une influence directe des hormones sexuelles sur la fréquence cardiaque (Burke
et al., 1996).

]

g
*
*

k%

|

g

g
|
|

a

46

wl L1

2

B

+ déviation standard
+ erreur standard
moyenne

Rythme cardiaque minimum (bpm)
]
|
Rythme cardiaque maximum (bpm)
B
-
2

g
o[JH

Figure 17 Rythme cardiaque minimum (A) et maximum (B) chez les hommes (&, n=46) et les femmes
(9, n=58). ** p<0.01 (modifié d’apres Silva de Paula et al., 2005).
c. Hétérogénéité de repolarisation ventriculaire

Plusieurs différences dans I'activité électrique cardiaque ventriculaire ont été
observées en fonction du sexe : (i) une différence de durée d’intervalle QTgc, (ii) une
différence dans I'adaptation de l'intervalle QT au rythme cardiaque, et enfin (iii) une
différence de morphologie de 'onde T.

La durée de l'intervalle QTc est plus longue d’environ 24 ms (6%) chez les femmes
par rapport aux hommes (Bazett, 1920 ; Benton et al., 2000 ; Pham & Rosen, 2002).
Plusieurs études ont permis de mieux comprendre le mécanisme responsable de cette
hétérogénéité. Tout d’abord, aprés blocage du systéme autonome alors que la durée de
lintervalle QTc augmente, cette différence liée au sexe persiste, suggérant qu’un processus
intrinséque en est responsable (Burke et al., 1997). Par ailleurs, cette différence, qui
n’'apparait qu’au moment de la puberté (McCammon, 1961 ; Rautaharju et al., 1992 ;
Stramba-Badiale et al., 1995), semble étre due a un raccourcissement du QT chez les
hommes plutét qu’a un allongement chez les femmes (Rautaharju et al., 1992). L'intervalle
QTc reste ensuite plus court chez les hommes par rapport aux femmes jusqu’a I'age
d’environ 50 ans (Rautaharju et al., 1992). La puberté coincide avec les plus forts niveaux
d’hormones androgénes circulantes chez les hommes. Il semble donc que ces hormones
masculines jouent un réle majeur dans le raccourcissement de I'intervalle QT. Des études de
populations d’hommes castrés et de femmes virilisées semblent confirmer cette idée. En
effet, les hommes castrés présentent une durée d’intervalle QTc similaire a celle des



femmes. De la méme maniére, la durée de cet intervalle est similaire entre les femmes
virilisées et les hommes (Bidoggia et al., 2000). A I'inverse, il semble que I'influence des
hormones ovariennes sur la durée de I'intervalle QT soit moins claire, puisque la durée de
cet intervalle ne varie pas au court du cycle menstruel (Burke et al., 1997 ; Rodriguez et al.,
2001 ; Hulot et al., 2003).

L’adaptation de la durée de l'intervalle QT a la fréquence est différente entre les deux
sexes. La relation QT:RR est plus marquée chez les femmes que chez les hommes et les
différences de durée d’intervalle QT sont plus visibles a faible fréquence (Lepeschkin, 1956 ;
Kligfield et al., 1996 ; Stramba-Badiale et al., 1997 ; Smetana et al., 2003 ; Figure 18 A, page
30). Les hommes ont par ailleurs une plus forte dispersion de leur intervalle QT par rapport
aux femmes et donc une plus grande variabilité du temps de relaxation ventriculaire
(Kassotis et al., 2000). Plusieurs études ont rapporté un réle des hormones ovariennes sur la
dispersion de lintervalle QT. En effet, celle-ci augmenterait au cours de la ménopause (Saba
et al., 2001) et réduirait sous I'effet d’'une thérapie combinée d’cestrogéne et de
progestagéne (Haseroth et al., 2000 ; Yildiri et al., 2001).

Les hommes présentent également une durée d’intervalle plus longue entre le pic et
la fin de 'onde T (Tpeak-Tend, TpTe), suggérant une plus grande hétérogénéité transmurale
de repolarisation ventriculaire (Nakagawa et al., 2003 ; Smetana et al., 2003 ; Figure 18 B).
Une étude montre que a la suite d’'une ovariectomie, les femmes en pré-ménopause
présentent un allongement de la durée de I'onde T et donc une augmentation de la variabilité
de la repolarisation transmurale. Cet effet est réversible lors de 'administration d’cestradiol
(De Leo et al., 2000).

L’ensemble de ces données témoignent donc de différences liées au sexe dans 'adaptation
au rythme et dans I'hétérogénéité régionale de la repolarisation ventriculaire. Elles semblent
également suggérer un role des hormones ovariennes sur ’'homogénéité de la repolarisation
ventriculaire chez la femme.
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d. Autres parametres électrocardiographiques.

L’'onde P de 'ECG est significativement plus longue chez les hommes par rapport
aux femmes (Dhala et al., 2002). Une étude a montré que la période réfractaire effective
auriculaire est plus courte chez les femmes en pré-ménopause par rapport aux hommes de
méme age ou aux femmes post-ménopausées (Tse et al., 2001). L’effet de la ménopause
sur ce paramétre suggeére un role des hormones stéroidiennes dans la modulation des
propriétés électrophysiologiques atriales. Plusieurs études ont également montré des
différences en fonction du sexe dans la fonction du nceud auriculo-ventriculaire et du
systéme de conduction. L’intervalle PR, fortement influencé par le délai de conduction dans
le nceud auriculo-ventriculaire, est plus long chez les hommes par rapport aux femmes (Liu
et al., 2001). Les intervalles entre les oreillettes et le faisceau de His (intervalle HA) et entre
le faisceau de His et les ventricules (intervalle HV) sont également significativement plus
longs chez les hommes par rapport aux femmes (Liu et al., 2001). Enfin, une durée plus



longue du complexe QRS chez les hommes par rapport aux femmes a également été décrite
(Taneja et al., 2001 ; Smetana et al., 2003 ; Figure 18 C, page 30). Ces résultats montrent
donc que la vitesse de conduction est globalement plus lente chez les hommes.

Le tableau 4 récapitule les valeurs moyennes obtenues pour les parametres
électrocardiographiques qui présentent une différence statistique entre les hommes et les
femmes.

Tableau 4 Valeurs moyennes des parameétres ECG qui présentent une différence statistique entre les
hommes et les femmes

Hommes Femmes
Fréquence cardiaque (bat/min) 74 +/-9.5 78.2+/-9.4
Durée onde P (ms) 133 +/- 6 130 +/- 9
Intervalle PR (ms) 160 +/- 17 152 +/- 13
Intervalle AH (ms) 83 +/- 15 78 +/- 14
Intervalle HV (ms) 42 +/- 6 38 +/-6
Durée du QRS (ms) 95 +/- 8 86 +/- 6
Intervalle QTc (ms) 407 +/-7 395 +/-9
Durée TpTe (ms) 106 +/- 6 99 +/- 5

congenitaie (OuU Tamilaie) et Inauite par aes traltements pnarmacologiques (Ou acquise). 11 est
associé a un risque d’arythmie ventriculaire dont la prévalence varie en fonction du sexe. En
effet, il a été largement décrit que l'incidence des torsades de pointes (TdP) est plus
importante chez les femmes, dans le contexte de formes familiales et acquises du LQTS
(Makkar et al., 1993 ; Ebert et al., 1998 ; Pham & Rosen, 2002 ; Wolbrette, 2002 ; Abi-
Gerges et al., 2004a). Il est difficile d’expliquer cette prédominance des TdP chez les
femmes étant donné que ce sont les hommes qui présentent une forte dispersion de
repolarisation ventriculaire (Yang et al., 1997 ; Kassotis et al., 2000 ; Smetana et al., 2002 ;
Nakagawa et al., 2003 ; Smetana et al., 2003). Cependant, chez les femmes la durée
minimum de lintervalle QTc est plus longue que chez les hommes. C’est cette derniére
caractéristique qui semble prédisposer les femmes au risque élevé de survenue de TdP
(Kassotis et al., 2000). Parallelement, une étude récente a montré que les femmes ont une
plus grande hétérogénéité localisée de leur repolarisation ("T wave residuum”). Les auteurs
suggeérent que 'augmentation de cette hétérogénéité par des traitements pharmacologiques
ou des mutations, modifiant les propriétés des canaux ioniques, pourrait également participer

a la différence de susceptibilité aux TdP en fonction du sexe (Smetana et al., 2002).



L’hétérogénéité en fonction du sexe de I'incidence d’événements cardiaques, tels que
des épisodes de syncope ou de mort subite, varie selon le type de LQTS congénital. Il
semble que cette influence du sexe ne concerne que les formes associées a la mutation d’'un
canal potassique. En effet, les femmes présentant un LQT1 (mutations sur KCNQ7T) ou un
LQT2 (mutations sur KCNH2) sont plus exposées a la survenue de ces événements
cardiaques, ainsi qu’a la prolongation de la durée de lintervalle QTc par rapport aux
hommes (Pietila et al., 2002 ; Zareba et al., 2003). Au contraire, ces différences n’existent
pas entre les patients en LQT3 (mutations sur SCN5A) (Lehmann et al., 1997 ; Zareba et al.,
2003). Une mutation du génes KCNJ2 (R67W) associée au syndrome d’Andersen et au
LQT7 se caractérise également par des phénotypes spécifiques en fonction du sexe : les
femmes présentent des arythmies ventriculaires et les hommes une paralysie périodique du
muscle squelettique. Ces résultats renforcent donc l'idée d'un effet protecteur du genre
masculin contre les arythmies associées au LQTS congénital (Andelfinger et al., 2002).

Les traitements pharmacologiques qui prolongent la repolarisation cardiaque
induisent plus fréquemment des TdP chez les femmes que chez les hommes (Makkar et al.,
1993). Les données concernant le rdle potentiel des hormones sexuelles dans ce
mécanisme sont limitées. Cependant, I'étude récente d’'une population saine a montré que
sous traitement par un anti-arythmique de classe Il (ibutilide), la prolongation de l'intervalle
QTc et la suseptibilité aux torsades de pointes est plus faible chez les hommes (Gowda et
al., 2004). Ainsi, comme pour les LQTS familiaux, les hormones androgénes semblent avoir

une effet protecteur en limitant la prolongation de l'intervalle QTc (Rodriguez et al., 2001).

ii. Le syndrome de Brugada
Le syndrome de Brugada est caractérisé par une tachycardie ventriculaire pouvant
mener a la mort subite (Antzelevitch & Fisch, 2001 ; Brugada et al., 2002 ; Antzelevitch et al.,
2003). Il se traduit par un profil électrocardiographique particulier reflétant des anomalies de
repolarisation ventriculaire : accentuation de I'onde J (onde qui suit le complexe QRS),
élévation du segment ST, inversion de 'onde T (Osher & Wolff, 1953). 20% des patients sont
porteurs d’'une mutation. La grande majorité des mutations ont été jusqu’a maintenant

identifiées dans le géne SCN5A, codant un canal sodique.

Bien que la transmission du syndrome de Brugada soit identique entre les hommes et
les femmes, il existe une prédominance du phénotype chez les hommes (Remme et al.,
2001 ; Priori et al., 2002 ; Wilde et al., 2002). Par exemple, dans I'est de I'Asie ou le
syndrome est le plus répandu, 8 hommes sont diagnostiqués pour 1 femme (Miyazaki et al.,
1996 ; Nademanee et al., 1997 ; Wilde et al., 2002). La prédominance masculine de cette
pathologie n’est pas complétement comprise mais elle semble impliquer un réle de la
testostérone. En effet, chez deux patients Brugada, la castration chirurgicale a entrainé la
normalisation du segment ST (Matsuo et al., 2003).



iii. La mort subite

La cause la plus fréquente de décés dans les pays industrialisés demeure la mort
subite liée a la maladie coronarienne ou a l'insuffisance cardiaque (40000 décés par an en
France). Dans ce contexte, la prévalence de la mort subite est plus importante chez les
hommes que chez les femmes (Schatzkin ef al., 1984 ; Kannel et al., 1998a). Chez les
patients insuffisants cardiaques, la plus forte dispersion de repolarisation ventriculaire chez
les hommes pourrait permettre d’expliquer cette différence en fonction du sexe dans la
prévalence de la mort subite (Manttari et al., 1997 ; Zabel et al., 2000 ; Crow et al., 2003 ;
Kearney et al., 2004). L’ensemble de ces données semblent donc suggérer que la plus forte
dispersion de repolarisation chez les hommes pourrait contribuer a l'initiation et au maintien
des arythmies ventriculaires pouvant mener a la mort subite (Smetana et al., 2002 ;
Nakagawa et al., 2003 ; Smetana et al., 2003).

iv. La fibrillation auriculaire

La fibrillation auriculaire (FA) est I'arythmie cardiaque la plus fréquente. Elle se
caractérise par une activation rapide et irréguliere des oreillettes. L’étiologie de la FA est
complexe, puisqu’elle est associée a de multiples causes (Nattel, 2002a). Deux études a
large échelle ont montré une prédominance de la FA chez les hommes (Kannel et al., 1998b
; Friberg et al., 2003). La taille de l'oreillette gauche est aussi un facteur prédisposant a la
FA, probablement de part les larges surfaces dans lesquelles des circuits de réentrée
peuvent s’installer (Vaziri et al., 1994). La taille de l'oreillette gauche, en moyenne supérieure
chez les hommes, pourrait donc également contribuer a la différence en fonction du sexe
dans la prévalence de la FA (Friberg et al., 2003). Par ailleurs étant donné que les
traitements qui prolongent la durée de la repolarisation induisent plus d’arythmies
ventriculaires chez les femmes, il est difficile de traiter leur FA par des antiarythmiques de
classe | (qui prolongent la durée du PA), traitements classiques de la FA. Il semble donc
nécessaire d’optimiser des thérapeutiques spécifiques a chaque sexe (Wolbrette, 2003).

f. Apports des modéles animaux

Chez 'Homme, les différences en fonction du sexe dans l'incidence de certaines
arythmies cardiaques semblent donc étre associées a des différences dans la repolarisation
ventriculaire plus longue chez les femmes et plus dispersée chez les hommes. Il semble
également que les hormones sexuelles aient une influence sur les caractéristiques de la
repolarisation ventriculaire et sur la survenue d’arythmies. La plupart des informations
concernant les mécanismes de ces différences en fonction du sexe proviennent d’études de
modeles animaux.

i. Le lapin

Ce modéle présente un certain nombre d’analogies par rapport a I’'Homme : les
femelles présentent (i) une durée de l'intervalle QTc supérieure aux males (Lu et al., 2001),
(ii) une susceptibilité plus forte a la prolongation de l'intervalle QTc et a la survenue
d’arythmies aprés un traitement pharmacologique (Pham & Rosen, 2002) et (iii) une
meilleure adaptabilité de I'intervalle QT au rythme cardiaque (Ebert et al., 1998 ; Liu et al.,
1998 ; Lu et al., 2001 ; Liu et al., 2003). Ainsi, les femelles sont actuellement utilisées pour
identifier les molécules pharmacologiques qui pourraient prolonger la durée de l'intervalle
QT (Hondeghem et al., 2003 ; Hondeghem & Hoffmann, 2003).

Le QT plus court chez les méles pourrait étre d0 a une densité supérieure des
courants Iy, et Ixy (Liu et al., 1998). Dans une étude sur males castrés puis traités a la
testostérone, leur densité augmente. Ce résultat suggére donc un réle de cette hormone
dans les différences en fonction du sexe, dans la repolarisation ventriculaire, par modulation
de ces courants (Liu et al., 2003 ; Cheng, 2006). Par ailleurs, I'ovariectomie chez les
femelles réduit la survenue d’arythmies induites par un traitement pharmacologique,
suggérant une action pro-arythmique de certains facteurs ovariens (Pham et al., 2001).



Pham et al., ont observé des différences transmurales dans la durée du PA a 30% de
repolarisation chez les femelles mais pas chez les males. Par ailleurs, seules les femelles
présentent un gradient transmural du courant I, |, avec une densité plus importante dans
I'épicarde. Ce gradient pourrait donc participer a la forte dispersion transmurale de durée du
PA chez les femelles et prédisposer a I'arythmogénése. Etant donné que I'ovariectomie
supprime I'’hétérogénéité transmurale de densité du courant Ic,; (Pham et al., 2002), on peut
suggérer que les hormones femelles pourraient contribuer, via la modulation de Ic,,, a la
susceptibilité aux TdP (Cheng, 2006).

ii. Le chien

Une étude récente a permis de montrer que les chiens présentent des différences
électrophysiologiques liées au sexe similaires a celles observées chez ’'Homme et le lapin :
les femelles présentent (i) une durée de repolarisation plus longue que les males et (ii) une
plus forte susceptibilité a sa prolongation et a la survenue d’arythmies sous I'effet d’'un
traitement pharamcologique (Abi-Gerges et al., 2004b). Ainsi, le model de chien est
couramment utilisé pour identifier les agents thérapeutiques susceptibles d’induire une
prolongation du QT et des TdP (Eckardt et al., 1998 ; Redfern et al., 2003).

Chez le chien, le "notch" en phase 1 de repolarisation est plus marqué dans
I'épicarde ventriculaire droit des males par rapport aux femelles. Cette hétérogénéité liée au
sexe est associée a une différence de densité du courant |, dans I'épicarde droit : elle est
supérieure chez les males par rapport aux femelles (Di Diego et al., 2002). Ces différences
n’existent pas dans le ventricule gauche (Di Diego et al., 2002). Toute condition modifiant la
balance entre les courants entrants et sortants durant la phase 1 de repolarisation peut
induire une repolarisation précoce, une augmentation de la dispersion de repolarisation et
des arythmies (Antzelevitch & Fish, 2001). Ainsi, cette hétérogénéité électrique
caractéristique des males pourrait participer a leur dispersion de repolarisation, générant
ainsi une incidence supérieure des arythmies dans le ventricule droit des méles par rapport
aux femelles (Di Diego et al., 2002).

iii. La souris

Bien que la souris présente des différences importantes par rapport a 'lHomme, i.e.
rythme cardiaque supérieur et durée du PA ventriculaire plus courte, d’'un facteur d’environ
dix, des différences comparables en fonction du sexe ont été décrites. En effet, la durée du
PA ventriculaire est plus longue chez les femelles que chez les males de 34% en moyenne
(Trépanier-Boulay et al., 2001), et la susceptibilité aux arythmies induites par un traitement
pharmacologique est significativement plus importante chez les femelles (Drici et al., 2002).
Une densité plus faible du courant Ik, chez les femelles par rapport aux males a par ailleurs
été observée (Trépanier-Boulay et al., 2001). De plus, chez la souris une déficience en
androgénes méne a la réduction de la densité de Ik, et a la prolongation de la durée du PA
ventriculaire, suggérant un role des hormones sexuelles dans les différences en fonction du
sexe dans la repolarisation (Brouillette et al., 2003). La validité des résultats doit cependant
étre considérée avec précaution étant donnée 1) que I'enregistrement de PA a été réalisé in
vitro sur cellules isolées, et 2) que les résultats sont contradictoires en fonction de la souche
de souris utilisée. En effet, les différences male-femelle décrites ci-dessus ont été observées
sur des souches non-consanguines comme les CD-1 ou OF1, or l'utilisation de souches
consanguines a fond génétique stable telles que les C57BL6 ou FVB ne permet pas de les
observer (Brunet et al., 2004).

iv. Le cobaye

Durant la phase lutéale du cycle ovarien, les femelles cobayes présentent, comme
chez la femme, des variations de concentration en cestrogéne et progestérone circulants : un
niveau élevé d’cestrogéne en début de phase et un pic de progestérone aprées 4 jours (Shi et



al., 1999 ; Petanceska et al., 2000). De plus, la durée du PA chez les femelles est plus
longue que chez les males.

Plusieurs études ont permis de démontrer des différences dans la densité de
courants ioniques en fonction du sexe qui varient avec le statut ovarien des femelles. Bien
que la densité du courant I, soit plus faible chez les femelles par rapport aux méles, elle
présente des fluctuations au cours du cycle ovarien : elle est la plus importante au moment
du pic d’cestrogéne et réduit avec celui de progestérone (James et al., 2004). Ce résultat
suggére donc un réle des hormones ovariennes dans la modulation de la densité de ce
courant. A l'inverse, la densité du courant Ix; ne varie pas avec les différentes phases du
cycle ovarien, cependant elle est plus importante chez les méles, en accord avec une durée
de PA plus courte (James et al., 2004). La densité du courant lx, semble également varier en
fonction du cycle. En effet, lors du pic de progestérone elle est plus importante chez les
males, alors qu’il n’y a pas de différence au moment du pic d’cestrogéne (James et al.,
2004). Ces résultats semblent donc suggérer que les variations cycliques des niveaux des
hormones ovariennes peut moduler I'électrophysiologie cardiaque (Cheng, 2006).

C. REMODELAGE ELECTRIQUE CARDIAQUE

Aprés avoir décrit I’'hétérogénéité électrique intrinséque au cceur et liée au sexe, la deuxiéme
partie introductive s’intéressera au remodelage électrique dans la FA, dans le syndrome de
Brugada et dans l'insuffisance cardiaque.

L’étude des troubles de l'activité rythmique du cceur a démarré autour du cinquiéme siecle
avant J.C. en Chine, et en Egypte autour de 3000 ans avant J.C. avec I'analyse du pouls
(pour revue, Snellen, 1984 ; Acierno, 1994 ; Luderitz, 1995 ; Ziskind & Halioua, 2004). C’est
en 1872 que Heidenhain introduisit le terme d’arythmie pour désigner toute perturbation du
rythme cardiaque. Le diagnostic des arythmies cardiaques dépend de la capacité a
enregistrer l'activité électrique du cceur. Ainsi, a la suite de la mise au point du galvanomeétre
a cordes (Einthoven, 1901), I'étude des arythmies s’est trés rapidement développée.

1. Remodelage électrique associé a la fibrillation auriculaire

a. Historique
Il a été proposé que la premiére description de la fibrillation auriculaire (FA) puisse

avoir été faite en 1611 par William Shakespeare lorsqu’il écrivit dans sa piece The Winter's



Tale : “J’ai des palpitations en moi : mon cceur danse ; Mais pas pour la joie, pas la joie” (“/
have tremor cordis on me: my heart dances; But not for joy, not joy”) (Luderitz, 2003).

Les premiers enregistrements électrocardiographiques de la FA ont été réalisés par
Einthoven (1906 ; 1908) et par Hering (1908). C’est en 1909 que Rothberger et Winterberg
ont donné son nom a cette arythmie supraventriculaire. Au niveau électrocardiographique,
des ondes f ont été décrites comme caractérisant I'activité fibrillatoire des oreillettes (Hering,
1908 ; Lewis, 1909). Deux mécanismes d’induction de la FA ont également été décrits a
cette époque : un foyer unique a activité rapide (Rotherberger & Winterberg, 1909 ;
Rotherberger & Winterberg, 1915) et un mécanisme multifocal (Lewis & Schleiter, 1912).

b. Description

La fibrillation auriculaire est I'arythmie cardiaque la plus fréquente en pratique clinique
(environ 1% de la population des pays développés ; Benjamin et al., 1998) et son incidence
augmente avec I'adge, de 0.5% des quinquagénaires, a 10% au dela de 80 ans (Gutierrez &
Lopez, 2004). Elle est, par ailleurs, en nette augmentation du fait du vieillissement de la
population dans les pays développés.

La FA se caractérise par une activité rapide et irréguliére des oreillettes. Alors que la
fréquence cardiaque sous le contrdle du noeud sinusal est d’environ 60 battements par
minute, la fréquence atriale peut étre de 400 a 600 par minute lors d’épisodes de FA. Si
chaque excitation auriculaire était conduite aux ventricules, la contraction ventriculaire serait
complétement inefficace et ménerait rapidement au décés. Le nceud auriculo-ventriculaire
joue le réle de filtre, limitant le nombre d’excitations conduites aux ventricules mais de
maniéere inconstante. Par conséquent, le rythme ventriculaire lors d’un épisode de FA est
irrégulier et d’environ 150 contractions par minute.

Il existe 3 types évolutifs de FA : 1) la FA paroxystique dans laquelle les épisodes d’arythmie
s’arrétent spontanément en quelques minutes a quelques jours, 2) la FA persistante qui dure
plus d’'une semaine, ne présente pas de régularisation spontanée mais peut-étre traitée par
cardioversion et 3) la FA permanente ou chronique qui se maintient sur le long terme (> 1
mois) et pour laquelle le retour en rythme sinusal n’est plus possible. Un patient en FA
paroxystique progresse souvent vers une FA chronique. Une étude a montré que la durée de
la FA paroxystique semble étre importante puisque lorsqu’elle est inférieure a 2 jours, la
transition vers la FA chronique se produit chez 31% des patients, contre 46% pour une durée
plus longue (Godtfredsen, 1975). Cette progression est due au fait que la FA est capable de
s’auto-entretenir. Ce mécanisme a été mis en évidence par I'équipe d’Alessie, grace au
modele de fibrillation auriculaire induit par stimulation atriale rapide chez la chévre. Dans ce
modéle, le temps passé en FA avant le retour en rythme sinusal est proportionnel au temps
de fibrillation imposé par la stimulation, jusqu’a devenir permanent. Cette étude a donc
permis de mettre en évidence que la FA modifie le substrat atrial conduisant elle-méme a

son induction et a son maintien ("AF begets AF") (Wijffels et al., 1995 ; Figure 19).
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Figure 19 Prolongation de la durée de FA apres stimulation atriale pendant 24 heures et 2 semaines
d’'un modéle de chévre (modifié d’aprés Wijffels et al., 1995).

Une autre classification de la FA peut étre réalisée sur la base de son étiologie. Dans les cas
les plus fréquents, la FA vient compliquer une cardiopathie structurale déja présente, telle
gu’'une pathologie valvulaire, une hypertension artérielle ou une insuffisance cardiaque. Au
contraire, dans 15% des cas, aucun substrat pathologique n’est diagnostiqué. On parle alors
de FA idiopathique. Les FA d’origine génétique sont trés rares en comparaison des formes
acquises (environ 5 %, Darbar et al., 2003). Dix loci impliqués dans cette forme familiale ont
été a ce jour identifiés. Un premier locus a été rapporté sur le chromosome 10 mais sans
gu’'un géne responsable ait été a ce jour mis en évidence (Brugada et al., 1997). Depuis,
neuf autres loci ont été révélés et sept génes identifiés. Six d’entre eux codent pour des
sous-unités des canaux potassiques et le dernier pour une protéine d’ancrage a la
membrane. Une mutation dans le géne KCNQ17 (Chen et al., 2003) a été la premiére
identifiée, puis la méme équipe a mis en évidence une mutation dans le gene KCNEZ2 (Yang
et al., 2004). Plus récemment, une mutation dans le géne KCNJ2 (Xia et al., 2005), une
autre sur le géne KCNH2 (Hong et al., 2005) et enfin une mutation sur le géne KCNE3
(Zhang et al., 2005) ont été décrites. Ces cing mutations sont a 'origine d’'un gain de fonction
des courants potassiques correspondants. Récemment, une mutation par perte de fonction
sur le géne KCNAS5 a été décrite (Olson et al., 2006). Enfin, une mutation par perte de
fonction du géne ankyrin-B a aussi été impliquée dans la FA (Mohler et al., 2003). Ces
études ont fourni la preuve que la FA peut étre une canalopathie.

La tachycardie atriale entraine une perte de la systole mécanique des oreillettes,
menant a une stase du sang, source de thrombose. La FA est de ce fait une des principales
causes de tromboembolie cérébrale. Par ailleurs, du fait de son impact sur le rythme
ventriculaire, la FA peut conduire a une insuffisance cardiaque diastolique ou au
développement d’'une cardiopathie rythmique (altération de la fonction systolique et dilatation
ventriculaire ; Nattel, 2002a).

c. Théories mécanistiques de la fibrillation auriculaire
Dans la premiére moitié du 20°™ siécle, trois mécanismes ont été décrits pour
l'initiation et le maintien de la FA : 1) les foyers ectopiques auriculaires, généralement situés

au niveau des veines pulmonaires, 2) le circuit unique de réentrée et 3) les circuits multiples
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de réentrée (Garrey, 1924 ; Nattel, 2002a ; Nattel, 2002b ; Figure 20). Il semblerait que les
trois phénoménes interagissent et qu'ils s’'induisent les uns les autres (Dobrev, 2006).

Figure 20 Théories mécanistiques de la FA, dans la premiére moitié du 20°m
droite ; OG, oreillette gauche (Nattel, 2002a).

Actuellement, le modéle le plus répandu est celui des ondelettes multiples. Il a été imaginé
par Moe & Abildskov en 1959, puis évalué par modélisation informatique (Moe et al., 1964).
Il s’agit de multiples circuits de réentrée qui évoluent conjointement, peuvent se mouvoir de
maniéere aléatoire dans les oreillettes, se diviser ou au contraire s’annihiler au gré du
déplacement des zones de bloc fonctionnel. Si 'espace dans lequel évoluent les ondelettes
est petit, il ne peut se former que quelques circuits a la fois, et la probabilité qu’ils
disparaissent, au profit d’'un retour en rythme sinusal, est importante. Si par contre I'espace
est grand, il peut se former un nombre conséquent de circuits de réentrée, ce qui laisse une
probabilité moindre de résolution spontanée.

siécle. OD, oreillette

d. Phénomeénes initiateurs et substrats de la fibrillation auriculaire

L'idée qui prédomine actuellement est que la pathogénése de la FA implique
I'interaction entre un phénomeéne initiateur ou "gachette" et un substrat atrial qui détermine la
persistance de I'arythmie. La "gachette" se présente généralement sous la forme de foyers
ectopiques localisés au niveau des veines pulmonaires et le substrat peut étre structural ou
électrique.

i. Les veines pulmonaires : "gachette" de la FA

L’'importance des veines pulmonaires dans linitiation de la FA a été révélée par
Haissaguerre et al. en 1998. Elles peuvent étre le site d'initiation d’une tachycardie atriale
rapide qui favorise la transition vers des circuits de réentrée. Une étude a montré en effet
que le tissu cardiaque au niveau des veines pulmonaires présente des propriétés électriques
arythmogénes, dont une fonction pacemaker et une tendance a générer des post-
dépolarisations (Cheung, 1981). Par ailleurs, il a été montré que cette région se caractérise
par des zones localisées de conduction lente, pouvant favoriser des réentrées atriales
(Hocini et al., 2002 ; Hamabe et al., 2003).

ii. Les substrats
La fibrose semble étre un substrat significatif de la FA, générant des anomalies
localisées de la conduction et jouant un réle dans la stabilisation d’arythmies focales et de
circuits de microréentrées (Spach et al., 1988 ; Nattel et al., 2000 ; Derakhchan et al., 2001 ;
Rucker-Martin et al., 2002 ; Fenelon et al., 2003). Des zones de fibrose sont couramment

retrouvées chez les patients en FA associée a une pathologie valvulaire mitrale, a une



insuffisance cardiaque ainsi que chez les patients en FA idiopathique (Sanders et al., 2003).
Une étude a permis de montrer, chez le rat, que dans le cadre de l'insuffisance cardiaque,
des Meétalloprotéinases de Matrice sont impliquées dans le développement de la fibrose
(Boixel et al., 2003).

Des facteurs moléculaires sont connus pour étre initiateurs de la FA. Il a été montré
que les patients présentent des taux élevés de la kinase ERK (extracellular signal regulated
kinase) et d’enzyme de conversion de I'angiotensine (ACE) (Goette et al., 2000a ; Dai et al.,
2004 ; Ehrlich et al., 2006) pouvant favoriser le remodelage structural de la FA sous forme
de fibrose (Li et al., 2001b). La FA est également associée a une diminution de la densité
des récepteurs de type 1 a I'angiotensine Il et une augmentation des récepteurs de type 2
(Goette et al., 2000b), d’'une réduction de l'activité de la carboxypeptidase (Lendeckel et al.,
2001) et d’'une hausse de la concentration en enzyme proapoptotique caspase-3 (Aime-
Sampe et al., 1999). L’étude d’'un modele de FA induite par insuffisance cardiaque chez le
chien, a montré que la survenue de l'arythmie est précédée par l'augmentation des
concentrations atriales d’angiotensine Il et par I'activation de protéines kinases comme 'ERK
(Li et al., 2001b). Dans ce méme modéle, une hausse de la concentration en caspase-3

associée a de I'apoptose est suivie par une fibrose progressive (Cardin et al., 2003).

En 1955, Fraser et Turner ont montré qu’'une augmentation de la taille des oreillettes
droite et gauche corréle avec lincidence de la FA chez les patients présentant une
pathologie valvulaire. L'importance de la dilatation atriale dans la survenue de la FA a par la
suite été validée par diverses études (Henry et al., 1976 ; Vaziri et al., 1994 ; Psaty et al.,
1997 ; Vasan et al., 1997 ; Grigioni et al., 2002) mais le mécanisme n’est pas complétement
élucidé. En effet, les résultats concernant la durée de la période réfractaire dans une
oreillette dilatée sont contradictoires, révélant soit une réduction (Solti et al., 1989 ; Ravelli &

Allessie, 1997), soit aucun changement (Wijffels et al., 1997).

L'importance du systéme nerveux autonome dans la survenue de la FA a été
reconnue en 1887 (McWilliam, 1887) et confirmée par la suite, par plusieurs études (Zipes et
al., 1974 ; Coumel et al., 1978 ; Rosenshtraukh et al., 1989 ; Liu & Nattel, 1997 ; Chang et
al., 2001). On peut par exemple citer les travaux de Rothberger et Winterberg qui ont montré
que la stimulation vagale convertit le flutter atrial en fibrillation (Rothberger & Winterberg,
1914). L’induction de la FA par le systéme vagal est liée a la réduction hétérogene dans

I'espace de la durée de la période réfractaire du PA atrial (Wang et al., 1996).

La tachycardie atriale elle-méme peut induire la FA en modifiant ’lhoméostasie
calcique. En effet, le niveau de Ca®" intracellulaire est d’autant plus élevé que le rythme est
rapide, menacant la viabilité cellulaire. Les mécanismes de défense a court terme passent



par I'inactivation du courant Ic, |, basée sur sa dépendance au voltage et a la concentration
en Ca?* intracellulaire (Courtemanche et al., 1998). Cependant, le courant calcique étant un
élément clé de la phase de plateau, sa diminution va également entrainer une réduction de
la durée du PA et donc de celle de la période réfractaire, favorisant I'induction et le maintien
de la FA par réentrées (Gaspo et al., 1997a).

Enfin, la FA peut dans certains cas avoir une cause génétique. Cing mutations de
canaux ioniques décrits a ce jour (page 39) étant des gains de fonction, on peut supposer
gu'’il induisent la FA par raccourcissement de la durée du PA et de la période réfractaire
atriale (Roberts, 2006).

e. Remodelage électrique associé a la fibrillation auriculaire chronique
i. L’électrocardiogramme

L’enregistrement électrocardiographique de la FA est caractérisé par la substitution
des ondes P, représentatives de la dépolarisation atriale, par des ondes f rapides et
irrégulieres.

Le rythme ventriculaire rapide et irrégulier se traduit sur I'enregistrement
électrocardiographique par des complexes QRS non équidistants et de fréquence élevée
(Figure 21).
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Figure 21 Irace d'un electrocardiogramme de surface 12 derivations : pauent en rA.

ii. Le potentiel d’action
La FA est associée a une diminution de la durée du PA atrial et de sa période
réfractaire, ainsi qu’a la perte de sa phase de plateau (Dobrev & Ravens, 2003 ; Figure 22 A,
page 43). Le potentiel de repos est par ailleurs plus polarisé. Ces modifications étant
hétérogénes dans I'espace, la FA se caractérise par une augmentation de la dispersion de la

repolarisation atriale (Hertervig et al., 2003). Par ailleurs, ni la durée du PA atrial ni celle de



sa période réfractaire ne présentent d’adaptation au rythme (Boutjdir et al., 1986 ; Bosch et
al., 1999 ; Figure 22 B). La vitesse de conduction est également altérée dans le tissu atrial
des patients en FA (Daoud et al., 1996 ; Gaspo et al., 1997b), pouvant aussi favoriser les

réentrées.
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Figure 22 A PA enregistré a partir de cellules atriales droites de patients en rythme sinusal et en FA,
a fréquence physiologique (Dobrev & Ravens, 2003). B Durée du PA (APD, Action Potential Duration)
mesurée a 90% de la repolarisation, de cellules atriales de patients en rythme sinusal et en FA, en
fonction de la fréquence de stimulation (modifié d’aprés Bosch et al., 1999).

iii. Les courants ioniques

Les courants entrants

L’amplitude du courant majeur de la phase de plateau du PA, Ic,, est diminuée d’environ
70 % chez les patients en FA chronique (Bosch et al., 1999 ; Van Wagoner et al., 1999 ;
Skasa et al., 2001 ; Workman et al., 2001 ; Figure 23, page 44). De plus, l'inhibition de ce
courant calcique dans les cellules atriales de patients en rythme sinusal produit un PA de
morphologie homologue a celui de patients en FA (Van Wagoner et al., 1999). Ainsi, il
semble que la diminution du courant Ic, . soit un élément central du remodelage électrique
associé a la FA. Les données obtenues chez I'animal semblent confirmer cette hypothése.
En effet, une réduction de la densité du courant Ic,. a également été observée chez un
modeéle de mouton de dilatation atriale (Deroubaix et al., 2004) ainsi que chez un modéle de
chien insuffisant cardiaque (Li et al., 2000), associés a une prédisposition a la survenue de la

FA. Par ailleurs, une étude a par la suite permis de montrer, chez le rat, que la diminution de



lcaL @ssociée a linsuffisance cardiaque est liée a une modification de sa régulation par un

second messager, 'AMP cyclique (Boixel et al., 2001).

. Rythme sinusal . Fibrillation auriculaire

Figure 23 Densité du courant calcique lc,. mesurée sur des cellules atriales de patients en rythme
sinusal et en fibrillation auriculaire (Bosch et al., 1999).

L’échangeur transmembranaire sodium-calcium (NCX) est un régulateur essentiel de
I’'homéostasie calcique des cardiomyocytes. En effet, durant la diastole il participe a la sortie
du Ca*" intracytoplasmique. L’activité de NCX est électrogénique (sortie d’un ion calcium et
entrée de trois ions sodium) produisant un courant positif net entrant. Une augmentation de
son activité, peut étre a l'origine de post-dépolarisations retardées (Shigekawa & lwamoto,
2001 ; Shiroshita-Takeshita et al., 2005 ; Figure 24). Si elles sont de forte amplitude, elles
peuvent étre a l'origine de la formation d’un foyer ectopique. Bien que I'expression protéique
de NCX soit augmentée chez les patients en FA (Schotten et al., 2002), les conséquences

fonctionnelles sur le courant Iycx n'ont a ce jour pas été élucidées.
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Figure 24 Fonction de I'échangeur NCX (A) en condition normale et (B) lors d’'une augmentation de
son activité (Shiroshita-Takeshita et al., 2005).

La conduction des impulsions électriques dépend du courant sodique Iy, et du couplage
cellulaire, assuré par les connexines. En condition normale, les connexines sont
majoritairement localisées au niveau des extrémités de chaque cellule. La FA chronique

s’accompagne d’une modification de la distribution des jonctions gap, Cx40 et Cx43, qui se



répartissent également au niveau des parois latérales des cellules (Polontchouk et al., 2001 ;
Rucker-Martin et al., 2006). On peut supposer que cette redistribution spatiale participe a la
réduction de la vitesse de propagation de I'influx électrique chez les patients en FA créant

ainsi un substrat pour les réentrées.

Les courants potassigues sortants

La FA chronique est associée a une réduction de la densité du courant transitoire I, (Van
Wagoner et al., 1997 ; Yue et al., 1997 ; Bosch et al., 1999 ; Brandt et al., 2000 ; Workman et
al., 2001 ; Figure 25). Par ailleurs, il semble que celle du courant Ik, soit également diminuée
(Van Wagoner et al., 1997 ; Brandt et al., 2000), bien que ce résultat n’ait pas été confirmé
par toutes les études (Bosch et al., 1999 ; Grammer et al., 2000 ; Workman et al., 2001). On
peut supposer que ces discordances dans les résultats refletent les différences dans les
proportions des diverses pathologies sous-jacentes des patients en FA chronique étudiés
(valvulopathie mitrale, aortique ou pathologie coronarienne). La signification physiologique
de ces modifications reste confuse étant donné qu’une diminution de la densité des courants
potassiques sortants prolonge la durée du PA et de la période réfractaire. On peut
cependant penser qu’il s’agit d’'un mécanisme adaptatif face a I'augmentation de la charge
des cellules en calcium. En effet, une étude a permis de faire 'hypothése que I'augmentation
de la calmoduline kinase dépendante du Ca®* (CaMKIl), chez les patients en FA, serait &
I'origine d’'une réduction de la durée d’inactivation du courant |, (Tessier et al., 1999). L’influx

de calcium serait alors réduit, limitant ainsi la surcharge calcique des cellules.
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Figure 25 Densité du courant potassique transitoire sortant I, mesurée sur des cellules atriales de
patients en rythme sinusal et en fibrillation auriculaire (Bosch et al., 1999).

Les courants potassiques a rectification entrante

La FA chronique est associée a une augmentation de la densité du courant g, (Van
Wagoner et al., 1997 ; Bosch et al., 1999 ; Workman et al., 2001 ; Dobrev et al., 2001 ;
Dobrev et al.,, 2002 ; Figure 26, page 46). Ce courant joue un réle dans la phase 3 de
repolarisation du PA et dans le maintien du potentiel de repos. Cette augmentation est

cohérente avec les données suivantes : 1) le potentiel de repos des myocytes des patients



en FA chronique est plus hyperpolarisé que celui des patients en rythme sinusal (Dobrev et
al.,, 2001 ; Dobrev et al., 2002); 2) une mutation dans le géne KCNJZ2 (canal Kir2.1
participant a la génése du courant lxs) identifiée au sein d’'une famille atteinte de FA et qui
crée un gain de fonction; 3) la souris transgénique surexprimant Kir2.1 présente une
réduction de la durée du PA atrial et de sa période réfractaire par rapport aux souris
sauvages, ainsi qu’une forte susceptibilité a la survenue de la FA (Li et al., 2004a). On peut
donc suggérer que I'augmentation de la densité du courant lx; dans la FA chez 'lhomme
hyperpolarise le potentiel de repos et réduit la durée de la phase de repolarisation du PA, et
donc de sa période réfractaire. Cette variation pourrait donc créer un substrat favorable a la
survenue de réentrées (Xia et al., 2005).

L’activation anormale du systéme nerveux autonome peut initier la FA et favoriser
sa persistance. En effet, I'acétylcholine libérée par stimulation vagale active le courant
potassique atrial Ixach (Yamada et al.,, 1998), entrainant une réduction hétérogéne dans
I'espace de la durée du PA et de sa période réfractaire et induisant des réentrées (Allessie et
al., 1958 ; Allessie et al., 1984 ; Wang et al., 1996 ; Prystowsky et al., 1983 ; Liu & Nattel,
1997 ; Kneller et al., 2002). Un argument supplémentaire provient d’'un modéle de souris
transgéniques invalidées pour le canal responsable de ce courant : la stimulation par
I'acétylcholine n’induit alors pas la FA (Kovoor et al., 2001). Chez 'homme, les résultats sont
contradictoires. Des études ont décrit une réduction du courant lxach, pouvant étre
interprétée comme une adaptation des myocytes atriaux a la réduction de la durée du PA
(Dobrev et al., 2001 ; Dobrev et al., 2002). A l'inverse, d’autres travaux ont montré que sous
I'effet d’'une stimulation cholinergique, 'augmentation de 'amplitude du courant I ach est plus
forte dans les cellules atriales des patients en FA (Bosch et al., 1999). Par ailleurs, une
forme constitutivement active de ce courant a également été observée chez les patients en
FA chronique (Dobrev et al., 2005).
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Figure 26 Densité du courant potassique lx; mesurée sur des cellules atriales de patients en rythme
sinusal et en fibrillation auriculaire (modifié d’aprés Bosch et al., 1999).



La FA chronique est donc associée a des modifications de l'activité de plusieurs courants
ioniques (Figure 27, page 47). Cependant, a ce jour, il n'a pas été déterminé si ces
altérations sont des causes ou des conséquences de la FA. D’aprés Dobrev et al., la
surcharge calcique jouerait un rdéle majeur dans l'initiation du remodelage électrique (Dobrev
et al., 2006 ; Figure 27, page 47).
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Figure 27 Mécanisme général de la FA ; RS = Rythme sinusal (modifié d’aprés Dobrev et al., 2006)

f. Traitements

Pour les patients en FA paroxystique ou persistante la stratégie thérapeutique
consiste généralement a restaurer et maintenir le rythme sinusal. Au contraire, en FA
permanente, alors qu’aucun traitement ne permet de supprimer I'arythmie, l'alternative
consiste a contréler le rythme ventriculaire.

Les approches thérapeutiques classiques de la FA ont pour objectif le contréle du
rythme sinusal par modification des propriétés électriques cardiaques. Cependant,
les traitements disponibles actuellement ne sont généralement pas spécifiques de
I'activité électrique atriale. lls peuvent donc avoir de lourds effets sur
I'électrophysiologie ventriculaire et paradoxalement étre proarythmiques (Nattel,
1998). A I'heure actuelle, 'amiodarone est I'antiarythmique le plus efficace et le plus
utilisé dans le traitement de la FA (Chan et al., 2006). Elle n’est pas spécifique et
touche toutes les familles de courants ioniques. Son action est basée sur la
prolongation de la période réfractaire atriale afin de supprimer les réentrées (Nattel,
2003). I étant un courant de repolarisation majeur, son blocage pharmacologique
permet d’augmenter la durée du PA, mais des torsades de pointes sont
parallelement induites (Saliba, 2001). Des études chez I'animal ont montré que la
cinétique d’activation lente du courant potassique Ixs pourrait permettre a ses
bloqueurs d’étre efficaces au cours de la tachycardie, cependant des études
cliniques seront nécessaires pour valider son efficacité chez les patients en FA
(Bauer et al., 2002 ; Nakashima et al., 2004). Les bloqueurs du courant I, ont pour
effet la prolongation de la durée du PA atrial, permettant donc de prévenir et de
traiter la FA (Wang et al., 1993 ; Feng et al., 1997 ; Peukert et al., 2003). Etant donné
le rGle exclusivement atrial de Ik, dans la repolarisation, 'avantage majeur de ce



traitement est qu’il n’a pas d’effet sur la durée de la repolarisation ventriculaire ni sur
celle de l'intervalle QT (Decher et al., 2006).

Les avancées dans la connaissance des substrats de la FA ont fourni de nouvelles cibles
thérapeutiques potentielles. Plusieurs essais cliniques ont permis de montrer que I'utilisation
des inhibiteurs de 'ACE permet de prévenir le développement de la FA. En effet, ce
traitement diminue Il'activation de ERK et donc la formation de fibrose, réduisant par
conséquent les effets inducteurs de la FA (Levy, 2006). Par ailleurs, une étude réalisée chez
le rat, a permis de montrer qu’un traitement par spironolactone, permet de réduire la fibrose
atriale. Cet effet passe par une inhibition de la voie profibrotique de I'aldostérone (Milliez et
al., 2005). Le courant Iy, et les connexines sont des cibles potentiellement intéressantes.
Leur stimulation pourrait permettre d’accélérer la vitesse de conduction atriale et donc

d’interrompre les circuits de réentrée, cependant a ce jour aucune molécule n’est disponible.

Actuellement, les agents béta-bloquants, les antagonistes des canaux calciques et
les digitaliques sont les traitements les plus efficaces dans le contréle du rythme
ventriculaire.

Parallelement, les thérapeutiques non-pharmacologiques occupent une large part
dans le traitement de la FA. Il s’agit par exemple de la radio-fréquence qui consiste soit a
isoler les foyers ectopiques du reste des oreillettes (déconnexion des foyers veineux
pulmonaires), soit a supprimer le substrat arythmogéne en divisant fonctionnellement
l'oreillette (segmentation atriale). Les bénéfices escomptés d’une procédure d’ablation sont
la ré-apparition de la contraction auriculaire avec amélioration de I'état hémodynamique du
patient, la disparition des symptdmes cliniques, et I'espoir darréter le traitement
antiarythmique, voire anticoagulant. Une diminution du risque thromboembolique semble
également étre observée (Scavée et al., 2004). Des expériences d’ablation par radio-
fréquence chez le chien ont montré que la dénervation vagale pourrait participer a la
suppression de la FA au cours de cette procédure (Elvan et al., 1995), et ce rble a été par la

suite confirmé chez 'lhomme (Pappone et al., 2004).

Alors que pendant des années, 'attention s’est focalisée sur les arythmies
ventriculaires, I'identification de la sévérité du pronostic de la FA et de sa fréquence
croissante du fait du vieillissement de la population, font de son traitement un défi pour les
approches pharmacologiques et chirurgicales. Une des hypothéses est qu’'une meilleure
comprehension des mécanismes fondamentaux de la FA pourrait mener a I'élaboration
d’approches thérapeutiques plus efficaces et plus sdres (Nattel, 2002a).

La fibrillation auriculaire est donc associée a un remodelage électrique. Plusieurs études
géne a géne ont montré que des variations de I'expression transcriptionnelle de canaux
ioniques accompagnent ces modifications fonctionnelles.




2. Hétérogénéité électrique associée au syndrome de Brugada

a. Historique

Osher et Wolff ont été les premiers a identifier une signature électrocardiographique
particuliere, caractérisée par des anomalies de la repolarisation ventriculaire (Osher & Wolff,
1953). Deux théories sur la physiopathologie du syndrome de Brugada ont ensuite été
élaborées. Martini et al. ont tout d’abord proposé une base structurale a l'origine de ce
syndrome (Martini et al., 1989 ; Martini et al., 1993). lls ont retrouvé le profil ECG particulier
chez trois patients ayant fait des morts subites et ont suggéré un lien possible entre ces
anomalies de la repolarisation ventriculaire et la mort subite (Martini et al., 1993). De plus,
chez ces patients, une forme subclinique de cardiomyopathie du ventricule droit fut
diagnostiquée a partir des résultats de biopsie chez un patient et de I'échographie chez deux
autres patients.
Les fréres Pedro et Josep Brugada en 1992 furent les premiers a faire 'hypothése qu’il s’agit
d’'une maladie cardiaque fonctionnelle, excluant du diagnostic les anomalies structurales ou
morphologiques. lls ont décrit les anomalies électrocardiographiques particuliéres dans un
sous-groupe de patients atteints de fibrillation ventriculaire idiopathique. Parmi eux, huit
patients avaient fait des épisodes de syncope ou de mort subite ressuscitée, causées par
des arythmies ventriculaires polymorphes rapides, mais ils ne présentaient pas d’anomalies
structurales. Chez 4 des 8 patients décrits, une histoire familiale était suspectée (Brugada &
Brugada, 1992). Les fréres Brugada ont également suggéré que le mécanisme
physiopathologique responsable des arythmies ventriculaires était une réentrée fonctionnelle
due a une dispersion de repolarisation du myocarde ventriculaire.
L’idée d’une origine fonctionnelle de ce syndrome a été renforcée par la description de la
présence parfois intermittente des anomalies électrocardiographiques (Nademanee et al.,
1997 ; Brugada et al., 1998). Un rapport plus récent de Remme et al. renforce également la
théorie de I'origine fonctionnelle puisque la grande majorité des patients étudiés ne semble
pas présenter d’'anomalies structurales (Remme et al., 2001).

b. Description

i. L’électrocardiogramme

L’ECG typique du syndrome de Brugada présente une onde J accentuée (déflexion
qui suit le complexe QRS), un sus-décalage du segment ST et une inversion de 'onde T
dans les dérivations précordiales droites V1 a V3 chez des sujets asymptomatiques (Osher
& Wolff, 1953 ; Vanzini & Brugada, 2000 ; Brugada et al., 2005 ; Figure 28, page 50).
L’accentuation de I'onde J simule une onde R’, donnant donc un aspect de bloc de branche

droit. Il semble cependant que le R’ dans le syndrome du Brugada soit d0 a une



repolarisation précoce de I'épicarde du ventricule droit plutét qu'a un bloc de branche
(Gussak et al., 1999).

Par ailleurs, une récente étude électrocardiographique a révélé que les patients porteurs
d’'une mutation sur le géne SCN5A se caractérisent également par une durée plus longue de
leur intervalle PR et de leur complexe QRS. lIs présentent donc davantage de troubles de la
conduction par rapport aux patients non porteurs. En effet, ces anomalies ont été identifiées
chez 59 sur 78 patients porteurs d’'une mutation (76%) et seulement chez 14% des non
mutés (Probst et al., 2006a).

Le diagnostic est facile lorsque le tracé de 'ECG est typique, mais c’est peu fréquent. Les
manifestations électrocardiographiques du syndrome de Brugada sont souvent dynamiques,
rendant le diagnostic difficile : 'importance de I'élévation du segment ST est variable et les
signes sont méme souvent cachés. |l est cependant possible de démasquer cette
caractéristique par utilisation de bloqueurs des canaux sodiques comme la flécainide,
I'ajmaline ou la procainamide (Antzelevitch et al., 2002). Le profil ECG peut également varier
selon I'équilibre du systéme nerveux autonome, la température corporelle, la glycémie, et la
prise de médicaments antiarythmiques, neuroleptiques et antipaludéens (Nademanee et al.,
1997). La stimulation béta-adrénergique peut normaliser 'ECG. Ainsi, on estime que seul le

tiers des patients est diagnostiqué.
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Figure 28 Tracé électrocardiographique caractéristique du syndrome de Brugada chez 'Homme, en
dérivations précordiales droites V1 a V3 (Vanzini & Brugada, 2000).
ii. Le potentiel d’action

Une étude a permis I'enregistrement simultané de PA monophasiques épicardique et
endocardique droits de 3 patients Brugada, au cours de I'implantation de leur défibrillateur.
Le PA épicardique présente une phase 0 de dépolarisation incompléte, une encoche
proéminente en phase 1, et un ddéme décalé durant la phase de plateau, reflétant un
déseéquilibre de la balance des courants ioniques. Au contraire, la morphologie du PA
endocardique est normale (Kurita et al., 2002 ; Figure 29).
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Figure 29 Enregistrement simultané de PA monophasiques épicardique et endocardique, au cours de
limplantation d’un défibrillateur sur un patient présentant un syndrome de Brugada (Kurita et al.,
2002).

Le substrat arythmogéne du syndrome de Brugada est favorisé par un
déséquilibre supplémentaire de la balance des courants ioniques, qui méne a une
perte du ddéme du PA dans certaines régions épicardiques du ventricule droit, et donc
a une repolarisation précoce.

e. Mécanismes
1. L’origine génétique

Ce syndrome héréditaire se transmet selon un mode autosomique
dominant de faible pénétrance. A ce jour, seule I'implication de deux génes,
SCN5A (Grant et al., 2002) et GPD1L (Glycerol-3-Phosphate Dehydrogenase
1-Like ; London et al., 2006) a été démontrée. Un troisiéme locus 3q22-25 co-
ségréguant d’'une fagon autosomique dominante, a été identifié dans une
famille par analyse de liaison (Weiss et al., 2002). Chez les membres de cette
famille atteints du syndrome de Brugada les génes SCN5A, SCN10A et
SCN12A localisés sur le chromosome 3 ne portent aucune mutation. Par
ailleurs, les mutations qui modifient I'intensité ou les cinétiques des courants
ioniques |y, lkr, Iks, Ik atP, Ica OU lcica), d& maniere & augmenter 'activité des
courants sortants ou a diminuer celle des courants entrants sont des
candidates du syndrome de Brugada.

L’'implication de SCN5A dans le syndrome de Brugada a été suggérée pour la

premiére fois a la suite d’'une approche gene candidat. Chen et al. en 1998 ont identifié dans
trois familles atteintes du syndrome de Brugada, trois mutations perte de fonction. La
démonstration génétique de l'implication de SCN5A dans ce syndrome fut réalisée lors de
I'étude d’'une grande famille atteinte du syndrome de Brugada sur quatre générations (Grant
et al., 2002). Ce syndrome se transmet de fagcon autosomique dominante puisque les
mutations identifiées co-ségrégent avec le phénotype. Plus de 60 mutations différentes du
géne SCN5A ont été identifiees jusqu’a ce jour. Environ un tiers a été caractérisé
fonctionnellement par expression des canaux sodiques recombinants dans des systémes
hétérologues.

Le géne SCN5A code pour la sous-unité a du canal sodique cardiaque, responsable
d’'un courant Iy, présentant une activation et une inactivation rapide et une faible sensibilité a
la tétrodotoxine (Gellens et al., 1992). L’expression en systéme hétérologue des canaux
sodiques mutés recombinants a permis d’étudier les mécanismes biophysiques et cellulaires
par lesquels ils provoquent un syndrome de Brugada. Dans tous les cas il y a une diminution
de I'amplitude du courant sodique, soit par réduction de I'expression et/ou du trafic du canal
sodique SCN5A, soit par modification des cinétiques d’activation, d’inactivation ou de

réactivation du canal (Bezzina et al., 2001).



La caractérisation fonctionnelle de la mutation du géne GPD1L montre qu’elle géneére

une diminution du courant sodique (London et al., 2006).

ii. Mécanismes responsables du sus-décalage du segment ST

Une premiére hypothése est que le sus-décalage du segment ST serait lié a la perte
de la phase de plateau du PA dans les cellules épicardiques du ventricule droit, générant un
fort gradient de voltage transmural (Yan & Antzelevitch, 1996). En condition pathologique,
telle que lors de la réduction du courant Iy,, la balance entre les courants ioniques durant les
premiéres phase du PA est déséquilibrée en faveur du courant |y, entrainant la perte du
déme et une repolarisation précoce (Yan et al., 1996 ; Naccarelli & Antzelevitch, 2001 ;
Figure 30, page 53). La densité du courant |, est plus élevée dans I'épicarde par rapport a
'endocarde d’une part, et dans I'’épicarde droit par rapport au gauche, d’autre part (Nabauer
et al.,, 1996 ; Di Diego et al., 1996). De ce fait, le phénoméne de repolarisation précoce est
majoritairement observé dans certaines régions de I'épicarde droit. Cette perte localisée du
plateau dans I'épicarde mais pas dans l'endocarde génére une dispersion a la fois
transmurale et au sein méme de I'épicarde, de la repolarisation et de la période réfractaire
des PA. Il se crée ainsi une fenétre de vulnérabilité, et lors de la conduction du PA depuis
des sites ou le ddme est maintenu vers des sites ou il ne I'est plus, I'induction de réentrée de
phase 2 est facilitée, créant un substrat pour le développement de fibrillations ventriculaires
(Figure 30, page 53).

Une étude chez le chien suggére que la différence d’incidence du syndrome de
Brugada en fonction du sexe pourrait étre liée a une différence au niveau de I'encoche du PA
épicardique droit. En effet, elle est plus marquée chez les méles par rapport aux femelles, en
accord avec une densité plus importante du courant |y, favorisant d’autant plus, en situation
pathologique, le déséquilibre de la balance des courant ioniques et une repolarisation
précoce du PA (Di Diego et al., 2002).

Il semble donc que la perte du plateau du PA soit liée a un déséquilibre du
gradient de courant net, durant la phase 1 de repolarisation. Des études chez
I'animal ont montré qu’une réduction de la densité des courants entrants Ins OU lca L,
ou une augmentation de celle des courants sortants tels que |y, Ik atp OU Ik aAch peut
contribuer a la perte du plateau (Yan & Antzelevitch, 1999).
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Une seconde hypothése est qu’un retard de conduction dans le ventricule droit serait
a l'origine du syndrome de Brugada (Tukkie et al., 2004 ; Meregalli et al., 2005). L’activation
asynchrone de I'endocarde et de I'épicarde créerait un gradient de voltage responsable d’'un
courant électrotonique, entrainant une élévation du segment ST et des arythmies

entretenues par des réentrées.

A ce jour, ces deux hypothéses sont discutées. Il s’avére que I'une n’exclut pas l'autre, et
gu’'une combinaison d’'un retard de conduction associé a un raccourcissement des PA
épicardiques du ventricule droit pourrait étre a I'origine du syndrome de Brugada (Tukkie et
al., 2004).

f.Epidémiologie

Viskin et al. ont observé que la prévalence de ce syndrome parmi les patients atteints
de la fibrillation ventriculaire était de 21% (Viskin et al., 2000). Corrado et al. ont retrouvé le
profil électrocardiographique particulier chez 14% des sujets jeunes ayant fait des épisodes
de mort subite (Corrado et al., 2001).

En 2005, Antzelevitch et al. ont fait le bilan d’'une base de données de patients
présentant le profil ECG caractéristique du syndrome de Brugada. Parmi les 690 cas décrits,
le pourcentage d’hommes atteints (=81%) est nettement supérieur a celui des femmes
(Antzelevitch et al., 2005; développé page 32). La moyenne d’age lors du premier
événement arythmique est de 41 ans mais des troubles du rythme peuvent aussi se produire
chez les enfants et les nouveaux-nés (Priori et al., 2000 ; Probst et al., 2006b). Une histoire
familiale de syncope, de fibrillation ventriculaire documentée ou de mort subite d’origine
cardiaque est rapportée chez 48% des patients. Le caractére apparemment héréditaire de
cette entité pathologique suggére donc fortement l'implication de facteurs génétiques. Une
étude réalisée sur 200 patients atteints du syndrome de Brugada a permis d’identifier chez
22% d’entre eux, des mutations sur le gene SCN5A (Priori et al., 2002). Le génotypage des
membres asymptomatiques de leurs familles révéla que 46% d’entre eux étaient également
porteurs des mutations identifiées chez les patients. Enfin, une autre étude avait permis de

montrer que 58% des patients étaient d’origine asiatique (Alings & Wilde, 1999).

g. Traitements

Alors qu’il y a eu dimportants progrés durant les dix derniéres années dans
l'identification et la caractérisation du syndrome de Brugada, les approches thérapeutiques
ont peu évolué. L’'implantation d’'un défibrillateur est actuellement le seul traitement efficace.

Cependant cette solution présente des inconvénients. En effet, elle n’est pas appropriée



pour les jeunes enfants, et pour des raisons économiques, ne peut étre pratiquée dans tous
les pays (Antzelevitch & Fish, 2006).

L’approche pharmacologique a pour objectif la réduction de I'amplitude de I'encoche
du PA épicardique droit et/ou la restauration de son déme, en rééquilibrant les courants
impliqués dans ses premiéres phases. Des études suggérent que le blocage du courant I,
ou 'augmentation des courants calciques permettent de normaliser I'élévation du segment
ST et de controler les épisodes de tachycardie / fibrillation ventriculaire (Yan & Antzelevitch,
1999 ; Belhassen et al., 2004 ; Antzelevitch & Fisch, 2006). Par contre I'efficacité sur le long

terme dans la prévention de la mort subite reste a étre démontrée.

Plusieurs études ont donc permis de montrer I'importance du remodelage électrique dans le
syndrome du Brugada. On peut donc suggérer que des modifications d’expression

transcriptionnelle des canaux ioniques puissent étre associées a cette pathologie.

3. Remodelage électrique associé a I'insuffisance cardiaque chronique

a. Historique

L’évolution des idées dans le domaine de l'insuffisance cardiaque a connu une
véritable révolution au cours des trente derniéres années, tant au plan de la conception
physiopathologique qu’a celui des thérapeutiques.

Il 'y a trente ans, linsuffisance cardiaque était considérée comme une maladie portant

exclusivement sur 'organe qui était a son origine, le myocarde. L’attention ne s’était pas
encore portée sur 'importance des phénomeénes périphériques qui entrent en jeu. C’est avec
I'essor des inhibiteurs de I'enzyme de conversion de I'angiotensine, qu’'a été développée la
théorie qui prévaut actuellement: linsuffisance cardiaque est une maladie évolutive
impliquant non seulement des anomalies hémodynamiques mais aussi la mise en jeu de
phénoménes notamment neuro-hormonaux. lls participent a I'aggravation du syndrome et
créent une situation auto-entretenue, aboutissant a la déchéance progressive du myocarde
et au décés (Katz, 2003 ; Futterman & Lemberg, 2001).

b. Description

L’insuffisance cardiaque se définit comme l'incapacité du coeur a assurer un débit
sanguin suffisant aux différents tissus de 'organisme dans les conditions basales ou a
I'effort. On considére que c’est une maladie évolutive. Elle est la conséquence ultime des
différentes agressions et pathologies pouvant affecter la pompe cardiaque. L’agression
initiale conduisant a l'insuffisance cardiaque est la perte de cellules myocardiques
fonctionnelles. Pour compenser cette perte, des mécanismes hémodynamiques et neuro-
endocrines sont mis en jeu qui augmentent la force de contraction du myocarde pour
préserver la fonction cardiaque. Ainsi, malgré des lésions cardiaques, il n’apparait pas au




départ de signes d’insuffisance cardiaque. L’insuffisance n’apparait que lorsque les
mécanismes compensateurs sont dépassés ou épuisés. La maladie s’aggrave donc a partir
du moment ou les processus endogénes exercent des effets délétéres.

La connaissance de la physiopathologie de l'insuffisance cardiaque a considérablement

évolué ces derniéres années. L’idée actuelle est qu’il existe un déséquilibre au profit de
systémes défavorables, vasoconstricteurs (systéeme rénine-angiotensine-aldostérone,
systéeme sympathique, systéme des endothélines, systéme arginine-vasopressine),
consommateurs d’énergie, au détriment des systémes vasodilatateurs et natriurétiques
(systéme des peptides natriurétiques, voies du monoxyde d’azote, prostacycline) (Akazawa
& Komuro, 2006 ; Cohn, 1995). Les données expérimentales et cliniques laissent a penser
que ce déséquilibre apparait tres précocement au cours de la maladie avant méme que les
symptdémes cliniques de l'insuffisance cardiague ne se manifestent. A terme, I'ensemble de
ces mécanismes favorise I'ischémie myocardique et les arythmies ventriculaires, contribue a
la dilatation progressive du cceur (remodelage ventriculaire) et accélére I'évolution de

l'insuffisance cardiaque vers le déces (Cohn et al., 2000).

c. Etiologie, physiopathologie et diagnostic

Dans les pays développés, la cause principale de linsuffisance cardiaque est
coronarienne. Les atteintes myocardiques liées notamment a une cardiomyopathie dilatée ou
hypertrophique, et les pathologies valvulaires (principalement aortiques et mitrales) en sont
également de trés fréquentes causes. De maniére plus anecdotique, I'insuffisance cardiaque
peut également étre la conséquence d’une maladie du péricarde, d’'une cardiopathie
congénitale ou encore d’un trouble du rythme ou de la conduction cardiaque.
Ces différentes étiologies peuvent étre a 'origine d’une atteinte 1) systolique, correspondant
a une perte de contractilité d’'une partie du muscle cardiaque (infarctus du myocarde ou
cardiomyopathie dilatée primitive, par exemple), 2) diastolique, et donc secondaire a une
altération du remplissage cardiaque (par exemple, cardiomyopathie hypertrophique), ou 3) le
plus souvent les deux (Jessup & Brozena, 2003 ; McMurray & Pfeffer, 2005 ; Figure 31).

L’évaluation de la fonction cardiaque renseigne sur la sévérité de la pathologie et le
pronostic des patients, et permet de guider la thérapeutique et d’apprécier 'impact de
nouveaux traitements. L'examen clinique, 'ECG et la radiographie du thorax sont les
examens de base qui restent indispensables dans I'évaluation de I'insuffisance cardiaque.
L’évaluation précise de la fonction cardiaque repose sur des techniques d’'imagerie
(échocardiographie) qui mesurent la taille des cavités, ainsi que I'épaisseur et
I'épaississement des parois cardiaques, et apprécient I'état des structures valvulaires. Des
techniques de cathétérisme et de doppler mesurent les pressions et les vitesses
intracardiaques générées par la contraction et le remplissage. D’autres approches
dynamiques permettant une évaluation a I'effort ou au cours d’un stress pharmacologique
sont également trés informatives. L’utilisation plus récente des marqueurs biologiques de la



dysfonction cardiaque (peptides natriurétiques) permet une évaluation simple de la
pathologie. Cependant, la pertinence de cette technique dans une stratégie de dépistage et
de suivi reste controversée (McMurray & Pfeffer, 2005).
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Figure 31 Deux mécanismes physiopathologiques de l'insuffisance cardiaque : atteinte diastolique et
systolique (Jessup & Brozena, 2003).

d. Epidémiologie et pronostic
L’insuffisance cardiaque touche entre 1 et 2% de la population adulte.

C’est une maladie du sujet agé, dont la prévalence augmente du fait du
vieillissement de la population. En effet, 6 & 10% des plus de 65 ans sont
touchés par cette maladie (Mosterd et al., 1999) et le risque de développer
une insuffisance cardiaque est environ de 1 sur 5 chez une personne de 40
ans (Lloyd-Jones et al., 2002).

Le pronostic de l'insuffisance cardiaque est globalement sombre avec un taux de mortalité

élevé et de fréquentes hospitalisations. 30 a 40% des patients meurent pendant la premiére

année suivant leur diagnostic, et 60 a 70%, au cours des 5 ans suivant leur diagnostic

(Bleumink et al., 2004).

e. Remodelage électrique associé a I'insuffisance cardiaque
i. L’électrocardiogramme

Plusieurs anomalies électrocardiographiques ont été décrites dans linsuffisance
cardiaque. La plus fréquente est la tachycardie sinusale, illustrée par la diminution de la
durée de lintervalle RR, mécanisme d’adaptation a la réduction du volume d’éjection
systolique. Une diminution de la dispersion de l'intervalle RR a été également décrite chez
des cas dinsuffisance cardiaque (Tsunakawa et al., 1993). Elle traduit un déséquilibre du
systéme nerveux autonome, en faveur du systéme sympathique. L’insuffisance cardiaque
est également associée a une augmentation de la durée du complexe QRS, traduisant un
ralentissement de la conduction intra-ventriculaire (Tomaselli et al., 1994). Par ailleurs, une
augmentation de la dispersion de l'intervalle QT semble étre liée a un risque élevé de mort
subite dans le cadre de linsuffisance cardiaque (Barr et al., 1994). La dilatation atriale
gauche associée a l'insuffisance cardiaque induit une augmentation de la durée de I'onde P.

Enfin, TECG peut révéler tous types de troubles du rythme (hyperexcitabilité auriculaire et



ventriculaire) et de la conduction (bloc de branche, bloc auriculo-ventriculaire et dysfonction

sinusale) particuliérement fréquents dans I'insuffisance cardiaque.

ii. Le potentiel d’action
Il est admis que quelque soit la cause de l'insuffisance cardiaque, la caractéristique
commune est 'augmentation de la durée du PA ventriculaire (Beuckelmann et al., 1993 ;
Figure 32, page 58).
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Figure 32 Enregistrement de PA de cellules ventriculaires de patients non malades et insuffisants
cardiaques (Beuckelmann et al., 1993).

Chez 'homme (Barr et al., 1994 ; Berger et al., 1997) comme chez I'animal insuffisant
cardiaque (Pak et al., 1997), une hétérogénéité spatiale et temporelle de la durée du PA et
de sa période réfractaire a été décrite. Dans l'insuffisance cardiaque, cette augmentation de
dispersion des PA prédispose aux arythmies ventriculaires par réentrée (Pak et al., 1997).
iii. Les courants ioniques

Le résultat le plus consistant est la diminution de la densité du courant l, chez
’lhomme (Beuckelmann et al., 1993 ; Wettwer et al., 1994 ; Nabauer et al., 1996 ; Kaab et al.,
1998 ; Figure 33) et dans différents modéles animaux (Xu & Best, 1991 ; Lue & Boyden,
1992 ; Potreau et al.,, 1995 ; Kaab et al.,, 1996 ; Zicha et al., 2004). Les conséquences
fonctionnelles de cette diminution sont difficile & évaluer. En effet, du fait de son action trés

breve, le role de |, dans la modulation de la durée du PA reste controversé.
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Figure 33 Courant I, enregistré dans des cellules ventriculaires humaines de patients non malades et
insuffisants cardiaques (Kaab et al., 1998).

Chez ’'homme, la densité du courant lx; a également été montrée diminuée dans le cadre de
linsuffisance cardiaque (Beukelmann et al., 1993 ; Figure 34, page 59). Du fait de sa
participation au maintien du potentiel de repos et a la phase terminale de repolarisation, la
réduction de ce courant pourrait participer a I'allongement de la durée du PA.

Le courant pacemaker ou "funny" (l) non sélectif est décrit dans les tissus automatiques
comme le nceud sino-atrial (Di Francesco, 1993 ; Irisawa et al., 1993). Plus récemment, I a
été mis en évidence dans les cellules ventriculaires humaines (Cerbai et al., 1997 ; Hoppe et
al., 1998), avec une activation a des voltages trés négatifs, en dehors des conditions
physiologiques. L’insuffisance cardiaque s’accompagne d’'une augmentation du courant I;
(Cerbai et al., 2001 ; Figure 35) qui dans le cadre d’une diminution du courant lx; pourrait

prédisposer les cardiomyocytes ventriculaires a I'automaticité (Hoppe et al., 1998).
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Figure 34 Courant lxq enregistré dans des cellules ventriculaires de patients non malades et
insuffisants cardiaques (Beuckelmann et al., 1993).
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Figure 35 Courant I enregistré dans des cellules ventriculaires de patients non malades et
insuffisants cardiaques (Cerbai et al., 2001).



L’insuffisance cardiaque est caractérisée par des anomalies du couplage excitation-
contraction : diminution de la force de contraction, prolongation de la relaxation, une
adaptation moindre de la contraction a la fréquence cardiaque. Des changements dans
’lhoméostasie calcique pourraient participer a ces anomalies. Cependant, leurs bases
fonctionnelles dans l'insuffisance cardiaque restent controversées. En effet, alors qu’il est
reconnu que la séquestration du Ca?* par le réticulum sarcoplasmique est défectueuse dans
l'insuffisance cardiaque (Lindner et al., 1998 ; Pieske et al., 1999), la réduction de I'activité
de la SERCAZ2, responsable du pompage du Ca** vers ce compartiment cellulaire, est encore
discutée (Mercadier et al., 1990 ; Hasenfuss et al., 1994 ; Movsesian et al., 1994 ; Maier et
al., 2002 ; Piacentino et al, 2003). L’échangeur sodium-calcium (NCX) est le deuxiéme
mécanisme responsable de la sortie du Ca®* depuis le cytoplasme. Une étude réalisée chez
le chien a montré que l'activité de NCX est augmentée dans linsuffisance cardiaque,
suggérant ainsi un réle compensateur face a la diminution du repompage du Ca?* par le
réticulum sarcoplasmique (O’'Rourke et al., 1999). Chez 'lhomme, les données concernant
NCX sont plus controversées (Reinecke et al., 1996 ; Rose et al., 1998).

Le courant lc,. est la premiére source d’entrée du Ca®* dans la cellule, amorgant sa sortie
depuis le réticulum sarcoplasmique, et initiant donc la contraction cellulaire. Chez les
patients insuffisants cardiaques, lorsqu’une variation de la densité du courant I, a été
observée, il s'agissait d’'une diminution (Ouadid et al., 1995). Le méme type de résultats a
été obtenu pour le nombre de sites de fixation a la dihydropyridine (Takahashi et al., 1992),

traduisant donc une diminution du nombre de canaux fonctionnels a la membrane.

f. Traitements

L’évolution des thérapeutiques depuis les trente derniéres années est remarquable.
Au début des années 1970, le traitement de [linsuffisance cardiaque se limitait aux
diurétiques et aux digitaliques (Faris et al., 2002). Par la suite, la compréhension de la
physiopathologie de [linsuffisance cardiaque a permis le développement d’approches
thérapeutiques qui parviennent a diminuer les symptomes, a éviter les hospitalisations, et a
prolonger la durée de vie. La mise en évidence du rble de la circulation périphérique dans
l'insuffisance cardiaque a conduit a la conception de vasodilatateurs dont les premiers essais
remontent aux années 1970 (Tadei et al., 1975). Un tournant évolutif a été marqué par
l'introduction des inhibiteurs de I'enzyme de conversion de I'angiotensine. lls sont considérés
actuellement comme la pierre angulaire du traitement de linsuffisance cardiaque, compte
tenu de leur effet bénéfique sur la mortalité et la qualité de vie (CONSENSUS, 1987 ;
SOLVD, 1991 ; McMurray et al., 2001). Les quelques études, comme CHARM, menées sur

les antagonistes des récepteurs de type | de I'angiotensine Il ont démontré qu’ils étaient



aussi efficaces que les inhibiteurs de I'enzyme de conversion de I'angiotensine (Pfeffer et al.,
2003). Longtemps considérés comme contre-indiqués en raison de leur effet inotrope
négatif, I'efficacité des agents béta-bloquants sur la diminution de la mortalité a été
largement validée (étude CIBIS I, 1999 ; Eichhorn & Bristow, 2001, étude COPERNICUS).
La troisiéme classe pharmacologique majeure du traitement de linsuffisance cardiaque est
représentée par les antagonistes des récepteurs de l'aldostérone. L’étude RALES a montré
que l'utilisation de la spironolactone est associée a une diminution de 30% de la mortalité
(Pitt et al., 1999). Enfin, de nouvelles classes thérapeutiques visant a inhiber d’autres
mécanismes compensateurs endogenes aux effets délétéres, se profilent pour les années a
venir. Les antagonistes de l'arginine vasopressine par exemple sont conceptuellement
intéressants mais seuls les résultats des essais thérapeutiques de grande échelle
permettront de savoir si ces nouvelles thérapeutiques ont leur place dans le traitement de
l'insuffisance cardiaque (Lemmens-Gruber & Kamyar, 2006)

Si 'on ajoute a cette longue liste les essais de traitements substitutifs a la transplantation
cardiaque tels que la stimulation bi-ventriculaire ou la chirurgie de remodelage ventriculaire
(Landmesser & Drexler, 2005 ; Mancini & Burkhoff, 2005), il existe donc une véritable
explosion des potentialités thérapeutiques de l'insuffisance cardiaque. Cet essor est une
chance a une époque ou les donneurs sont rares pour réaliser la transplantation cardiaque
qui reste le seul traitement de l'insuffisance cardiaque au stade évolué (Trulock et al., 2004 ;
Ogata & Platt, 2004). Cette pénurie sévere de greffons a conduit a un effort de créativité

pour des voies alternatives comme le cceur artificiel par exemple (Copeland et al., 2004).

L’insuffisance cardiaque est donc associée a un large remodelage électrique. Plusieurs
études géne a géne ont également décrit des modifications d’expression des transcrits des

canaux ioniques dans cette pathologie.




D. LE TRANSCRIPTOME DES CELLULES CARDIAQUES

L’objectif des deux premiéres parties introductives a été de décrire les principales
caractéristiques fonctionnelles qui déterminent 'hétérogénéité électrique cardiaque dans
différentes conditions physiologiques et physiopathologiques. A ces différents déterminants
fonctionnels s’ajoute un autre niveau de complexité : I'expression des génes et sa régulation.

A Tlissu du séquencage du génome humain, le nombre de génes constituant notre
génome a été estimé a 20 000 - 25 000 (Lander et al., 2001 ; International Human Genome
Sequencing Consortium, 2004). Chez 'homme, 10 000 a 20 000 ARNm différents sont
exprimés dans une cellule spécialisée. lls constituent le transcriptome de la cellule, i.e. la
totalité des transcrits présents dans un type cellulaire donné, a un moment donné et

dans une condition biologique précise.

Le projet de séquengage du génome de nombreux organismes, associé aux récents
progrés en biologie moléculaire, ont conduit au développement d’'une nouvelle approche
technologique : la génomique. Celle-ci permet I'analyse globale et simultanée des
modifications d’expression des génes, autrement dit du remodelage moléculaire, en
réponses a diverses variables environnementales ou expérimentales. Elle donne donc accés
au transcriptome. La génomique fonctionnelle a pour objectif de corréler I'expression des
genes a leur fonction.

D’un point de vue méthodologique, la génomique repose a la fois sur des techniques de
biologie moléculaire (les plus courantes sont les puces a ADN ; la plus récente est le
TagMan a haut débit) et sur des techniques de bio-informatique. Les expériences a haut
débit, générent en effet des quantités d’'informations colossales nécessitant le
développement d’algorithmes mathématiques et statistiques adéquats pour leurs analyses.

L’application de ces méthodes systématiques a conduit a de nouvelles avancées
aussi bien en recherche fondamentale qu’en médecine. D’un point de vue fondamental, du
fait de son caractére exhaustif 'analyse globale du transcriptome autorise une vision
intégrée des transcrits, c’est pourquoi on parle de biologie intégrative. Elle a ainsi permis
une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans I'adaptation
a diverses situations, en particulier pathologiques (Cho & Campbell, 2000). Contrairement
aux études dédiées a des génes candidats, I'exploration simultanée de nombreux génes
(Yung et al., 2004 ; Margulies et al., 2005) permet de détecter des relations subtiles entre
eux et de découvrir des corrélations biologiques auparavant difficiles a anticiper. Ainsi,
une nouvelle fonction peut étre attribuée a des génes inconnus, mais également de



nouvelles voies de signalisation ou de nouveaux mécanismes de régulation peuvent étre
identifiés. Cette nouvelle approche technologique a également révolutionné la recherche de
cibles thérapeutiques grace a l'identification de nouveaux génes candidats. La
classification des pathologies et la médecine personnalisée constituent les objectifs ultimes
de la génomique. En effet, le diagnostic et le pronostic d’'une pathologie ainsi que I'efficacité
d’un traitement thérapeutique reposent aujourd’hui sur notre habilité a évaluer un ensemble
de signes cliniques et biologiques récurrents dans la pathologie. Cette évaluation présente
cependant de nombreuses limites conduisant souvent a de fausses prédictions. Aussi,
'analyse globale des altérations d’expression des génes associées a une pathologie peut
fournir aujourd’hui des signatures moléculaires spécifiques et conduire notamment a
I'identification de marqueurs moléculaires utiles a son diagnostic et pronostic. L’évaluation de
la cinétique et de 'amplitude de ces variations d’expression offre de plus la possibilité de
suivre la progression de la pathologie. La corrélation entre ces signatures moléculaires et
les différents stades cliniques devrait permettre a long terme une meilleure prise en charge
de la pathologie et une médication plus appropriée (Bittner et al., 2000).

Cette approche "transcriptomique" présente cependant plusieurs limites. Les études a
large échelle générent une quantité considérable de données, faisant naitre un besoin bio-
informatique important afin de les gérer et de les analyser (ou data mining) de maniére
pertinente. Ces outils in silico constituent une branche théorique et complémentaire de la
biologie. C’est pourquoi, pour attribuer des réles biologiques aux modifications d’expression
observées, celles-ci doivent étre intégrées et validées au niveau protéique et fonctionnel. La
comparaison et l'intégration des résultats obtenus a partir de différentes études, a partir de
différents modéles expérimentaux, et dans différents laboratoires, sont également cruciales a
l'interprétation des modifications d’expression. Celles-ci demeurent cependant encore
difficiles a entreprendre aujourd’hui. La génomique fournit une signature moléculaire, ou
autrement dit une photo du transcriptome, dans un tissu donné a un instant donné. Elle ne
rend en rien compte de la dynamique du métabolisme des transcrits. C’est pourquoi la
réalisation d’études cinétiques est primordiale. Par ailleurs, il ne faut pas oublier que la
régulation d’'une fonction protéique dépend non seulement de la transcription des génes et
de la maturation de ses transcrits (accessibles par les techniques de puces a ADN), mais
elle est également orchestrée par d’autres mécanismes de régulation complexes allant de la
traduction a la maturation et a I'adressage sub-cellulaire des protéines. Le développement
paralléle de la protéomique devrait participer a améliorer notre niveau de compréhension en
fournissant une vision globale de I'expression des protéines.

Si la caractérisation fonctionnelle des courants ioniques cardiaques a fait I'objet de
nombreuses études au cours des derniéres années (Schram et al., 2002), le profil
d’expression des canaux ioniques et la régulation de leur expression restent encore
aujourd’hui largement inconnus. Le role de la transcription dans la plasticité électrique a
cependant déja été suggéré par des approches géne a géne. On parle de plasticité ionique,
c’est a dire de I'hétérogénéité de I'expression des canaux ioniques associée a une situation
physiologique. Un bilan des bases ioniques de I'’hétérogénéité électrique intrinséque du coeur
est décrit dans la revue de Schram et al. en 2002. James et al. ont publié un résumé de ce
qui est connu concernant les différences d’expression de canaux ioniques en fonction du
sexe (James et al., 2005).

De multiples études géne a géne ont montré que les cardiopathies sévéres
s’accompagnent également de la modification de I'expression des canaux ioniques
(remodelage ionique), qui constitue la cause et/ou la conséquence des troubles du rythme.
On peut par exemple citer le résumé de Brundel et al., de 'ensemble des données
observées sur le remodelage ionique associé a la fibrillation auriculaire (Brundel et al.,
2002). Concernant I'insuffisance cardiaque, le méme type de revue a été réalisée
(Armoundas et al., 2001). A l'inverse, aucune donnée sur le remodelage ionique associé au
syndrome de Brugada n‘a été publiée jusqu’a présent.



Ces approches géne a géne ont donc permis de montrer que les cellules cardiaques
sont capables d’adapter leurs propriétés électrophysiologiques a des contraintes externes,
en modifiant I'expression de leurs canaux ioniques. La génomique autorise aujourd’hui une
approche globale du remodelage ionique et de ses conséquences fonctionnelles. Comment
est distribué et régulé ce répertoire dans le myocarde normal et pathologique est une

question centrale de la rythmologie moderne.

Les premiéres publications sur le séquencage du génome humain sont apparues en 2001.
Aujourd’hui, le nombre de génes du génome humain est estimé a = 25 000. L’identification
de plusieurs centaines de génes codant les sous-unités des canaux ioniques suggére une

importante diversité moléculaire et fonctionnelle.

Le projet de séquencage des génomes a été accompagné par d’importants progrés
techniques et technologiques dans les domaines (i) de la manipulation de I’ADN, (ii) de la
miniaturisation et de I'automatisation des expériences, qui a permis le développement des
technologies dites de "haut débit", ainsi que (iii) dans les méthodes informatiques pour la

gestion et 'analyse des données.




L’enjeu actuel est de comprendre comment est distribué et régulé le répertoire des canaux

ioniques dans le myocarde en conditions physiologiques et pathologiques.



MATERIELS ET METHODES

A. LES DONNEES DU GENOME

La génomique ayant pour objectif I'analyse du produit des génes, une bonne
connaissance du génome est fondamentale a I'élaboration d’outils performants dédiés a ce
type d’étude.

En 1990, une initiative voit le jour : le Projet Génome Humain ou Human Genome
Project (HGP). Ce projet international établit un plan sur plus de 10 ans pour décrypter le
génome humain (séquencage et annotation), adresser les questions éthiques, légales et
sociales issues du projet et analyser les génomes de nombreux autres organismes. En
parallele, en 1998, Craig Venter crée la société Celera Genomics® dont le but est de
séquencer le génome humain en trois ans. La premiére version du génome humain est
publiée en 2001, simultanément par Celera Genomics® et par le HGP (Venter et al., 2001 ;
Lander et al., 2001). Le travail de finition s'est achevé en avril 2003 : une version compléte et
précise a 99,99% de la séquence du génome humain est aujourd'hui librement accessible
(Schmutz et al., 2004).

Le projet International Nucleotide Sequence Databases Collaboration (INSDC ;
http://www.insdc.org/) est une collaboration internationale entre plusieurs banques de
données publiques : GenBank aux Etats-Unis, EMBL en Europe et DNA Data Bank (DDBJ)

au Japon, débutée en 1986. Son objectif est de concevoir un format commun de collecte et

d’annotation des séquences. Cependant, le principal inconvénient de ce projet est la
redondance des informations qui existe entre les différentes bases de données. Ainsi, depuis
2000, The National Center for Biotechnology Information (NCBI ;
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/) développe la base de données RefSeq (Pruitt et al., 2000) qui

fait la synthése des données de ces trois banques publiques. RefSeq constitue une
collection non-redondante de séquences génomiques, rassemblant I'ensemble des

références et annotations connues a ce jour.

Ces banques de données privées et publiques servent de base pour la mise au point
des sondes de puces a ADN et des essais TagMan. Les efforts réalisés pour I'évolution de la
qualité des séquences et de leurs annotations sont donc indispensables a 'amélioration des

techniques d’étude du transcriptome et donc de la fiabilité des résultats.


http://www.insdc.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Pour des raisons de concision, dans les paragraphes suivants je ne développe que 'aspect

technique des outils que j’ai utilisé pour aborder mes questions.

B. LES PUCES A ADN

1. Principe général

Les puces a ADN ont connu un essor rapide du fait du grand nombre d’applications
proposées comme le génotypage et I'expression des génes. L’adaptation de cette technique
a l'analyse du transcriptome (ensemble des transcrits d’'une cellule) permet I'évaluation
simultanée de I’expression de milliers de génes dans un échantillon de tissu. L’étude du
transcriptome par cette méthode a d’abord été réalisée chez la levure puis chez 'lhomme,
essentiellement dans les cancers et hémopathies (Alizadeh et al., 2000 ; Bertucci et al.,
2000 ; Perou et al., 2000 ; Ross et al., 2000).

Les puces a ADN consistent en un support solide (petite lame de verre) sur lequel des
milliers de fragment d'ADN sont déposés (spottés) de facon géométrique a l'aide d'une
micropipette robotisée ou sont synthétisés in situ. Grace a cette technique, chacun des
fragments d'ADN (sondes) est représenté par un point sur le support. Les sondes peuvent
étre des ADN double brin de longueur de 200 a 2000 pb amplifiés par la technique de PCR
ou des oligonucléotides courts (25 mers) ou longs (50-70 mers). Ces sondes permettent de
fixer de fagon spécifique les fragments d’ADN complémentaires des transcrits présents dans
les échantillons biologiques a tester (cibles). Un systéme de marquage des cibles au moyen
de traceurs fluorescents permet leur détection. La quantification des signaux obtenus et
l'identification des fragments de génes reconnus sont ensuite rendues possibles au moyen
d'un systéme d'acquisition d'image puis d'analyse des données faisant appel a des logiciels
informatiques spécialement congus a cet effet. Les résultats obtenus sont validés sur le plan
statistique et interprétés dans un contexte biologique. Une expérience standard de puce a
ADN consiste définir si 'expression des génes est similaire ou différente entre une situation
contrdle et une situation test. En fonction de la technologie, deux types d’hybridation peuvent
étre réalisées : (i) les deux échantillons marqués par deux fluorochromes différents sont
hybridés sur la méme puce. L’hybridation est alors compétitive et fourni des valeurs
d’expression relative ou ratios (Figure 36, page 69) ; (ii) chaque échantillon marqué est

déposé individuellement sur la puce, fournissant ainsi deux séries de valeurs d’expression



absolues. Cette hybridation permet de mesurer I’abondance relative de chacun des

ARNmMm présents dans chacun des échantillons biologiques étudiés.

DA clones ) tast reference
L [E 1
Pt aser
J“-..A_..-’"_.
reverse
transcription
e label with
fluor dyes
PCR amplification A_;‘___A__ Saa
purification ,k,_k.&_. g‘%ﬁ

rabotic
printing

computer

hyksridize target analysis

to mic roarray

Figure 36 Principe général des puces a ADN. (" the Chipping Forecast ", Supplement to Nature
Genetics 21, January 1999)

2. Puces a ADN dédiées au muscle : MyoChip

La technique des puces a oligonucléotides a déja fait ses preuves dans le
génotypage, les études d’expression génique, et I'établissement de diagnostics (El Atifi ef al.,
2002 ; Nuwaysir et al., 2002 ; Wang et al., 2002). Les premiers résultats semblent montrer
que dans le futur, les puces a oligonucléotides pourraient devenir la stratégie de choix en

matiére de puces.

La puce multidédiée ou MyoChip réalisée au laboratoire regroupe les populations de génes
d’intérét identifiés par neuf themes différents, autour du domaine du muscle strié cardiaque
et squelettique (Figure 37, page 70). Le criblage de ces génes pertinents a été faits (i) par
sélection expérimentale par criblage (screening) de puces a ADN pangénomiques, (ii) par
connaissances biologiques a priori, par analyse de la littérature et/ou interrogation des bases

de données publiques et (iii) par constitution de banques différentielles par approches



soustractives (SSH) (Diatchenko et al., 1996 ; Tkatchenko et al., 2000), séquencgage
systématique de banques d’EST et/ou analyse de banques SAGE (Velculescu et al., 1995).
Un oligonucléotide spécifique de chacun de ces génes a ensuite été synthétisé par MWG.
Les contraintes de choix des séquences sont les mémes pour tous les oligonucléotides : une
longueur de 50 oligomers, permettant d’avoir une stringeance d’hybridation plus importante
gu’avec des oligonucléotides courts, une localisation en région codante le plus prés possible
de l'extrémité 3’ du géne, et donc du site de polyadénylation, un pourcentage en G-C
d’environ 50% et un Tm (melting Temperature, température d’hybridation) compris entre 70
et 75°C. Chaque oligonucléotide est greffé en 5 par une séquence aminée. Une
concentration identique de sondes peut étre déposée dans chaque spot. Par une conception
appropriée, les oligonucléotides longs peuvent permettre de distinguer les différentes formes
d’épissage d’'un ARNm et méme différents polymorphismes d’un géne.

Cette puce contient au total 3860 oligonucléotides dont 151 liés correspondent a des
canaux ioniques et protéines régulatrices de ’lhoméostasie calcique (Figure 37). 356

produits de PCR ont été ajoutés a la collection d’oligonucléotides.

Oangiogénése 480
Bl chromosome X + 16 93
O commun 696

O dystrophinopathies 192
B insuffisance cardiaque 370

O myogénes 672
H neuropathies 192
O rythmologie 151

M valvulopathies 741

M fibrillation auriculaire 273

Figure 37 Proportions des différentes catégories d'oligonucléotides présents sur la MyoChip.

Les oligonucléotides et produits de PCR organisés en plaques de 96 puits, sont repris dans
du Tampon A 1X (MWG). lls sont alors tous a une concentration de 25 yM. Chaque

oligonucléotide est spotté quatre fois sur la lame.

a. Les lames
Nous utilisons les lames commercialisées par MWG coatées d’époxysilane. Au cours
du spotting, les groupements époxy chargés négativement réagissent avec le NH2 des

oligonucléotides aminés.



b. Microdépbt des sondes sur les lames

Les sondes amplifiées par PCR et stockées en plaques 96 puits sont déposées par
un micropipeteur robotisé SDDC/C200 (Eurogentec). Un ordinateur (PC couplé au logiciel
Chipwrighter) commande I'automate et permet de programmer la configuration du spottting.
Le produit de PCR est prélevé par capillarité puis déposé, la pointe allant percuter
successivement une série de lames. Chaque sonde déposée constitue ainsi une unité
d’hybridation ou "spot" d’ou le nom de spotting donné a cette étape. Chaque dépbt a une
taille comprise entre 75 et 200 uym, et chaque sonde est présente en trois exemplaires sur la
puce.

Les lames sont alors stockées a I'abris de la poussiére, et utilisées au cours du mois
suivant.

c. Extraction de 'ARNt

Pour extraire 'ARN total, les tissus sont traités selon la méthode de Chomczynski et
Sacchi (1987), appliquée avec le Trizol (GIBCO BRL). Les ARN totaux sont ensuite traités a
la DNase, afin d’éliminer TADN génomique contaminant, selon le protocole du RNeasy Mini
Kit et du RNase-Free Dnase Set (Qiagen). La concentration des ARN totaux a été évaluée
par mesure de l'absorbance a 260nm (DO 260nm, NanoDrop ND-1000, NanoDrop
Technologies). Seuls les ARN pauvres en protéines (DO 260nm/280nm entre 1.8 et 2) ont
été retenus pour la suite de I'expérimentation. L’absence d’ADN a été vérifiée par PCR. La
qualité des ARN a été contrélée par une technique de micro-électrophorese en capillaire, sur

gel d’acrylamide (Agilent 2100 Bioanalyser, Agilent).

d. Marquage des cibles
Les ARNt sont concentrés par précipitation, a une concentration de 2.5ug/ul. Le
marquage des cibles est réalisé a I'aide du kit CyScribe Post Labelling (Amersham).

La transcription inverse est réalisée sur 20ug d’ARNt avec des amorces oligo-dT. Des
dUTP-aminoallyl (AA-dUTP) sont incorporés aux cDNA au cours de la réaction. Les cyanines
ajoutées par la suite interagissent de maniére covalente, par leur groupement thiol, avec le
groupement amine des AA-dUTP. Les cibles de I'échantillon A sont marquées avec le
fluorochrome, ou cyanine, Cy3, et celles de I'échantillon B, avec le Cy5. Ces molécules
différent par leur spéctre d’absorption et d’émission : le Cy3 émet a 540nm (dans le vert), et

le Cy5, a 650nm (dans le rouge).

e. Le traitement des lames



Les lames spottées sont incubées 15 min dans un bain a 50°C d’éthanolamine
50mM, Tris base 100mM, pH9, et SDS 0.1%. Cette étape permet le blocage des groupes
époxy qui n'ont pas interagit avec les oligonucléotides. Aprés deux lavages dans l'eau, elle
sont placées 15 min dans un bain a 50°C, SSC4X, SDS 0.1%. Aprés séchage, les lames
sont préhybridées 1h a 42°C dans 150ml de SSC3.5X, SDS0.3%, BSA 1%, filtrées et
préchauffées. Aprés lavages dans l'eau et séchage par centrifugation, les lames sont

stockées a I'abri de la poussiére et sont prétes pour I'’hybridation.

f. Analyse d’'image

La fluorescence émise par les marqueurs est enregistrée. Le signal est recueilli sous
forme d’'une image segmentée de maniére a circonscrire chaque spot. Les données sont
extraites, permettant de définir pour chaque spot lintensité d’hybridation correspondant a
chaque cible. Le ratio des intensités est un paramétre interprétable de maniére fiable. Il

décrit le niveau d’expression relatif entre les deux cibles.

Recueil des images par le scanner
La lecture des lames est réalisée a l'aide d’'un scanner composé d’'un microscope

confocal ScanArray (4000 GSI LUMONICS-USA) couplé a deux lasers, de longueurs

d’'ondes différentes, et a un photomultiplicateur (PMT). Les lames sont lues successivement

par l'un puis l'autre des lasers permettant I'excitation des fluorochromes Cy3 et Cy5. Les
molécules fluorescentes incorporées aux sondes absorbent alors I'énergie émise par le laser
et émettent des photons qui sont captés par le PMT. Ce dernier convertit les photons en
signal électrique et 'amplifie. Ce signal électrique est ensuite converti en signal digital. La
fluorescence émise est enregistrée avec une résolution spatiale de 10 um. On obtient ainsi
deux images polychromes distinctes correspondant chacune a une cartographie de
'intensité émise par les deux cyanines (Figure 38, page 73). Les réglages d’intensité de
chaque laser et du PMT permettent d’obtenir des niveaux globaux d’intensité équivalents

pour les deux images.

Traitement de I'image et acquisition des données

Les images sont importées dans un logiciel de traitement d'image (GenePix Pro)
dédié aux puces et développé par Axon.

Les deux images sont superposées et affichées suivant un code couleur artificiel : la
cartographie Cy3 est représentée en intensités de vert, celle de Cy5 en intensités de rouge.

Ces intensités sont croissantes avec le niveau du signal. Aprés superposition des deux



images, la majorité des spots, ou les intensités des deux cyanines sont équivalentes,
apparaissent en jaune (Figure 38, page 73).

La premiére étape consiste a positionner sur 'image des grilles de cercles. Chaque
cercle est adapté autour d’'un spot de maniére a séparer au mieux l'unité d’hybridation du
reste de la lame. Cette segmentation est fondamentale pour le calcul de l'intensité du signal
et de l'intensité du bruit de fond autour de chaque spot. Par ailleurs, les spots présentant un
aspect artéfactuel (poussiéres fluorescentes, spots arrachées,...) sont différentiés de
maniere a étre écartés de I'analyse ultérieure. Les données sont extraites sous forme d’'un
fichier exploitable sous Excel. Pour chaque spot, on obtient la localisation sur la lame et
l'intensité des signaux d’hybridation et de bruit de fond local pour chaque fluorochrome. Des
critéres de qualité de l'information recueillie, basés sur le rapport signal/bruit de fond sont
également disponibles. Les intensités de signal utilisées, ou données brutes, correspondent
au signal mesuré moins le bruit de fond local. Le ratio qui est utilisé par la suite est défini par

le rapport d’intensité des signaux bruts.
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Figure 38 Recueil et traitement des images.

Traitement des données

Le programme de traitement des données, Madscan, a été développé dans notre
laboratoire par Nolwenn LE MEUR. |l est disponible sur internet :

http://cardioserve.nantes.inserm.fr/mad/madscan/login.php



http://cardioserve.nantes.inserm.fr/mad/madscan/login.php

e Analyse qualité des spots
Un score compilant les critéres de qualité et les niveaux d’intensité du signal permet de
sélectionner les clones valides pour l'interprétation des données. La cohérence de
'ensemble des pixels composant le signal d’hybridation et des pixels composant le bruit de

fond est prise en compte. Les dépdts comportant des défauts sont écartés de I'analyse.

e Normalisation des données

La normalisation permet d’éliminer toute source de variations due a la phase
expérimentale, qui biaise la mesure du niveau d’expression. C’est le cas par exemple des
variations de dép6t des sondes par les pointes, d’'incorporation de cyanines, mais aussi des
variations liées aux parameétres de scanner et a I'hétérogénéité du bruit de fond sur la lame.
La normalisation dite de Lowess fitness est réalisée bloc par bloc : chaque groupe de spots
sur la lame ou bloc contient un certain nombre de génes invariants. Une somme de
régressions locales est réalisée a partir de cette population de génes. Les intensités de Cy3
et Cy5 sont normalisées au niveau de chacune des droites, de maniére a les ramener le plus
proche possible d’un ratio de 1.
Pour comparer I'ensemble des puces d’'un méme groupe d’échantillon, une normalisation
inter-lames (scaling) ou standardisation est appliquée, afin de réduire I'écart de la variance
des mesures entre les lames. Pour cela, MADSCAN propose de réduire la distribution des
mesures d’expression de chaque lame répétée a la méme déviation absolue de la médiane
ou MAD (Median Absolute Deviation, écart type de la médiane), cette mesure étant moins
sensible aux valeurs atypiques que I'écart-type. En effet, la MAD est un test t modifié ou la
deéviation absolue de la médiane est utilisée a la place de la déviation standard dans le calcul
du score Z (Wessel, 2000).

La derniére correction est la recherche des valeurs aberrantes
(outliers) parmi les mesures répétées d’'un méme gene. Les valeurs
aberrantes ont, par exemple, pour origine la faible spécificité des sondes et/ou
un bruit de fond hétérogéne a la surface des lames. Elles sont exclues par le
calcul de la MAD (Barnett & Lewis, 1984).

3. Les limites de la technique des puces a ADN

¢ Le niveau de sensibilité des puces ne permet de détecter que difficilement les génes
faiblement exprimés tels que les canaux ioniques.

e Les quantités de matériel biologique nécessaires pour réaliser une puce a ADN sont
assez élevées (20ug de d’ADN complémentaires) et donc ne permettent pas I'analyse de

petits échantillons sans amplification préalable.



e La technique des puces a ADN connait a I'heure actuelle une amélioration notable.
En effet, une meilleure annotation des séquences exprimées ainsi que le développement
d’'une technologie de plus en plus performante chimiquement, standardisée par I'utilisation
de kits et de machines sophistiquées, et contrdlée par des méthodes statistiques robustes
(Le Meur et al., 2004) contribuent progressivement a I'amélioration de la technique (pour
revue : Tumor Analysis Best Practices Working Group, 2004). Par ailleurs, le développement
de puces a ADN "isoformes spécifiques" permet aujourd’hui d’accéder a I'expression des

différentes isoformes issues d’épissages alternatifs (Fehlbaum et al., 2005).

C. LA RT-PCR QUANTITATIVE A HAUT DEBIT

Le processus d’isolement des ARN totaux est le méme que pour les puces a ADN
(page 71). Pour les biopsies de I'étude du syndrome de Brugada (article 4), le traitement a
la DNase est réalisé a I'aide du kit RNeasy Fibrous Tissue Micro Kit (Qiagen).

La synthése du premier brin d’ADN complémentaire (ADNCc) est réalisée a partir des ARN
totaux (de 50 a 2000 ng) a laide du kit High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied
Biosystems).

La quantification par PCR de I'expression des génes a été réalisée a l'aide de la
technologie TagMan. Le principe de la technologie TagMan repose sur la propriété
exonucléasique 5-3' de la Tag DNA polymérase (Figure 39). A chaque cycle PCR, la Taq
DNA polymérase clive I'extrémité 5 de la sonde TagMan et libére ainsi le rapporteur
fluorescent. La fluorescence émise par celui-ci ne sera donc plus transférée au quencheur et
pourra alors étre mesurée a sa longueur d’'onde spécifique. La fluorescence émise est
proportionnelle a la quantité de produits PCR synthétisés. Cette technologie est
commercialisée par la société Applied Biosystems sous la forme d’essais (TagMan Gene
Expression Assays) constitués d’'un couple d’amorces (amorces sens et anti-sens) et d’'une
sonde TagMan spécifiques d’'un géne. Les sondes TagMan sont marquées en 5’ par le
rapporteur fluorescent 6-carboxyfluorescéine (FAM, Applera Corp.) et en 3 par un
quencheur non-fluorescent (Figure 39). Elles sont en maijorité inter-exoniques et permettent
de quantifier toutes les isoformes issues d’épissages alternatifs. L’efficacité de PCR des
essais est de 100%, autrement dit, la quantité de produits PCR est doublée a chaque cycle.

Les essais TagMan utilisés pour chaque projet sont listés dans I'annexe.
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Figure 39 Principe de la technologie TagMan. Représentation schématique en 2 étapes de la phase
d’élongation de la réaction PCR.

La quantification relative utilise la méthode du 222 (Livak & Schmittgen, 2001 ;
Figure 40). Le Ct (threshold cycle) correspond au nombre de cycles PCR nécessaires pour
atteindre un seuil fixe (threshold) situé dans la phase linéaire de la courbe d’amplification
sigmoidale. Le Ct du gene x est normalisé par un géne de référence selon la formule ACt =
Cty — Ctisrsrence. L€ calcul du AACt permet ensuite de comparer I'expression du géne x dans
une condition B par rapport a une condition A (AACt = ACtg - ACt,). La transformation des
valeurs logarithmiques en échelle linéaire permet enfin d’obtenir les ratios 22 ou 222%, Le
22 correspond au ratio d’expression d’un géne x par rapport au géne de référence. Le 224
correspond au ratio d’expression du géne x dans une condition expérimentale B par rapport
a une condition expérimentale A.

Dans toutes les études présentées, la normalisation des données d’expressions
relative ou absolue est réalisée par le géne de référence HPRT (hypoxanthine guanine

phosphoribosyl transferase).
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Figure 40 Représentation schématique de la méthode du 22*“* (Livak & Schittgen, 2001). Pour
chaque condition expérimentale (A et B), le ACt est calculé selon la formule: ACt = Ct, — Ct, OU X
correspond au géne analysé, et ref. au géne de référence utilisé pour la normalisation. Le calcul du
AACt permet ensuite de comparer I'expression du géne x dans la condition B par rapport a la condition



A (AACt = ACtg - ACta). On notera ici que I'expression du géne de référence est stable entre les deux
conditions A et B.

La quantification relative est effectuée en essais individuels, ou a haut débit, c’est a
dire sur 96 génes en simultané, grace a [l'utilisation des cartes microfluides ou Low

Density Arrays (Applied Biosystems).

1. Quantification individuelle

Les amplifications PCR sont réalisées sur 10 ng d’ADNc a l'aide des
essais TagMan et des réactifs PCR TaqgMan Universal Master Mix (1X,
Applied Biosystems). L’amplification est réalisée en duplicat a 50°C, 2 min -
95°C, 10 min suivi de 40 cycles: 95°C, 15 sec - 60°C, 1 min dans un
thermocycleur ABI PRISM 7900HT Sequence Detection System (Applied
Biosystems). Les données sont collectées a I'aide du logiciel SDS 2.1 (Applied
Biosystems). L’expression des génes est analysée selon la méthode du 224,

2. Quantification a haut débit

Une carte microfluide est constituée de 384 puits préalablement
chargés par un essai TagMan spécifique d’'un géne (Figure 41). Huit
réservoirs distribuent, via des micro-capillaires, les 384 puits disposés en 8
lignes de 48 puits. Nous avons choisi une configuration 96 génes qui permet
d’amplifier 96 génes dans 4 échantillons en simultané. Les 96 génes étudiés
codent pour différentes sous-unités o et auxiliaires des canaux ioniques, des
protéines impliquées dans 'homéostasie calcique, des facteurs de
transcription, ainsi que pour des marqueurs spécifiques des compartiments
cardiaques, des vaisseaux, des neurones, des fibroblastes, de I'inflammation
et de I'hypertrophie cardiaque (voir Annexe). Cent nanogrammes d’ADNc
combinés aux réactifs PCR TagMan Universal Master Mix (1X) sont déposés
dans chaque réservoir puis distribués par centrifugation via les micro-
capillaires dans chacun des 48 puits. Chaque puits contient 1 ng d’ADNc dans
un volume réactionnel de 1 yl. Les puits sont scellés et les amplifications sont
ensuite réalisées en simplicat a 50°C, 2 min - 94,5°C, 10 min suivi de 40
cycles: 97°C, 30 sec - 59,7°C, 1 min dans un thermocycleur ABI PRISM
7900HT Sequence Detection System. Les données provenant de plusieurs
Low Density Arrays sont analysées simultanément et extraites a I'aide du
logiciel SDS 2.1. La méthode du 22! permet ensuite d’exprimer les résultats.
Les génes dont le Ct est supérieur a 32 sont éliminés pour leur manque de
reproductibilité.
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Figure 41 Photographie d’une carte microfluide ou Low Density Array. Chaque réservoir distribue, via
un micro-capillaire, 48 puits.

3. Les limites de la RT-PCR quantitative a haut débit

e La société Applied Biosystems ne donne pas accés aux séquences des amorces et
des sondes. Il n'est donc pas possible de les situer précisément sur le transcrit a amplifier.

e Bien que Applied Biosystems garantisse une efficacité de PCR de 100% pour chaque
couple d’amorce, étant donné qu'il n’est pas possible de récupérer le produit de PCR a partir
des Low Density Arrays, il n’est donc pas possible de le vérifier. Il n’est donc pas non plus
possible de faire migrer le produit de PCR afin de vérifier la spécificité de I'amplification.

e L’analyse de I'expression de différents isoformes n’est possible que pour une partie
des génes. En effet, généralement les essais amplifient 'ensemble des isoformes d’un géne.

e Les Low Density Arrays ne permettent pas de réaliser une quantification absolue du
nombre de copies d’ARNmM des geénes. Seules les essais individuels y donnent accés.

e Seule une partie des essais commercialisés par Applied Biosystems peut étre incluse
dans une Low Density Arrays. Ce sont les essais inventoriés (Inventoried), c’est a dire
disponibles en permanence dans les stocks de I'entreprise.

e Les choix possibles de configuration des Low Density Arrays sont également limités.
Il n’est par exemple pas proposé de déposer deux fois la méme série de 192 génes. |l faut
donc trouver, pour I'étude a réaliser, le meilleur compromis possible entre le nombre

d’échantillons et le nombre de génes a analyser.



D. CLASSIFICATION DES DONNEES D’EXPRESSION

Suite a la mise en évidence des génes différentiellement exprimés dans une matrice
de données d’expression, il est intéressant de rechercher et visualiser les éventuels
regroupements de génes et/ou d’échantillons d’aprés leur profil d’expression. Les
algorithmes de classification permettent notamment de répondre aux questions suivantes :
Existe-il des regroupements selon les portraits moléculaires des échantillons, selon les
profils d’expression des génes? Qu’est ce qui distingue ces échantillons, ces génes? Un
grand nombre d’algorithmes de classification existe mais nous n’allons décrire que la

classification hiérarchique non-supervisée.

1. Définition

Les algorithmes de classification sont des méthodes de répartition d’'un ensemble
d’éléments en plusieurs sous-ensembles, sur la base de leurs similarités ou dissimilarités
(Gilbert et al., 2000). Le but est de construire des groupes qui minimisent la variabilité intra-
groupe tout en maximisant les distances inter-groupes. Plus précisément, ils visent a trouver
'ensemble des groupes (génes ou échantillons) dont les membres sont trés similaires mais
distants des autres membres sur la base de leur profil d’expression. Une matrice de données
d’expression se compose de n génes et m échantillons. Ces matrices peuvent étre étudiées

selon les lignes (génes) et/ou selon les colonnes (échantillons).

2. Classification hiérarchique non-supervisée



Les méthodes de classification non supervisée sont des techniques de regroupement
(clustering) ou un processus automatique sépare les données observées en groupes
distincts sans aucune connaissance préalable des classes existantes. Les méthodes non
supervisées groupent les objets sans a priori (data driven). Ces techniques sont dites
exploratoires (exploratory techniques) et sont essentiellement employées pour la découverte
de classes (class discovery). Par exemple, I'application de ces techniques a montrée que la
taxonomie actuelle des cancers regroupe des maladies distinctes sur le plan moléculaire
(Golub et al., 1999 ; Alizadeh et al., 2000).

D’abord utilisées en phylogénie, les méthodes de classification hiérarchique sont aujourd’hui
les techniques de classification non supervisée les plus utilisées pour étudier les profils
I'expression de génes ou d’échantillons. Elles générent des suites de classes emboitées
qui définissent une hiérarchie de partitions encore appelée classification hiérarchique.
Les algorithmes de classification travaillent a partir des matrices de distances issues des
matrices de données d’expression. Actuellement, il existe trois principales modalités de
calcul de distances entre les classes (distance inter-groupes) qui permettent de générer
deux grand types d’algorithmes de classifications hiérarchiques : les algorithmes ascendants
et les algorithmes descendants. Nous ne décrirons ici que les algorithmes ascendants qui

nous ont permis de classer nos différentes matrices de données.

a. Distances inter-groupes

Des régles de calcul, encore appelées régles d’agglomération, sont nécessaires
pour estimer les liaisons entre les groupes disjoints. Les principales distances inter-groupes
sont actuellement le lien simple, le lien complet et le lien moyen. Le lien moyen (average
linkage) est I'approche la plus utilisée. La distance entre deux groupes est la moyenne des
distances entre toutes les paires d’objets (génes ou échantillons biologiques) de ces deux
groupes. Le lien simple ou lien du saut minimum (single linkage) est encore qualifié de lien
du plus proche voisin (nearest neighbor). La distance entre deux groupes est déterminée par
la distance entre les deux éléments les plus proches, appartenant a deux groupes différents.
Lorsqu’il existe plusieurs distances minimales équivalentes entres des groupes, le lien
simple est l'algorithme d’agrégation le plus approprié. En revanche, dans les autres cas,
cette approche a tendance a générer des agglomérations de groupes trés différents mais
dont les voisins sont trés proches (Yeung et al., 2001). Cette méthode est généralement peu
applicable aux données de génomique. Le lien complet (complete linkage) ou lien
d'agrégation par le diamétre est encore qualifié de lien du voisin le plus distant (furthest
neighbor). La distance entre deux groupes est déterminée par la distance entre les deux

éléments les plus éloignés, appartenant a deux groupes différents. Généralement les



groupements générés sont de petites tailles et fusionnent trés tard dans la hiérarchie. La
méthode du lien complet est particulierement efficace si les objets appartiennent
naturellement a des groupes de données distants dans I'espace de données. Toutefois, cette
approche est sensible aux valeurs manquantes, méme en faible nombre.

Pour classer nos matrices de données nous appliquons I'approche du lien moyen utilisant le

coefficient de Pearson non centré pour mesurer la similarité d’expression entre les groupes.

b. Algorithmes ascendants

Les algorithmes ascendants ou agglomératifs construisent des groupes par
agrégations successives des éléments les plus proches deux a deux pour fournir une
hiérarchie de partitions des objets (Figure 42, page 82). Le terme élément désigne donc a la
fois les individus a classer et les regroupements d'individus générés par l'algorithme. Au
départ, chaque élément constitue un groupe de taille 1. Puis, a chaque étape, les deux
groupes les plus proches sont recherchés et fusionnés jusqu'a ce qu'il n'y ait plus qu'un seul
groupe.
La hiérarchie obtenue est généralement représentée sous la forme d'un arbre planaire
hiérarchique, également appelé dendrogramme (Figure 42, page 82). Ce dendrogramme
décrit de facon explicite la structure finale de la hiérarchie. Les individus qui se ressemblent
le plus se regroupent dans le bas de l'arbre. La longueur des branches témoigne de leur
éloignement. Cette représentation graphique permet également d’estimer le nombre de
classes existant effectivement dans la population. Enfin, il faut noter I'aspect isomorphe d’'un
dendrogramme : les nceuds de I'arbre pivotent. Seule la longueur des branches aide a définir
la proximité entre les groupes. Associées a l'arbre, les matrices de données d’expression
sont transformées en cartes "thermiques", colorées en fonction du niveau d’expression relatif
des génes. Généralement, les couleurs employées vont du vert (niveau bas) au rouge
(niveau élevé) en passant par le noir (niveau médian). Finalement, la classification obtenue
est représentée sous la forme de deux dendrogrammes (un pour les génes, un pour les
individus) et d’une carte "thermique".
La classification est réalisée a l'aide du programme Cluster et est visualisée a l'aide du
programme Treeview (Eisen et al., 1998).
Pour exemple, I'algorithme de classification hiérarchique ascendante a été appliqué a une
étude réalisée au laboratoire (Gaborit ef al., Résultats et discussion - A - 1 ; Figure 42, page
82). Le travail visait a analyser I'expression des canaux ioniques dans les oreillettes et les
ventricules droits et gauches. Les données analysées sont issues de Low Density Array

représentant les canaux ioniques exprimés dans le coeur humain.
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Figure 42 Classification hiérarchique ascendante utilisant le coefficient de Pearson non centré pour
mesurer de similarité et la moyenne entre les groupes (lien moyen) pour algorithme d’agrégation. La
classification répartit les échantillons principalement en 2 groupes : les oreillettes droites et gauches
(noir) et les ventricules droits et gauches (rouge bordeau). Deux groupes de génes, annotés en
orange, sont a l'origine de cette séparation des patients.

E. LES METHODES STATISTIQUES

Les méthodes mathématiques et statistiques sont devenues incontournables pour le
traitement et I'interprétation des données de génomique. En ce qui concerne les puces a
ADN, les matrices de données d’expression présentent généralement des caractéristiques
atypiques : les données sont le plus souvent bruitées et les matrices sont généralement
dissymétriques (plus de génes que d’échantillons). Aussi, la nécessité de valider la qualité
des données et la difficulté d’analyser des matrices dissymétriques sont a l'origine de
nombreuses recherches et d'un grand nombre de développements mathématiques et
statistiques. De plus, compte tenu de la quantité d’informations générées, une analyse
manuelle devient trés rapidement fastidieuse et source d’erreurs. L’'exploitation des données
ne peut se faire sans l'aide de procédures automatiques, i.e. d'outils logiciels. Ainsi, de
nombreux algorithmes sont développés pour l'analyse des données de puces a ADN.
Concernant les données de TagMan a haut débit, étant donné leur qualité (peu bruitées) et

leur nombre assez limité, des tests plus "classiques" (Test t, Mann Withney) sont suffisants.

La mise en évidence des génes "différentiels" par la simple analyse descriptive des
amplitudes de variations d’expression (fold change) est insuffisante. Des approches
statistiques sont nécessaires afin d’estimer et de distinguer la variabilité intra et inter-
groupes. De nombreux tests statistiques ont ainsi été proposés. L’'application des tests
dépend de plusieurs paramétres. Tout d’abord, il faut savoir si les données analysées sont
indépendantes (Golub et al., 1999) ou appariées (Perou et al., 2000). Ensuite, le mode de
distribution des données doit étre évalué : distribution gaussienne ou pas. En effet, les tests

paramétriques tels que les tests t supposent une distribution normale des données. A



linverse, les tests non paramétriques sont moins sensibles au mode de distribution des
données et aux valeurs atypiques. Enfin, la variance intra et inter-groupe doit étre estimée.
Les tests paramétriques sont sensibles a une mauvaise estimation de 'homogénéité des

variances.

1. Tests paramétriques classiques ou tests t

Le test de Student ou test t est la méthode la plus couramment utilisée pour évaluer
si la différence observée entre 2 échantillons est significative. Deux versions du test ¢
existent suivant I'indépendance (unpaired) ou l'appariement (paired) des échantillons. Le
test t pour données appariées (paired t-test) s’applique, par exemple, a la comparaison de
2 échantillons tissulaires provenant de 2 compartiments différents du cceur d’'un méme
patient. Le test t pour données non appariées ou "test f 2 classes" permet la comparaison
de deux populations différentes. Par exemple, une population de patients atteints
d’insuffisance cardiaque peut étre comparée a une population de patients contrbles pour
mettre entre évidence les modifications liées a la pathologie au niveau transcriptionnel.

Bien gqu’un test t puisse donner des résultats satisfaisants pour un nombre d’échantillons
important, les résultats sont peu fiables pour un petit nombre de mesures répétées : il en faut
5 au minimum. De plus, I'application du test t requiert un jeu de données distribuées selon la
loi normale. Aussi, l'utilisation d’un test t "classique" est rarement applicable aux données de
puces a ADN compte tenu des contraintes d’application des tests paramétriques, par contre

il est souvent utilisé pour les données de TagMan (Pan, 2002).

2. Tests non paramétriques

Les tests non paramétriques sont généralement robustes face aux données bruitées comme
dans le cas des données de puces a ADN. Deux grandes catégories de tests non
paramétriques existent : (i) les tests dits "classiques”, peu différents des tests paramétriques,

et (ii) les tests par ré-échantillonnages ou permutations aléatoires, plus récents.

a. Tests non paramétriques "classiques"

Parmi les tests non paramétriques "classiques", I'équivalent du test t sur des données
appariées est le test des signes de Wilcoxon. Ce test ordonne les ratios en fonction de leur
amplitude de variation et attribue un rang a chacune des valeurs. La somme des rangs pour
les valeurs positives des ratios est ensuite calculée et comparée a la table de Wilcoxon pour

en déduire la p-value. Le test de Mann Withney (ou test de la somme des rangs de Mann



Withney) est, quant a lui, I'équivalent non paramétrique du test t sur les données non
appariées. Les données des deux groupes sont combinées en un seul classement et
classées dans un ordre croissant. Les rangs d’'un groupe sont comparés a la distance des
rangs de l'autre groupe. Cette valeur est alors comparée a la table de Mann-Withney pour
obtenir une p-value. Ces tests possédent 'avantage d’étre applicables a des données dont la
distribution ne suit pas la loi normale. Toutefois, ces tests sont globalement moins puissants
que leur équivalent paramétrique ou que les méthodes par ré-échantillonnage aléatoire
(Thomas et al., 2001).

b. Analyses par ré-échantillonnage aléatoire

L’'objectif des analyses par ré-échantillonnage aléatoire (bootstrapping) est de
comparer un jeu de données observées expérimentalement a des jeux de données
empiriques (générées) afin de déterminer si la distribution des données observées est liée
au hasard. L'outil le plus utilisé actuellement pour ce type d’analyse est SAM, ou
Significance Analysis of Microarrays de Tusher et al. (2001). Afin d'illustrer le principe des
analyses par permutation, prenons I'exemple d’une analyse par SAM d'un jeu données non
appariées. Les données expérimentales sont extraites de I'analyse de 2 groupes de patients
atteints de pathologies cardiaques différentes, notés AF-VHD et SR-VHD pour fibrillation
auriculaire et valvulopathie (Gaborit et al., 2005). Les jeux de données empiriques sont créés
a partir des données d’origine par permutations aléatoires des individus entre les différents
groupes. La base de comparaison des distributions est le test t. Les statistiques t des
données réelles (observées) sont comparées a la distribution des statistiques t des données
permutées au hasard (attendues). La p-value est calculée a partir de la distribution des
statistiques t calculées sur les données permutées. Si la distribution des statistiques t des
données réelles est identique a celle des données attendues, la différence entre les jeu de
données est du au hasard. Inversement, un écart entre les distributions témoigne d’une

différence significative entre les groupes.

Afin de répondre au probléme de dimension des matrices d’expression, Tusher et al. (2001)
proposent un test t modifié et une estimation du taux de faux positifs (FDR) par permutation.
De nombreuses études ont montrées qu’un test t modifié diminue le taux de faux positifs et
faux négatifs par rapport a un test t standard (Efron et al., 2001 ; Tusher et al., 2001;
Lonnstedt & Speed, 2002 ; Smyth et al., 2003 ; Broberg, 2003).

Les analyses par ré-échantillonage font encore I'objet de nombreuses recherches (Kerr &
Churchill, 2001 ; Tusher et al., 2001 ; Dudoit et al., 2002 ; Datta et al., 2004). Ces techniques

sont applicables a I'ensemble des dessins expérimentaux, i.e. données appariées ou non.



Tout comme les tests non paramétriques "classiques", elles ne nécessitent pas une
distribution normale des données. Elles sont par conséquent robustes aux valeurs atypiques
et aux données bruitées. Toutefois, ces approches, requiérent un certain nombre de
répétitions et nécessitent de la ressource informatique. Elles sont donc généralement bien

adaptées a I'analyse des données de puce a ADN.

c. Approche bayésienne

Une alternative aux tests statistiques "classiques" est I'approche bayésienne. Le
théoreme de Bayes vise a calculer les probabilités a posteriori d’'un événement en fonction
des probabilités a priori de cet événement. A priori et a posteriori s’entendent par rapport a la
connaissance d’une information. Plus précisément, le principe de base du théoréme de
Bayes est de calculer la probabilité a posteriori d’'un événement A, sachant qu’'un événement
B s’est produit, en fonction sa probabilité. Une variante de cette solution, nommée limma,
adaptée a la problématique des puces a ADN, a été développée par Smyth (2004 ;

disponible sur le site du projet Bioconductor ; http://bioconductor.org).
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RESULTATS ET DISCUSSION

A. PLASTICITE DE L’EXPRESSION DES CANAUX IONIQUES DU CCEUR
HUMAIN SAIN

1. Spécificité d’expression des génes codant les sous-unités des canaux
ioniques en fonction des compartiments du cceur humain sain (article 1,

page 93)

a. Introduction

Chaque région du cceur est caractérisé par une activité électrique spécifique, elle-
méme gouvernée par I'expression d'un répertoire spécifique de canaux ioniques et de
connexines (Boyett et al., 1996). La caractérisation de cette hétérogénéité électrique
régionale dans diverses situations physiologiques et pathologiques a suscité l'intérét de
nombreuses études (Schram et al.,, 2002). Cependant, la plupart de ces travaux se sont
limités a I'expression moléculaire et fonctionnelle d’'un nombre restreint de courants ioniques.
L’objectif de ce travail a donc été de caractériser les profils d’expression globaux des génes
codant les différentes sous-unités des canaux ioniques dans différentes régions du cceur
humain. L’identification des profils régionaux représente un atout considérable pour la
compréhension du fonctionnement et du réle des canaux ioniques dans les différentes
régions du coeur dans des contextes physiologiques et pathologiques. Huit structures
contractiles, les oreillettes, les ventricules et le myocarde sous-épicardique et sous-
endocardique droits et gauches, ainsi qu'une structure automatique, les fibres de Purkinje,
isolés a partir de 15 donneurs ont été étudiées. L’analyse du profil d’expression de 89 génes
a été réalisée par RT-PCR quantitative a haut-débit grace a l'utilisation de Low Density

Arrays.

b. Résultats

La technique de classification hiérarchique a deux entrées a permis de séparer les
oreillettes, les fibres de Purkinje et les compartiments ventriculaires. Par contre elle n'a pas
permis de discriminer et donc de mettre en évidence un profil d’expression spécifique pour
I'épicarde et 'endocarde, ni pour les cavités droites et gauches (Figure 1 et 2, article 1).

Les radars des figures 43 et 44 insérées dans le texte (pages 89 et 90) comparent
I'expression relative des genes codant 64 sous-unités a et B de canaux ioniques, entre

l'oreillette et le ventricule des cavités droites et gauches, ainsi que entre les fibres de



Purkinje et le ventricule droit. La figure 6 de l'article 1 présente les résultats obtenus pour les
génes codant 17 protéines de ’homéostasie calcique.

La méthode utilisée permet de comparer le niveau d’expression des génes entre eux.
Ainsi, on peut par exemple constater que parmi les sous-unités des canaux Na*, les génes
les plus fortement exprimés sont SCN5A (Nav1.5), SCN6/7A (Nav2.1) et SCN1B (Navf1 ;
Figure 43). Par ailleurs, parmi les canaux calciques les génes CACNA1C (Cav1.2) et

CACNA2D1 (Cava2d1) sont majoritairement exprimés dans le coeur humain (Figure 43).

Les génes qui caractérisent les oreillettes comprennent Cx40, Kv1.5 et Kir3.1 comme
attendu, mais aussi Cav1.3, Cav3.1, Cava262, Navf1, TWIK1, TASK1 et
HCN4 (indiqués en orange sur la figure 43). Seuls les canaux ioniques Kir2.1,
Kv1.4 et Cava261 (indiqués en bleu sur la figure 43) et les génes codant les
protéines RYR2 et PLB impliquées dans 'homéostasie calcique, présentent
une expression supérieure dans les ventricules par rapport aux oreillettes
(Figure 6 C, article 1). Comme la classification hiérarchique, la forte similarité
des radars de la figure 43 permettent d’illustrer les faibles différences
d’expression entre les cavités droites et gauches.

Ventricule gauche Ventricule droit
O Oreillette gauche O Oreillette droite
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Figure 43 Profils d’expression des génes codant les sous-unités des canaux ioniques dans le
ventricule et l'oreillette gauches et droites. Sur chaque axe, I'expression relative d’'un géne est
exprimée en —ACt, représentant le ratio d’expression du géne par rapport au géne de référence
HPRT, et correspondant a la moyenne calculée a partir de 7 échantillons ventriculaires et auriculaires
gauches et de 5 échantillons ventriculaires et auriculaires droits. Les génes indiqués en orange sont
statistiquement plus exprimés dans les oreillettes par rapport aux ventricules. Les génes indiqués en
bleu sont statistiquement plus exprimés dans les ventricules par rapport aux oreillettes.



Le portrait des fibres de Purkinje, par comparaison aux ventricules, comprend une plus forte
expression de Cav1.3, Cav3.1, Cava262, Cx40, Kv4.3, Kir3.1, TWIK1, HCN4, CIC6 (indiqués
en bleu sur la figure 44) et CALM1 (Figure 6 D, article 1).

Fibres de Purkinje
o Ventricule droit

Figure 44 Profils d’expression des génes codant les sous-unités des canaux ioniques dans les fibres
de Purkinje (8 échantillons) et le ventricule droit (5 échantillons). Méme format que pour la figure 43.
Les genes indiqués en bleu sont statistiquement plus exprimés dans les fibres de Purkinje par rapport
au ventricule droit.

Parmi les transcrits qui sont plus fortement exprimés dans I'épicarde par rapport a
’endocarde se trouvent Cav1.2, KChiP2, SERCA2, CALMS3 et la calcineurine-a. Nav1.5 et
NavB1 sont a l'inverse plus largement représentés dans I'endocarde (Figure 3, 4 et 6 E,
article 1). Ces différences d’expression transmurales seront plus largement décrites dans

I'article suivant.
Pour certains canaux, la corrélation entre les transcrits et les protéines a été explorée.
c. Conclusion et discussion

En conclusion, cette étude a permis pour la premiére fois de caractériser de maniére

globale les déterminants moléculaires de I'activité électrique de différentes régions du coeur



humain sain. Nos données révelent des différences significatives d’expression des canaux
ioniques entre les régions. Ces résultats peuvent donc fournir des éléments majeurs pour la
compréhension du fonctionnement et du réle des canaux ioniques a la fois dans des
conditions physiologiques et physiopathologiques. La caractérisation de marqueurs
moléculaires spécifiques de tissus automatiques (fibres de Purkinje) et contractiles
(oreillettes, ventricules, myocarde sous-épicardique et sous-endocardique) apporte des
arguments forts pour I'identification de cibles spécifiques d’agents pharmacologiques dans le

traitements des pathologies cardiaques (Figure 45).

cavi.3, Cav3.1, Cava 262

Cx40
Oreillette NavB1
kv1.3, Kv1.5, kv1.6, Kv4.2, Kv4.3, sur1, Mirr1, MIRP3, MIRP4
Kir3.1, Kir3.4, TWIK1, TASK1
HCN1, HCN4
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Figure 45 Représentation schématique des potentiels d’action et des marqueurs moléculaires de
I'oreillette, des fibres de Purkinje, de I'endocarde, du ventricule et de I'épicarde. La partie droite du
schéma indique les marqueurs moléculaires spécifiques de chaque région. En rouge sont indiqués les
geénes les plus fortement exprimés, en noir et gras, les génes d’expression intermédiaire et en noir, les
geénes les plus faiblement exprimés.

Bien plus qu’une simple description moléculaire, 'approche globale de cette étude
permet d’émettre des hypothéses concernant des possibles co-régulations des génes. Il est
en effet tentant de penser que les genes présentant le méme profil d’expression, regroupés
dans un méme cluster dans la classification hiérarchique, puissent étre régulés par des voies

de signalisation et/ou des facteurs de transcription communs. Cette perspective discutée a la



fin de la thése (Discussion générale, page 214), sera plus précisément appréhendée par la
caractérisation des profils d’expression des genes codant pour des facteurs de transcription
dans les différentes régions du coeur de souris. A un niveau plus fonctionnel, ces profils
d’expression différentiels amenent fortement a suspecter la formation de complexes
héteromultimériques et permettent donc d’envisager des hypothéses de travail plus
focalisées dans ce contexte. Ces résultats sont d’ailleurs d’une aide précieuse pour la
caractérisation des sous-unités auxiliaires qui pourraient étre utiles pour I'expression

fonctionnelle d’un canal ionique dans des études d’expression hétérologue.

Annexe : liste des essais TagMan utilisés pour ce projet et tableau des patients.

Cette étude suggére fortement que la spécificité de la fonction électrique de chaque
compartiment cardiaque est la conséquence d'une expression régionale des canaux
ioniques. Elle montre également que le profil d’expression des canaux ioniques discrimine
chaque région cardiaque. Elle souligne ainsi I'importance de I'hétérogénéité de I'expression

des canaux ioniques dans la spécialisation de la fonction électrique.

Ce travail établit le premier profil global de I'expression des canaux ioniques dans le cceur
humain sain. Ce profil constitue une base pour I'étude du remodelage ionique et de ses

conséquences hétérogenes dans les différentes régions du cceur humain.
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Abstract

The various cardiac regions are characterized by specific action potential properties
appropriate to their electrical specialization and presumably resulting from a specific pattern
of ion-channel expression. The present study addressed regionally-defined differential ion-
channel expression in the human heart with a genomic approach. High-throughput real-time
RT-PCR was used to quantify the expression patterns of 89 ion-channel and related genes in
atria, ventricle, epicardium, endocardium and Purkinje fibers (PFs) isolated from 15 human
donor hearts. Two-way non-directed hierarchical clustering separated atria, PF and
ventricular compartments, but did not show specific patterns for epicardium versus
endocardium, nor left versus right-sided cavities. Genes that characterized the atria included
Cx40, Kv1.5 and Kir3.1 as expected, but also Cav1.3, Cav3.1, Cava262, Navl31, TWIK1,
TASK1 and HCN4. Only Kir2.1, RYR2, PLB and Kv1.4 showed higher expression in the
ventricles. The PF expression-portrait (versus ventricle) included stronger expression of
Cx40, Kv4.3, Kir3.1, TWIK1, HCN4, CIC6 and CALM1. Transcripts that were more strongly
expressed in epicardium (versus endocardium) included Cav1.2, KChiP2, SERCA2, CALM3
and calcineurin-a.. Nav1.5 and Nav31 were more strongly expressed in the endocardium. For
selected genes, RT-PCR data were confirmed at the protein level. Conclusions- This is the
first report of the global portrait of regional ion-channel expression in the non-diseased
human heart. Our data point to significant regionally-determined ion-channel expression
differences, with important potential implications for understanding regional
electrophysiology, arrhythmia mechanisms, and responses to ion-channel blocking drugs.

Key words: ion channels, molecular biology, heart, electrical heterogeneity.



Introduction

Cardiac function depends on the appropriate timing of contraction of each region, as well as
on an appropriate beating rate. The various cardiac regions are characterized
by specific action potential (AP) shapes, resulting from regionally-defined
complements of ionic currents.' In addition to its role in normal cardiac
electrical functioning, electrical heterogeneity contributes to a variety of
cardiac arrhythmogenic mechanisms."? For example, it is known that the
density of the inward-rectifier K*-current Ik, is larger in ventricles than atria,
whereas the density of the acetylcholine-activated K*-current lxach is larger in
atria." Accordingly, transcripts for the inwardly-rectifying K*-channel subunit
Kir2.1 (mediating lx;) are predominantly expressed in the ventricle,® whereas
transcripts for Kir3.1 (encoding lkach channels) are predominantly expressed in
the atria.* A higher density of the transient outward current, |, is characteristic
of epicardium versus endocardium, in parallel with stronger expression of
KChIP2 transcripts in the epicardium.®

To date, however, studies of ion-transporter subunit distribution within specific regions

of the human heart have been limited to a small number of candidate subunits believed to be
of importance. An additional important limitation to these studies related to limited access to
healthy human cardiac tissue samples. Recent progress in genomics, particularly for mouse
and man, has led to the identification of a complete repertoire of ion-channel genes. In
parallel, recently-developed high-throughput molecular biology techniques now permit
simultaneous measurement of the expression of hundreds of genes, thereby providing a
global portrait of ion-channel expression. In the present study, we used a high-throughput
quantitative approach to assess regionally-specific expression of genes encoding ion-

channel and transporter subunits in the healthy heart.



Methods

Human tissue samples

The non-diseased human hearts were obtained from general organ donors whose hearts
were also used for pulmonary and aortic valves transplant surgery. Before cardiac
explantation, organ donor patients did not receive medication except dobutamine,
furosemide and plasma expanders. The investigations conform to the principles outlined in
the Helsinki Declaration of the World Medical Association. All experimental protocols were
approved by the Ethical Review Board of the Medical Center of the University of Szeged (No.
51-57/1997 OEJ). Human cardiac tissue was dissected from 15 donors (44112 years; mean
+ SD; min 18; max 65) and stored in cardioplegic solution at 4°C for 4~8 h before frozen in
liquid nitrogen. Left and right ventricular (LV and RV) wall samples were obtained from the
base. Left and right atrial (LA and RA) samples were dissected from the tip of the
appendage. Left and right epicardial (Lepi and Repi) and endocardial (Lendo and Rendo)
tissues were obtained by cutting 1 mm thick slices from the epicardial and endocardial
surfaces, respectively.® Purkinje fiber (PF) mRNA was extracted from false tendons

dissected from the ventricles.

Comparisons of gene expression between cardiac compartments were conducted in
samples from the same patient (except for PFs). Seven matching samples were available for
LA versus LV comparison, 5 for RA versus RV, 7 for Lepi versus Lendo, 8 for Repi versus
Rendo, 5 for LA versus RA, 5 for LV versus RV, 6 for Lepi versus Repi and 6 for Lendo

versus Rendo. Purkinje fibers were obtained from 8 donors.

The sampled hearts were macroscopically and microscopically normal. Lack of hypertrophy
was further confirmed by measuring the expression of atrial natriuretic factor (ANF) transcript

(not shown).

A. RNA preparation
Total RNA from each cardiac sample was isolated and DNase-treated with the RNeasy
Fibrous Tissue Mini Kit (Qiagen) following manufacturer's instructions. The quality of total

RNA was assessed with polyacrylamide-gel micro-electrophoresis (Agilent 2100 Bioanalyzer)



and by reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR). Lack of genomic DNA-

contamination was verified by PCR.

B. TagMan real-time reverse transcriptase-polymerase chain reaction
TagMan low-density arrays (MicroFluidic Cards, Applied Biosystems) were used in a two-
step RT-PCR process, as previously reported.” Briefly, first-strand cDNA was synthesized
from 2 ug of total RNA using the High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems). PCR
reactions were then performed on MicroFluidic Cards with the ABI PRISM 7900HT Sequence
Detection System (Applied Biosystems). The 384 wells of each card were pre-loaded with 96
x 4 pre-designed fluorogenic TagMan probes and primers. Probes were labelled with the
fluorescent reporter 6-carboxyfluorescein (FAM®, Applera corp.) at the 5-end and with non-
fluorescent quencher on the 3’-end. The genes selected for their cardiac expression (listed at
http://www.nantes.inserm.fr/u533/INDEX/) encode 72 o- and B-ion channel subunits, 17
Na*/K*-ATPase isoforms and proteins involved in calcium homeostasis, 3 hypertrophy
markers (ANF, BNP, B-MHC) and 4 reference genes for normalization. Data were collected
with instrument spectral compensation with Applied Biosystems SDS 2.1 software and
analyzed with the threshold cycle (C+) relative-quantification method.® The hypoxanthine
guanine phosphoribosyl transferase (HPRT) reference gene was used for data normalization
(ACt indicates normalized data). Ten genes with Cy>32 were eliminated for lack of
reproducibility (Cavy4, Cavy5, Cavy6, CFTR, Kv1.1, Kv2.2, Kv3.1, Kv3.2, Kir1.1 and Nav1.4).

Data Analysis
Data were analyzed independently in 3 ways: (i) two-way hierarchical agglomerative
clustering was applied to the gene-expression matrix consisting of grouped biopsies and the
79 genes with valid expression (Ct < 32) involved in electrical signaling. We applied average
linkage clustering with uncentered correlation using the Cluster program.® Clusters were
visualized using the Treeview program; (ii) for each compartment, the relative expression of
each gene versus HPRT (2°°") was calculated and then averaged (data listed at
http://www.nantes.inserm.fr/u533/INDEX/); (iii) for each gene and patient, the ratios between
matching samples (atrium versus ventricle, epicardium versus endocardium, and left versus
right compartments) were calculated and then averaged. For unmatched samples (PFs
versus RV) the ratio for each gene versus the mean RV was calculated and then averaged.
Pairwise comparisons between cardiac compartments were conducted on within-patient
matched samples by paired t-test (p<0.05 considered significant, n=5-8). Unpaired t-tests

were used for unmatched samples.



Western Blot

Membrane proteins were extracted from 4 additional donor tissue samples, as previously
described.® Proteins were fractionated on either 7.5% (Kv1.5, Kv4.3 and Cav1.3) or 10%
(Cx40, KChIP2, and TWIK1) SDS-polyacrylamide gels and transferred electrophoretically to
Immobilon-P polyvinylidene fluoride membranes (Millipore). Membranes were blocked and
incubated with antibodies as previously described.® Kv1.5 polyclonal antibody (1:500 dilution)
was purchased from Upstate; Cx40 (1:1000), and Kv4.3 (1:500) polyclonal antibodies were
purchased from Chemicon Laboratories; Cav1.3 polyclonal antibody (1:2000) was a kind gift
from Dr. Hiroshi Hibino (Osaka; Japan); TWIK1 polyclonal antibody (1:3000) was a kind gift
from Dr. Jacques Barhanin (Valbonne, France); and KChIP2 monoclonal antibody (1:1000)
was a kind gift from Dr. James Trimmer (Davis, USA). Protein loading was controlled by
probing with anti-GAPDH antibody (Research Diagnostics). After washing, membranes were
incubated with horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse or anti-rabbit IgG secondary
antibody (1:10000, Santa Cruz). Bound antibodies were detected with Western Lightening
Chemiluminescence Reagent Plus (Perkin-Elmer Life Sciences). For each antibody, time-
exposure was similar for membranes containing atrial and ventricle samples and for

membranes containing epicardial and endocardial samples.



Results

The relative expression levels of 72 a- and B-ion channel subunits and 17 Na*/K*-ATPase
isoforms and proteins involved in calcium homeostasis were investigated by
high-throughput real-time RT-PCR. A total of 96 transcripts (listed at
http://www.nantes.inserm.fr/u533/INDEX/) were quantified by threshold-cycle
quantification relative to HPRT.? All fluorescent probes had 100% PCR
efficiency. This standardized method permits comparison of expression levels
among cardiac compartments and among genes. For 10/96 genes, expression
was undetectable after 40 cycles of PCR amplification in any cardiac
compartment. These were excluded from further analysis.

Hierarchical clustering of PF, atrial and ventricular tissues

Two-way hierarchical clustering analysis groups samples according to gene-expression
differences, with the most similar expression patterns located closest to each
other and the most different patterns furthest apart. For visual appreciation,
the samples are linked to a tree. The size of tree branches indicates the
distance between clusters: larger branch sizes indicate greater separation
among clusters. Hierarchical clustering analysis was applied to 32 atrial,
ventricular and PF samples (Figure 1). There was a first-order branch
separation between atrial samples on one branch and ventricular and PF
samples on the other, demonstrating full discrimination of atrial from
ventricular compartments. In a second-order branch, PFs clustered separately
from ventricular myocardium. There was no overlap between primary
compartments, i.e. atrial, ventricular and PF samples clustered separately,
indicating clearly different gene expression. The genes that were most
relevant for clustering are listed in Figure 1. Group A contains genes that are
more strongly expressed in PFs versus working atrial or ventricular
myocardium. These include Kv4.3, Kv33, MIRP1, KChAP, TASK2, CIC8,
CALM1 and InsP3R1. Group B contains genes that are more abundant in atria
than ventricles, including, as expected, Cx40, Kv1.5 and Kir3.1," but also
Cav1.3, Cav3.1, Cava262, Navli1, MIRP3, TWIK1 and TASK1. No gene
clusters with stronger ventricular-myocardial expression versus atrium were
observed: i.e., atrial samples were distinct by over- rather than under-
expression of ion-channel genes. Group C contains genes with relatively weak
expression in PFs, including KChIP2, SERCA2 and CASQ2. Within atrial and
ventricular clusters, samples from the left- versus right-sided cavities did not
separate.

The same approach was applied to epicardial and endocardial samples. As shown in

Figure 2, epicardial and endocardial samples intermingled, with no distinct separation.
Differences in ion-channel gene expression were thus not strong enough to discriminate the
epi- from the endocardium. Since age and gender could affect cardiac electrophysiology by
altering ion-channel gene expression, we performed hierarchical analysis with age and

gender as covariates and saw no significant effects (data not shown).

Relative expression of ion-channel and transporter subunits

The method we used to quantify transcripts permits comparison of expression levels among
genes (Figures 3-6, panels A and B). Among the Ca?*-channel genes, the L-
type Ca?*-channel a-subunit Cav1.2 (a-1c) was the most strongly-expressed
whereas the other L-type a-subunit (Cav1.3) showed much lower expression
(Figure 3A). Expression of Ca?*-channel regulatory subunit transcripts


http://www.nantes.inserm.fr/u533/INDEX/

(Cava281, Cava282, CavR2) was also strong. The T-type Ca?*-channel
subunit Cav3.1 (a-1G) was expressed predominantly in the atrium and Cav3.2
(a-1H) showed lower-level expression.

Among the voltage-gated sodium channel a-subunits, Nav1.5 (SCN5A) exhibited the highest
expression (Figure 3B). Nav2.1 (SCN6A-SCN7A) transcripts were also
abundant. Navp1 was by far the most abundant B-subunit. As expected, Cx43
was the predominant connexin subunit in the ventricle. Cx40 predominated in
the atria, with significant expression in PFs. Cx45 transcripts were detectable,
albeit at lower levels.

Within the Kv-channel a-subunit family, Kv1.5, Herg, Kv4.3 and KvLQT1 transcripts
predominated (Figure 4A). Kv1.5 transcripts were ~45-fold more strongly
expressed in atrial vs ventricular tissues. Among K*-channel B-subunits,
KChIP2, MIRP3, SUR2, KChAP, MinK, and MIRP2 were the most abundant
MRNA species (Figure 4B). KChIP2 exhibited the strongest regional
expression gradient, with very low-level expression in PFs. SUR2 transcripts
were much more abundant than SUR1.

Transcripts underlying the inwardly-rectifying potassium current Ix; (Kir2.1, Kir2.2 and Kir2.3)
were expressed in every cardiac region, whereas Kir3.1 (responsible for the
muscarinic-gated K*-channel lx.ac,) predominated in the atria (Figure 5A). Both
Kir6.2 and Kir6.1 subunits were detectable and most strongly expressed in
ventricles. Among the tandem 2-pore domain K*-channels, TWIK1 was
strongly expressed, particularly in atria, and TASK1 also showed atrial-
selective expression.

Concerning Cl-channel transcripts (Figure 5B), our data showed a rank order of expression
CIC7>CIC6>CIC3>>CIC2. HCN4, HCN2 and HCN1 transcripts corresponding
to the hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated current (Is), were
detected in all tissues, with predominant atrial expression. As previously
observed in the mouse,” exchangers and intracellular Ca®* handling proteins
expressed at ~10-times higher levels than ion-channel subunits (Figure 6A
and B). The expression of SERCA2, RYR2 and PLB predominated over the
other Ca?*-regulators.

The specific molecular portrait of the atria
Detailed comparisons between LA and LV, as well as between RA and RV, gene-expression

are depicted in panel C of Figures 3-6. Only genes with significant differential expression
between sets of matched atrial and ventricular samples from the same donors are shown. To
permit analysis of atrial-ventricular gene expression differences in the context of their relative
expression within their gene subfamily, comparison graphs (panels C) are shown in the same
figures as corresponding expression graphs (panels A, B).

Among the 46 ion-channel genes with significantly different expression between atria
and ventricles, 37 were more strongly expressed in atria. All of the genes that were
differential by hierarchical clustering (Cav1.3, Cav3.1, Cava252, Cx40, Navp1, Kv1.3, Kv1.5,
Kv1.6, MIRP3, Kir3.1, TWIK1, TASK1, HCN1 and HCN4) were significantly more strongly
expressed in atria. Other subunits that were more strongly expressed in both atria than
ventricles included Kv4.3 and Kir3.4. Kv4.2, SUR1, MIRP1 and MIRP4 were also more
strongly expressed in atria than ventricles, but their absolute expression level was very low in

all regions. Only three genes (Kir2.1, PLB and RYR2) exhibiting relatively high overall



expression were more weakly expressed in atria than ventricles, and only one with overall
low-level expression (Kv1.4).

For some genes, significant atrial-ventricular expression differences were seen only
for one atrium. Comparison between corresponding right vs left-sided chambers revealed a
variety of statistically-significant differences. The LA was characterized by stronger
expression of Nav1.5 (+27+5%, in comparison with the right atrium), Nav1.7 (+110£34%),
NavR3 (+77+25%), Kv4.2 (+141£60%), CALM1 (+37+£13%) and InsP3R1 (+30£10%),
whereas the RA was characterized by stronger expression of Cava252 (+338185%, in
comparison with the LA), Kv4.3 (+49+13%), Herg (+25+3%), MIRP3 (+54+17%), HCN2
(+1351£35%), and HCN4 (+263+124%). The differential molecular portrait of RV versus LV
involved 6 genes only. The LV showed stronger expression of Kir2.3 (+136+£37%), HCN2
(+529187%) and CASQ1 (+318+97%). Conversely, Nav31 (+28+10%), KvLQT1 (+85+28%)

and CIC2 (+58121%) were more strongly expressed in RV samples.

The specific molecular portrait of PFs
Panels D in Figures 3-6 show significant differences between PFs and RV. Among the 38

differentially-expressed genes between RV and PFs, 23 (60%) were more strongly
expressed in PFs. Interestingly, 17 ion-channel genes were similarly differentially expressed
in PFs and atrium versus ventricle, indicating similarities between PF and atrium portraits.
These particularly include Cav1.3, Cav3.1, Cava262, Cx40, Kv4.3, Kir3.1, TWIK1, TASK1,
HCN1 and HCN4 (expression stronger than in ventricle) and Cx43, Kir2.1 and Kir6.1 (weaker
expression). Differences specific to PFs were much weaker expression of KChIP2 (-96% vs
ventricle), weaker expression of Kir2.2, Kir6.2 and stronger expression of Nav1.7 and HCN3.
Differences in Ca*-regulation genes also characterized PFs versus ventricular myocardium,
including stronger PF expression of CALM1, InsP3R1 and InsP3R3 and weaker expression
of Na'/K*-ATPase a3, SERCA2, CASQ2, RYR2 and NCX1.

Epicardium versus endocardium

Fourty genes were identified as statistically differing between epi- and endocardium (Panels
E in Figures 3-6). As expected, KChIP2 exhibited the strongest transmural gradient, with
~51-fold stronger expression in left epicardium versus left endocardium. For both Lepi and
Repi, Cav1.2, SERCA2, CALM3 and calcineurin-o. transcripts were concordantly more
strongly expressed. Conversely, Nav1.5, Navl31, and Kir3.1 were more strongly expressed in
the endocardium. Some genes showed differential expression only in right side (Cav3.1,
Kir2.2, Kv4.2, RYR2 more strongly expressed in epicardium; Kv32 and Kir2.1 in

endocardium). Similarly, KvLQT1, Kir6.1, and NCX1 were more strongly expressed in left



epicardium vs endocardium; whereas Cavo2d1, Cx40, Nav2.1, Kv1.5, TASK1, TASK2,

HCN2, Na'/K*-ATPase R1, and InsP3R1 showed stronger expression in left endocardium.

Protein correlate

Western-blot experiments (Figure 7) were conducted for selected ion-channel subunits. In
agreement with transcriptional data, Cav1.3, Kv1.5, Kv4.3, KChIP2, TWIK1 and Cx40 were
more strongly expressed in atria versus ventricular compartments. Cx40 and Kv1.5
expressed at very low levels in both endocardium and epicardium, whereas KChIP2 was

strongly expressed in epicardium.



Discussion

We have performed the first detailed analysis of regional ion-channel gene
expression in the non-diseased human heart. An arbitrary molecular portrait of each cardiac
compartment is summarized in Figure 8. Our study shows that human atria, ventricles and
PFs show distinct patterns of ion-channel and transporter expression. The inter-tissue
differences are much greater than differences between left- and right-sided chambers and
between endocardium and epicardium, which do not show distinct clustering on hierarchical
analysis. This latter finding is consistent with only a very few genes exhibiting transmural

gradient in pangenomics microarray experiments'°

The molecular portrait of human atria

Many ion-channel a- and B-subunits are more abundantly expressed in the atria than
in the ventricles. Among the voltage-gated Na* channel B-subunits, Navp1 transcripts
predominate in the atria as previously reported.”” The properties of Iy, in human atrial cells™
correlate with the presence of Navp1 as a modulator of Iy, inactivation kinetics. The atrium
strongly expresses Nav1.5, as well as Nav2.1. Nav2.1, first isolated by Al George et al.,"
does not produce sizeable currents when expressed alone, raising questions about its
functional role and the potential role of potential partner subunits.

Among the Ca?*-channel family, Cav1.3, and Cav3.1 a-subunits and the auxilliary
subunits Cava262 are more abundant in atria than ventricles. The atria also express Cav1.2
and Cava2351 non-differentially relative to ventricles. Cava251 increases membrane
expression of Cav1.2 subunits' and is thus a potentially important regulator of Cav1.2.
Predominant atrial expression of Cav1.3 was previously reported in mouse, rabbit and
human hearts.”">'® Together with Cav1.2, Cav1.3 is the molecular basis for the L-type Ca**
current, which is globally reduced during chronic atrial fibrillation."” The a-subunit Cav3.1,
encoding T-type Ca*" channels, also largely predominates in the atria. Correspondingly, T-
type Ca* currents are recorded in human atrium but not ventricles.'® Cav3.1 channels are
regulated by Cava282, which markedly increases their density at the cell membrane.™
Kv1.5 transcripts are known to predominate in the atria relative to the ventricles.” The
corresponding ultra-rapid delayed rectifier K*-current (lk,), carried by Kv1.5 subunits, is only
detected in the atria.?%2?" Kv4.3 is the predominant Iy, a-subunit in the atrium.
Correspondingly, Kv4.3 but not Kv4.2 antisense significantly reduces li, density in cultured
human atrial myocytes.?? Despite their lower expression, Kv1.6, Kv1.3 and Kv4.2 could
contribute to the atrial-specific action potential waveform, a hypothesis that remains to be
tested. Predominant atrial expression of the acetylcholine-activated K*-channel subunits

Kir3.1 and Kir3.4 has been previously demonstrated.! In the mouse, targeted disruption of



Kir3.1 severely decreases atrial lxacn, Without affecting Kir3.4 expression.?® Apart from Kv1.5,
the two-pore-domain K*-channel subunit TWIK1 is the most abundant potassium channel o-
subunit transcript in the human atria. TWIK1 is up-regulated in chronic AF,"” and further work
to understand its functional role is warranted. TASK1 is another twin-pore domain K*-channel
subunit predominating in the atrium. TASK1 generates a background current regulated by
external pH.?* Among the known HCN subunits producing the hyperpolarization-activated
pacemaker current, HCN1, HCN2 and HCN4 were much more abundant in atria than
ventricles and are likely the molecular correlate for the I; recorded in human atrium.?®
Predominant atrial expression was previously found for HCN4 in humans and for HCN1 and
HCN4 in the mouse.?®’

The molecular portrait of human PFs

Purkinje fibers are specialized in conduction of the cardiac impulse and are known to
be particularly important in arrhythmias associated with abnormal repolarization and early
afterdepolarizations. The present study is the first of which we are aware to characterize ion-
channel subunit expression in human PFs. The neuronal sodium channel subunit Nav1.7 is
more abundant in the PFs than in ventricle, although its expression remains much lower than
Nav1.5 or Nav2.1. Cav1.3 and Cav3.1 a-subunits, which are associated with pacemaking
activity,7 are more abundant in PFs, whereas Cav1.2 expression is lower in PFs versus
ventricular muscle, in accordance with previous findings in dogs.27 Human PF |, shows clear
differences from ventricular,?® suggesting a different molecular origin. We found Kv4.3-
subunit expression to be abundant in PFs, whereas KChIP2 is sparse, consistent with the
very slow recovery of human PF I, from inactivation.?® Conversely, KChAP is more strongly
expressed in PFs than muscle and predominates over KChIP2. KChAP acts as a chaperone
to enhance expression and current-density of a subset of Kv channels, including Kv4.3,
although unlike KChIP2, KChAP does not alter channel gating.?® Consistent with previous
findings in dogs,*® we found stronger expression of MIRP1 in PFs than in ventricles, although
MIRP1 expresses globally at very low levels in the human heart.

Kir2.1 and Kir2.2 express at lower levels in PFs than ventricular muscle, whereas
Kir3.1 exhibits stronger expression in PFs. Sparse Kir2.1 expression is consistent with lower
Ik; current in PFs vs muscle.*’ A K*-current associated with acetylcholine stimulation has
been described in rabbit PFs.** Stimulation of muscarinic receptors in canine PFs reduces
action potential duration,®® consistent with our observation of Kir3.1 expression. As in atrial
cells, TWIK1, TASK1 and TASK2 express more strongly in PFs than ventricles. Consistent
with their pacemaking properties, human PFs express more HCN1, HCN3 and HCN4

transcripts than ventricular myocardium. Conversely, PFs show weaker expression of genes



encoding excitation-contraction coupling-related proteins, such as SERCA2, CASQ2, RYR2
and NCX1.

The molecular portrait of the human ventricle

Few genes expressed more strongly in ventricles compared with atria. Stronger
ventricular Kir2.1 expression correlates with the more negative ventricular-myocyte resting
potential.” Mutations in Kir2.1 cause the Andersen’s syndrome,* a pathology associated with
ventricular arrhythmias, thus highlighting the role of this channel in the ventricle.

We found few differences between endocardium and epicardium. Among Na*-channel
subunits, Nav1.5 (+40% in the left endocardium, and +120% in the right endocardium) and
Navp1 (+71% in the left endocardium and +23% in the right endocardium) showed stronger
endocardial expression. In accordance with these molecular data, Iy, density is larger in
canine endocardium vs epicardium.®® The dominant expression of Cav1.2 in the epicardium
is associated with preferential expression of RYR2, consistent with specific contractile
properties of epicardium versus endocardium related to different stress-strain relations during
the cardiac cycle. When paced with AP waveforms, human epicardial cells display faster
onset and peak of contraction than endocardial cells.* In agreement with this notion and
previous findings,* we observed that the sarcoplasmic-reticulum calcium-ATPase 2
(SERCAZ2) responsible for intracellular Ca®* uptake is predominantly expressed in the
epicardium. Correspondingly, epicardial cells exhibit faster relaxation.® The transmural
heterogeneity of the Na*/Ca?* exchanger that we observed has been reported in canine
heart.* In agreement with previous findings,> KChIP2 is far more strongly-expressed in
epicardium, whereas Kv4.3 transcripts are homogeneously distributed. The fast transient
outward current ls generated by these subunits is an important contributor to transmural
electrophysiological heterogeneity.>*° The a-subunit Kv1.4 associated with the slow
component, li,s, is more abundant in the endocardium. This molecular portrait correlates with
functional studies showing larger lis current in human epicardial cells and larger I in

endocardial cells.*!

Potential significance

This is the first large-scale quantitative study of ion-channel and transporter subunit
expression in different cardiac tissues and regions, and the first detailed analysis of such
expression in the non-diseased human heart. Furthermore, it represents the first analysis of
ion-channel expression in human cardiac PFs. The results are potentially quite important for
our understanding of the molecular basis of specialized electrical function in different regions
of the human heart and therefore for our understanding of clinical electrophysiology,

arrhythmogenesis and potential drug targets. They also highlight the importance of



evaluating the functional role of presently poorly-understood subunits like the 2-pore K*-
channels TWIK1 and TASK1, Cava262, Nav1.7, Nav2.1, Navp1, Kv1.3, Kv1.7, and MIRP3 in

regional cardiac electrophysiology.

Study limitations

Transcripts do not necessarily translate into functional proteins and although transcriptional
regulation of ion-channel expression is a key regulatory mechanism,* translational and post-
translational processes are also important variables. We confirmed corresponding changes
for selected proteins of interest, but no technology is presently available to explore on a large
scale the expression of a collection of membrane proteins such as those corresponding to
the 79 genes we studied. Another limitation relates to the location of sampling.
Heterogeneous expression exists within the different parts of the atrium and the base and
apex of the ventricle. However, it is encouraging to note that atrial-ventricular-PF differences
were much greater than those between right and left-sided cavities or endocardium versus
epicardium, suggesting that inter-tissue differences are likely to be robust across within-
tissue regions. Finally, targeting of ion channel proteins to subcellular compartments is
crucial for their function and cannot be approached by our global analysis. Despite these
limitations, genomics represents a powerful means to improve our understanding of the
complex mechanisms used by heart muscle to adapt to different functional requirements in

diverse cardiac tissues and regions.

Conclusions:
This work has clarified the regional expression of a large number of ion-channel

subunits in the non-diseased human heart. Our findings have significant potential



implications for understanding regional electrophysiology, arrhythmia mechanisms, and
responses to ion-channel blocking drugs. In addition, they lay the groundwork for future
investigations seeking to elucidate how ionic remodeling caused by heart disease alters the
regional specificity of subunit-expression.
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Figure legends

Figure 1: Two way hierarchical agglomerative clustering applied to 79 genes
(vertically) and to 5 left and right atria (LA and RA), 7 left and right ventricles (LV and
RV) and 8 Purkinje fibers (PF; horizontally). The input consisted of the ratio for each
patient and gene versus reference gene. Each gene is represented by a single row of
colored boxes and each patient by a single column. The entire gene clustering is shown on
the left. Three selected gene clusters are shown on the right (A, B, C) containing relevant
genes for PFs and working myocardium discrimination (A, C), and for atrial-ventricular
discrimination (B). Each color patch in the map represents the gene expression level in one
sample from one patient, with expression levels ranging from dark green (lowest) to bright

red (highest). Missing values are coded as silver.

Figure 2: Two way hierarchical agglomerative clustering applied to 79 genes
(vertically) and to 7 left epicardium (Lepi) and left endocardium (Lendo) and 8 right
epicardium (Repi) and right endocardium (Rendo; horizontally). Same format as in

Figure 1.

Figure 3: Expression profile of Ca”* channels, connexins and Na* channels in the
human heart. A, B. Relative quantities (y-axis) of genes selected for their cardiac
expression in three distinct compartments: RA, RV and PF. Genes are ranked according to
their atrial expression. C, D, E. differentially expressed genes in atria versus ventricles (C); in
PFs versus RV (D); and in epicardium versus endocardium (E). Data are expressed in

percentage of variation. a, p <0.05; b, p <0.01; and c, p <0.001

Figure 4: Expression profile of K* channel a- and B-subunits in the human heart. Same

presentation and symbols as in Figure 3.

Figure 5: Expression profile of Kir, HCN and CI" channels in the human heart. Same

presentation and symbols as in Figure 3.

Figure 6: Expression profile of pumps, exchangers and Ca?* handling proteins in the

human heart. Same presentation and symbols as in Figure 3.

Figure 7: Western-blot analysis of key channel proteins. Tissue membrane proteins
probed with anti-Cav1.3, anti-Kv1.5, anti-Kv4.3, anti-KCHIP2, anti-TWIK1 and anti-Cx40

antibodies. Expected molecular masses are indicated.



Figure 8: The remarkable molecular portrait of each cardiac compartment in the
healthy human heart. Transcripts that were differential in left and right-sided cavities and
had a relative expression level = 30 but <185 vs HPRT are shown in bold, or 2 185 vs HPRT

are shown in red.
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Gene Symbol Gene Name NCBI Gene Ref Chromosome Assay ID Target Exons Category
18S RNA 18S RNA Eukaryotic 18s rRNA X03205 9 4342379-18S N/A endogenous control
ABCC8 SUR1 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 8 NM_000352,U63421 11 Hs00165861_m1 16 K* channel
ABCC9 SUR2 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 9 NM_005691,NM_02 12 Hs00245832_m1 28 K" channel
ATP1A1 Na/K-ATPase al  ATPase, Nat+/K+ transporting, alpha 1 polypeptide NM_001001586,NM 1 Hs00167556_m1 15 Na'/K* ATPase
ATP1A3 Na/K-ATPase a3  ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 3 polypeptide NM_152296,BC0091 19 Hs00265163_m1 N/A Na'/K* ATPase
ATP1B1 Na/K-ATPase bl  ATPase, Na+/K+ transporting, beta 1 polypeptide NM_001001787,NM 1 Hs00426868_g1 5 Na'/K* ATPase
ATP2A2 SERCA2 ATPase, Ca++ transporting, cardiac muscle, slow twitch 2 NM_001681,M23114 12 Hs00155939_m1 20 Ca"" regulator
ATP2A3 SERCA3 ATPase, Ca++ transporting, ubiquitous NM_174953,NM_17 17 Hs00193090_m1 17 Ca" regulator
ATP2B1 PMCA1 ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 1 NM_001001323,NM 12 Hs00155949_m1 11 Ca*" regulator
ATP2B4 PMCA4 ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 4 NM_001001396,NM 1 Hs00608066_m1 Ca" regulator
CACNA1C Cavl.2 calcium channel, voltage-dependent, L type, alpha 1C subunit NM_000719,L29529 12 Hs00167681_m1 Ca'" channel
CACNA1D Cavl.3 calcium channel, voltage-dependent, L type, alpha 1D subunit NM_000720,M8356! 3 Hs00167753_m1 47 Ca"™ channel
CACNA1G Cav3.1 calcium channel, voltage-dependent, alpha 1G subunit NM_018896,NM_19 17 Hs00367969_m1 4 Ca*" channel
CACNA1H Cav3.2 calcium channel, voltage-dependent, alpha 1H subunit NM_021098,AF0519 16 Hs00234934_m1 1 Ca"™ channel
CACNA2D1 Cava2dl calcium channel, voltage-dependent, alpha 2/delta subunit 1 NM_000722,M7655¢ 7 Hs00167808_m1 13 Ca*" channel
CACNA2D2 Cava2d2 calcium channel, voltage-dependent, alpha 2/delta subunit 2 NM_006030,AB011] 3 Hs00195772_m1 Ca"™ channel
CACNB2 Cavb2 calcium channel, voltage-dependent, beta 2 subunit NM_201593,NM_20 10 Hs00167861_m1 Ca'" channel
CACNG4 Cavgd calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 4 NM_014405,AF162€ 17 Hs00205244_m1 Ca"™ channel
CACNG5 Cavgp calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 5 NM_145811,NM_14 17 Hs00274241_m1 Ca"" channel
CACNG6 Cavgb calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 6 NM_145814,NM_14 19 Hs00230428_m1 N/A Ca"" channel
CALM1 CALM1 calmodulin 1 (phosphorylase kinase, delta) NM_006888,BX537€ 14 Hs00300085_s1 Ca*" regulator
CALM3 CALM3 calmodulin 3 (phosphorylase kinase, delta) NM_005184,J04046 19 Hs00270914_m1 Ca" regulator
CASQ1 CASQ1 calsequestrin 1 (fast-twitch, skeletal muscle) NM_001231,S73775 1 Hs00154281_m1 Ca*" regulator
CASQ2 CASQ2 calsequestrin 2 (cardiac muscle) NM_001232,D55655 1 Hs00415779_m1 N/A Ca" regulator
CFTR CFTR cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, ATP-binding cassette NM_000492,M2866¢ 7 Hs00357011_m1 21 CI" channel
CLCN2 ClCc2 chloride channel 2 NM_004366,AF026( 3 Hs00189078_m1 1 CI" channel
CLCN3 CIC3 chloride channel 3 NM_001829,X7852( 4 Hs00156527_m1 12 CI" channel
CLCN6 CIC6 chloride channel 6 NM_001286,NM_02 1 Hs00154518 m1 4 CI" channel
CLCN7 CIc7 chloride channel 7 NM_001287,267743 16 Hs00241850_m1 1 CI" channel
G6PD G6PD glucose-6-phosphate dehydrogenase NM_000402,M2124 X Hs00166169_m1 2 endogenous control
GJAL Cx43 gap junction protein, alpha 1, 43kDa (connexin 43) NM_000165,M6518¢ 6 Hs00748445_s1 10 Connexin
GJA5 Cx40 gap junction protein, alpha 5, 40kDa (connexin 40) NM_181703,NM_00! 1 Hs00270952_s1 1 Connexin
GJA7 Cx45 gap junction protein, alpha 7, 45kDa (connexin 45) NM_005497,AK1243 17 Hs00271416_s1 8 Connexin
HCN1 HCN1 hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium channel 1 NM_021072,AF064§ 5 Hs00395037_m1 1 Cation channel
HCN2 HCN2 hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium channel 2 NM_001194,AJ0125 19 Hs00606903_m1 2 Cation channel
HCN3 HCN3 hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium channel 3 NM_020897,AB040¢ 1 Hs00380018_m1 3 Cation channel
HCN4 HCN4 hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium channel 4 NM_005477,AJ1324 15 Hs00175760_m1 1 Cation channel
HPRT1 HPRT hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 (Lesch-Nyhan syndrome) NM_000194,M3164 X Hs99999909_m1 N/A endogenous control
ISYNA1 ISYNA1L myo-inositol 1-phosphate synthase Al NM_016368,AF2205 19 Hs00375021_g1 5 endogenous control




ITPR1
ITPR3
KCNAL
KCNA2
KCNA3
KCNA4
KCNAS
KCNAG
KCNA7
KCNAB1
KCNAB2
KCNAB3
KCNB1
KCNB2
KCNC1
KCNC2
KCNC3
KCNC4
KCND1
KCND2
KCND3
KCNE1
KCNE1L
KCNE2
KCNE3
KCNE4
KCNH2
KCNIP2
KCNJ1
KCNJ11
KCNJ12
KCNJ2
KCNJ3
KCNJ4
KCNJ5
KCNJ8
KCNK1
KCNK3
KCNK5
KCNQ1
MYH7

IP3R1
IP3R3
Kv1.1
Kv1.2
Kv1.3
Kv1.4
Kv1.5
Kv1.6
Kv1.7
Kvb1
Kvb2
Kvb3
Kv2.1
Kv2.2
Kv3.1
Kv3.2
Kv3.3
Kv3.4
Kv4.1
Kv4.2
Kv4.3
MinK
MIRP4
MIRP1
MIRP2
MIRP3
Herg
KChIP2
Kirl.1
Kir6.2
Kir2.2
Kir2.1
Kir3.1
Kir2.3
Kir3.4
Kir6.1
TWIK1
TASK1
TASK2
KvLQT1
b-MHC

inositol 1,4,5-triphosphate receptor, type 1

inositol 1,4,5-triphosphate receptor, type 3

potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 1
potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 2
potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 3
potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 4
potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 5
potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 6
potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 7
potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, beta member 1
potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, beta member 2
potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, beta member 3
potassium voltage-gated channel, Shab-related subfamily, member 1
potassium voltage-gated channel, Shab-related subfamily, member 2
potassium voltage-gated channel, Shaw-related subfamily, member 1
potassium voltage-gated channel, Shaw-related subfamily, member 2
potassium voltage-gated channel, Shaw-related subfamily, member 3
potassium voltage-gated channel, Shaw-related subfamily, member 4
potassium voltage-gated channel, Shal-related subfamily, member 1
potassium voltage-gated channel, Shal-related subfamily, member 2
potassium voltage-gated channel, Shal-related subfamily, member 3
potassium voltage-gated channel, Isk-related family, member 1
KCNE1-like

potassium voltage-gated channel, Isk-related family, member 2
potassium voltage-gated channel, Isk-related family, member 3
potassium voltage-gated channel, Isk-related family, member 4
potassium voltage-gated channel, subfamily H (eag-related), member 2
Kv channel interacting protein 2

potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 1
potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 11
potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 12
potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 2
potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 3
potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 4
potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 5
potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 8
potassium channel, subfamily K, member 1

potassium channel, subfamily K, member 3

potassium channel, subfamily K, member 5

potassium voltage-gated channel, KQT-like subfamily, member 1
myosin, heavy polypeptide 7, cardiac muscle, beta

NM_002222,D02607(
NM_002224,D26351
NM_000217,.02750)
NM_004974,102752
NM_002232,M85211
NM_002233,M55514
NM_002234,M83254
NM_002235,X17622
NM_031886,AF3158
NM_172159,NM_17
NM_172130,NM_00!
NM_004732,AF0164
NM_004975,1.02840)
NM_004770,NM_00:
NM_004976,NM_00.
NM_139137,NM_13
NM_004977, AF0559
NM_153763,NM_00:
NM_004979,AJ0058
NM_012281,AB0284
NM_004980,NM_00:
NM_000219,1.28168)
NM_012282,AJ0127
NM_172201,AF071d
NM_005472,BC0324
NM_080671,BC0144
NM_172056,NM_00!
NM_173191,NM_17
NM_000220,NM_00!
NM_000525,BC0644
NM_021012,1.36069)
NM_000891,U12507
NM_002239,U50964
NM_152868,NM_00:
NM_000890,D50134
NM_004982,D50317
NM_002245,U33633
NM_002246, AF0068
NM_003740,AF084§
NM_181797,NM_18

NM_000257,M5801§

12

11
12
12
19

17
20

11
12
19

21

21
11

10
11
11
17
17

22
11
12

11
14

Hs00181881_m1
Hs00609908_m1
Hs00264798_s1
Hs00270656_s1
Hs00704943_s1
Hs00357903_s1
Hs00266898_s1
Hs00266903_s1
Hs00361015_m1
Hs00185764_m1
Hs00186308_m1
Hs00190986_m1
Hs00270657_m1
Hs00191116_m1
Hs00428197_m1
Hs00373568_m1
Hs00192108_m1
Hs00428198_m1
Hs00192113 m1
Hs00273378_m1
Hs00270661_m1
Hs00264799_s1
Hs00273381_s1
Hs00270822_s1
Hs00538801_m1
Hs00758199_g1
Hs00165120_m1
Hs00601709_g1
Hs00165012_m1
Hs00265026_s1
Hs00266926_s1
Hs00265315_m1
Hs00158421_m1
Hs00705379_s1
Hs00168476_m1
Hs00270663_m1
Hs00158428 m1
Hs00605529_m1
Hs00186652_m1
Hs00165003_m1
Hs00165276_m1
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Ca"" regulator
Ca" regulator
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
Cytoskeletal protein



NPPA ANP natriuretic peptide precursor A NM_006172,M3026 1 Hs00383230_g1 1 Signaling molecule
NPPB BNP natriuretic peptide precursor B NM_002521,M2529¢ 1 Hs00173590_m1 2 Signaling molecule
PIAS3 KChAP protein inhibitor of activated STAT, 3 NM_006099,AB021¢ 1 Hs00180666_m1 7 K* channel

PLN PLB phospholamban NM_002667,M63603 6 Hs00160179_m1 1 Ca" regulator
PPP3CA CAM-PRP protein phosphatase 3 (formerly 2B), catalytic subunit, alpha isoform NM_000944,.14778] 4 Hs00174223 m1 10 Ca"" regulator

RYR2 RYR2 ryanodine receptor 2 (cardiac) NM_001035,X98330 1 Hs00181461_m1 10 Ca" regulator

SCN1A Navl.1 sodium channel, voltage-gated, type |, alpha NM_006920,AF225¢ 2 Hs00374696_m1 17 Na* channel

SCN1B Navb1 sodium channel, voltage-gated, type |, beta NM_001037,L10338] 19 Hs00168897_m1 2 Na* channel

SCN2B Navb2 sodium channel, voltage-gated, type Il, beta NM_004588,AF0077 11 Hs00394952_m1 Na* channel

SCN3A Nav1l.3 sodium channel, voltage-gated, type Ill, alpha NM_006922,AF035€ 2 Hs00366902_m1 12 Na* channel

SCN3B Navb3 sodium channel, voltage-gated, type Ill, beta NM_018400,AB032¢ 11 Hs00393218 _m1 4 Na* channel

SCN4A Navl.4 sodium channel, voltage-gated, type 1V, alpha NM_000334,M8175 17 Hs00165686_m1 5 Na* channel

SCN5A Navl.5 sodium channel, voltage-gated, type V, alpha (long QT syndrome 3) NM_198056,NM_00 3 Hs00165693_m1 11 Na* channel

SCN7A Nav2.1 sodium channel, voltage-gated, type VII, alpha NM_002976,M9155! 2 Hs00161546_m1 10 Na* channel

SCN9A Navl.7 sodium channel, voltage-gated, type IX, alpha NM_002977,X82835 2 Hs00161567_m1 11 Na* channel

SLC8A1 NCX1 solute carrier family 8 (sodium/calcium exchanger), member 1 NM_021097,M9136¢ 2 Hs00253432_m1 2 Ca" regulator
Assay-on-demand

CD4 CD4 antigen CD4 antigen (p55) NM_000616,M12807 12 Hs00181217_m1 2 marker of inflammation
CNN1 Calponin 1 calponin 1, basic, smooth muscle NM_001299,D1740§ 19 Hs00154543 _m1 1 marker of vascular vessels
COL6A1 Procollagen 6, al collagen, type VI, alpha 1 NM_001848,M2744] 21 Hs00242448 m1 20 marker of fibroblasts
IL6 116 interleukin 6 (interferon, beta 2) NM_000600,X04403 7 Hs00174131_m1 3 marker of inflammation
UCHL1 UCHL1 ubiquitin carboxyl-terminal esterase L1 (ubiquitin thiolesterase) NM_004181,X04741 4 Hs00188233_m1 8 marker of neuronal tissue




mapping project

Patient Sex Age (years) samples

1 man 52 LA LV Lepi Lendo RA RV Repi Rendo

11 woman 49 LA LV Lepi Lendo RA RV Repi Rendo PF
11 woman 42 LA LV Lepi Lendo RA RV Repi Rendo

v man 40 LA Lv Lepi Lendo Repi Rendo

\% man 36 LA LV Lepi Lendo RA RV Repi Rendo

VI man 52 Repi Rendo

VIl woman 65 Repi Rendo

VI woman 46 LA LV Lepi Lendo RA RV Repi Rendo PF
IX woman 39 LA LV

X man 18 Lepi Lendo PF
Xl man 20 PF
X1 woman 49 PF
X1 man 50 PF
XV woman 52 PF
XV man 44 PF
gender project

N° papier Sex Age (years) samples

VIl woman 65 Lepi Lendo

XVI woman 28 Lepi Lendo

X1l woman 49 Lepi Lendo Repi Rendo

X1l man 50 Lepi Lendo

X1V woman 52 Lepi Lendo

XV man 44 Lepi Lendo Repi Rendo

XVII man 38 Repi Rendo

XVIII man 38 Repi Rendo

XIX woman 37 Lepi Lendo Repi Rendo

XX woman 18 Lepi Lendo Repi Rendo




2. Hétérogénéité de I’expression des canaux ioniques entre le myocarde
sous-épicardique et sous-endocardique chez ’'Homme, et sa modulation

en fonction du sexe (article 2, page 129)

a. Introduction

La paroi ventriculaire se caractérise par des potentiels d’action de
différentes morphologies, résultants de I'association de différents courants
ioniques. On sait notamment que le PA épicardique est plus court que le PA
endocardique. En conséquence, la vague de repolarisation se propage depuis
I'épicarde vers I'endocarde a 'inverse de I'onde de dépolarisation. Il a été
suggéré que l'altération de cette hétérogénéité physiologique épicarde /
endocarde pourrait étre a I'origine de la survenue des arythmies par réentrée.
En particulier elle pourrait étre un élément central du mécanisme du syndrome
de Brugada.

Des différences dans I'électrophysiologie cardiaque entre les hommes
et les femmes sont bien établies (James et al., 2005). Les femmes ont une
fréquence cardiaque plus rapide et un intervalle QTc plus long que les
hommes. De plus, la durée entre le pic et la fin de 'onde T est plus longue
chez les hommes, en accord avec une plus forte hétérogénéité transmurale de
la repolarisation ventriculaire. Des différences en fonction du sexe dans
l'incidence de certaines cardiopathies ont également été montrées. On sait
que les médicaments qui prolongent la repolarisation cardiaque induisent plus
fréquemment des troubles du rythme chez les femmes par rapport aux
hommes. La prévalence des syncopes et des morts subites chez des patients
atteints du syndrome du QT long, maladie génétique qui prolonge la
repolarisation, est supérieure chez les femmes. A l'inverse, le syndrome du
Brugada, qui se caractérise par des tachycardies ventriculaires polymorphes,
est nettement plus bruyant chez les hommes que chez les femmes (8 :1 en
Asie).

Les données obtenues dans les modéles animaux ont montré que les propriétés des

courants calciques et potassiques varient en fonction du sexe. Nous avons voulu déterminer
chez 'homme si les différences de propriétés électriques cardiaques en fonction du sexe
prennent leur origine dans des différences d’expression moléculaire. En effet, les hormones
stéroides en se fixant sur des récepteurs nucléaires, sont susceptibles de moduler la
transcription (James et al., 2005). L’expression de 89 canaux ioniques a été évaluée par RT-
PCR quantitative a haut-débit grace a I'utilisation de Low Density Arrays. Le myocarde sous-
épicardique et sous-endocardique, droits et gauches, de 14 donneurs sains des deux sexes

(dge moyen = 49 ans) ont été analysés.

b. Résultats

La technique de regroupement hiérarchique n’a pas permis de séparer les tissus
épicardiques et endocardiques, ni les cavités droite et gauche. Les différences d’expression
des canaux ioniques sont donc trop subtiles pour pouvoir discriminer ces différents
compartiements a l'aide de cette technique. L'étude de I'effet du sexe des donneurs sur la

classification hiérarchique montre que a nouveau il y a trop peu de différences d’expression



des canaux ioniques entre les hommes et les femmes pour pouvoir les regrouper dans
chaque compartiment ventriculaire (Figures 1 et 2, article 2).

Pour une question de clarté, seules les comparaisons épicarde / endocarde (Figure 46) et
homme / femme (Figure 47, page 126) des tissus ventriculaires droits seront illustrées ici. En

effet, les compartiments ventriculaires gauches présentent des différences trés similaires.

Comparaison épicarde / endocarde
Parmi les sous-unités de canaux ioniques impliqués dans la genése des courants
entrants, Nav1.5 (SCN5A) et Cava2d1 sont plus exprimés dans I'endocarde par rapport a
I'épicarde, a I'inverse du canal calcique Cav1.2. Parmi les canaux potassiques, des gradients
significatifs ont été observés pour KChIP2, Kv4.2 et Kv1.4, responsables des courants
transitoires sortants liy st €t lio, siow- KChIP2 et Kv4.2 sont majoritairement exprimés dans

I'épicarde alors que Kv1.4 est plus exprimé dans I'endocarde (Figure 46).
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Figure 46 Profils d’expression des génes codant les sous-unités des canaux ioniques dans I'épicarde
droit (vert) et dans I'endocarde droit (rouge), chez les femmes (partie gauche du graphe) et chez les
hommes (partie droite du graphe). Sur chaque axe, I'expression relative d’'un géne est exprimée en -
ACt, représentant le ratio d’expression du géne par rapport au géne de référence HPRT, et
correspondant a la moyenne calculée a partir de 7 échantillons ventriculaires droits pour chaque sexe.
Les génes indiqués en orange sont statistiquement plus exprimés dans I'épicarde par rapport a
'endocarde. Les génes indiqués en bleu sont statistiquement plus exprimés dans I'endocarde par
rapport a I'épicarde.

Comparaison homme / femme
Aucun canal ionique responsable des courants entrants ne présente de différence

d’expression en fonction du sexe. Parmi les connexines seule le transcrit de la Cx43 est



difféeremment représenté selon le sexe, avec un niveau plus élevé chez les hommes. En ce
qui concerne les canaux potassiques, Kir6.2 et SUR2, responsables du courant Ix atp, Kir2.3
qui, avec Kir2.1 et Kir2.2, génére le courant cardiaque lx, et HERG, sont plus exprimés chez
les hommes par rapport aux femmes dans les deux compartiments ventriculaires droits.

D’autres sous-unités de canaux potassiques sont également majoritairement exprimés chez

les hommes, mais uniquement dans I'endocarde droit, pour Kv1.4 et MinK, ou dans
I'épicarde droit, pour KChIP2 (Figure 47).

Femmes (n=7)
O Hommes (n=7)

Endocarde droit

Epicarde droit

Figure 47 Profils d’expression des génes codant les sous-unités des canaux ioniques chez les
femmes (vert) et chez les hommes (rouge), dans I'épicarde droit (partie gauche du graphe) et dans
'endocarde droit (partie droite du graphe). Sur chaque axe, I'expression relative d’'un gene est
exprimée en —-ACt, représentant le ratio d’expression du géne par rapport au gene de référence
HPRT, et correspondant a la moyenne calculée a partir de 7 échantillons ventriculaire droits
d’hommes et de femmes. Les génes indiqués en orange sont statistiquement plus exprimés chez les
femmes par rapport aux hommes. Les genes indiqués en bleu sont statistiquement plus exprimés
chez les hommes par rapport aux femmes.

Régulation transcriptionnelle des sous-unités responsables du courant |y fast
Une précédente étude (Costantini et al., 2005) réalisée chez la souris, a montré que
le facteur de transcription Iroquois, IRX5, régule négativement Kv4.2, sous-unité a
responsable du courant |y st chez les rongeurs. Sur la base de ce résultat nous avons
comparé le profil d’expression des sous-unités a et B qui générent ce courant potassique
chez 'Homme a ceux de différents facteurs de transcription IRX (Figure 5, article 2). Nous

avons observé que le profil obtenu pour KChIP2 est I'opposé de celui de IRX3 et de IRX5,



tant du point de vue des différences transmurales que de I'’hétérogénéité homme/femme
(Figure 48).
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Figure 48 Profils d’expression de KChIP2 et de 2 facteurs de transcription Iroquois, dans I'épicarde et
'endocarde droits des hommes (noir) et des femmes (gris). Les barres blanches illustrent les données
obtenues dans les compartiments gauches correspondants. L’expression relative (axe Y) des génes
est exprimée en 2t représentant le ratio d’expression du gene par rapport au géne de référence
HPRT, et correspondant a la moyenne + SEM calculée a partir de 7 échantillons ventriculaires.

c. Conclusion et discussion
Cette étude a permis de caractériser les signatures moléculaires de I'hétérogénéité

transmurale dans la repolarisation cardiaque chez 'lHomme et de sa modulation en fonction

du sexe.



Elle a permis de montrer que les différences d’expression des canaux ioniques entre
I'épicarde et I'endocarde, entre les cavités droite et gauche, et entre ’'homme et la femme
sont subtiles bien que potentiellement d’'une importance fonctionnelle majeure.

L’expression de KChIP2 est plus importante dans I'épicarde droit des hommes par
rapport aux femmes. On peut donc suggérer que la réduction de la densité du courant Iy,
associée au syndrome de Brugada pourrait plus probablement mener a une repolarisation
précoce chez les hommes.

Par ailleurs, les femmes ont globalement moins de transcrits de courants
repolarisants. Ce résultat est en accord avec une durée plus courte de l'intervalle QTc chez
les femmes par rapport aux hommes. On peut également suggérer que dans le cadre du
syndrome de Brugada, ces différences pourraient participer a réduire la susceptibilité des
femmes a une repolarisation précoce dans I'épicarde droit.

Enfin, cette étude suggére que la régulation transcriptionnelle négative de KChIP2

pourrait étre liée a IRX3 et/ou IRX5.

Annexe : liste des essais TagMan utilisés pour ce projet.

Cette étude fournit les bases moléculaires des différences transmurales dans

I'électrophysiologie cardiaque humaine et leurs modulations en fonction du sexe.

Ces résultats peuvent fournir des éléments importants dans la compréhension des

différences en fonction du sexe dans la susceptibilité aux arythmies ventriculaires.
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Abstract

Background. Gender-related and transmural differences in ventricular electrophysiology are
known to be important determinants of human arrhythmic risk, but the underlying molecular
mechanisms are poorly understood.

Methods and Results. By using a high-throughput quantitative approach, we investigated at
a genome-scale the expression of 79 genes encoding ion-channel and transporter subunits
in non-diseased cardiac samples from either sex. Hierarchical clustering demonstrated that
transcript expression dissimilarities between the endocardium and the epicardium or
between samples from men and women are subtle but involve key genes implicated in
conduction and repolarization. Among transcripts involved in electrical signaling and Ca*-
homeostasis, 8/79 exhibited transmural ventricular-expression gradients (Nav1.5, Cav1.2,
Cava261, Cx40, SERCA2, Kv1.4, Kv4.2 and KChIP2), with only two (KChIP2 and Kv1.4)
showing sex-related divergences. The expression of the Iroquois transcription factors IRX3
and IRX5 was opposite that of KChIP2, both in relation to the endocardium/epicardium and
gender differences. In addition, 6 other ion channel transcripts encoding K* channel subunits
and connexins (Cx43, Kir6.2, SUR2, Kir2.3, HERG and MinK) without transmural gradients
show decreased expression in women, providing a potential molecular basis for their
recognized decrease in repolarization reserve. For selected genes, expression patterns were
further confirmed by Western blots.

Conclusions. Our results provide novel molecular correlates for transmural differences in
human cardiac electrophysiology and its modulation by gender. These results are important
for understanding sex-related differences in the susceptibility to ventricular arrhythmias.

Key Words: sex, ion channels, arrhythmia.



Introduction

The various cardiac regions are characterized by specific action potential (AP) shapes,
resulting from regionally-defined complements of ionic currents. In particular, it is known that
the human ventricular AP is shorter in the epicardium than in the endocardium. As a
consequence, the epicardium repolarizes first? and repolarization spreads from the
epicardium to the endocardium whereas inversely depolarization spreads from the
endocardium to the epicardium. Heterogeneity in ventricular AP duration across the
ventricular wall has been suggested to govern the occurrence of reentrant arrhythmias.?
Alterations in the physiological epicardial to endocardial gradient may be central to the
mechanism of the Brugada syndrome, a clinical entity with ST segment elevation, right
bundle branch block morphology in the right precordial leads and a high incidence of sudden
cardiac death.*

Differences in the cardiac electrical activity of men and women are well-established.
These differences are evident in electrocardiograms: not only is heart rate higher in women
but the rate-corrected QT (QTc) interval is also longer.® In addition, T wave shapes are
different, with a longer interval between T-peak and T-end in men than in women, consistent
with gender-related differences in the transmural heterogeneity of ventricular repolarization.
There are also sex-related differences in the incidence of various re-entrant
tachyarrhythmias, most notably torsades-de-pointes and Brugada syndrome, which likely
involve gender-related differences in transmural cardiac repolarization (for review James AF
et al.)®. Gender related differences in cardiac electrical properties have to be searched in
regional ion channel transcript expression dissimilarities. Indeed, gonadal steroid hormones
bind to intracellular receptors, which become transcription factors when activated, producing
long-term genomic effects through altered gene transcription.’

To date, studies of ion-transporter subunit distribution within specific regions of the
human heart have been limited to a small number of candidate subunits believed to be of
importance. In addition, because of limited access to healthy human cardiac tissue samples,
most studies have been performed in explanted human hearts, often severely diseased.
Recent progress in genomics, particularly for species like the mouse and man, has led to the
identification of an extensive repertoire of ion-channel genes. In parallel, recently-developed
high-throughput molecular biology techniques now permit simultaneous measurement of the
expression of up to hundreds of genes, thereby providing a global portrait of ion-channel
expression. In the present study, we used a high-throughput quantitative approach to assess
regionally-specific expression of genes encoding ion-channel and transporter subunits in
samples from epicardial and endocardial regions of non-diseased male and female human
hearts, in order to define gender-based regional differences in ion-channel subunit

distribution. We found that 8/79 transcripts involved in electrical signaling exhibited



transmural gradients, with two (KChIP2 and Kv1.4) showing sex-related divergences. Six
other ion channel transcripts encoding connexins and K'-channel subunits exhibit no
transmural gradient but have decreased expression in female tissues, and are therefore
candidates to underlie differences in electrophysiological function and arrhythmia
susceptibility between men and women. Our results provide a molecular correlates for
transmural differences in human cardiac repolarization and its modulation by gender, which

may govern sex-differences in susceptibility to ventricular arrhythmias.



Methods

Human tissue samples

Non-diseased human hearts from organ donors were explanted to collect pulmonary and
aortic valves for transplant surgery. Donors did not receive medication except for
dobutamine, furosemide and plasma expanders. All investigations and procedures
conformed to the principles outlined in the Helsinki Declaration of the World Medical
Association. All experimental protocols for tissue procurement and handling were approved
by the Ethical Review Board of the Medical Center of the University of Szeged (No. 51-
57/1997 OEJ). Cardiac tissue dissected from 21 donor hearts (10 men, age 38.8+12 years;
11 women, age 44.5+14.2 years) were stored in cardioplegic solution at 4°C for 4-8 h before
they were frozen in liquid nitrogen. Left and right epicardial and endocardial tissues were
taken from the base. These regional samples were obtained by cutting 1-mm thick slices
from the epicardial and endocardial surfaces, respectively.® Left and right atrial (LA and RA)

samples were dissected from the tip of the appendage.

All hearts sampled were macroscopically and microscopically normal. The lack of
hypertrophy or failure was also confirmed biochemically by measuring the expression of atrial
natriuretic factor (ANF) and verifying that ANF expression was not increased. Contamination
of the samples by vascular vessels, neuronal tissue and fibroblasts was assessed by
measuring the expression of calponin 1 (CNNT), ubiquitin thiolesterase (UCHL1) and

collagen type VI a1 (COL6AT) respectively.

C.

D. RNA preparation
Total RNA from each cardiac sample was isolated and DNase-treated with the RNeasy
Fibrous Tissue Mini Kit (Qiagen) following manufacturer's instructions. The quality of total
RNA was assessed with polyacrylamide-gel micro-electrophoresis (Agilent 2100 Bioanalyzer)
and by reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR). The absence of genomic

DNA contamination was verified by PCR.

E. TagMan real-time reverse transcriptase-polymerase chain reaction
TagMan low-density arrays (TLDA, Applied Biosystems) were used in a two-step RT-PCR
process, as previously reported.® Briefly, first-strand cDNA was synthesized from 2 pg of total

RNA using the High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems). PCR reactions were



then performed on TLDA with the ABI PRISM 7900HT Sequence Detection System (Applied
Biosystems). The 384 wells of each card were pre-loaded with 96 x 4 pre-designed
fluorogenic TagMan probes and primers. Probes were labeled with the fluorescent reporter
6-carboxyfluorescein (FAM®, Applera corp.) at the 5’-end and with non-fluorescent quencher
on the 3-end. The genes selected for their cardiac expression (listed at
http://www.nantes.inserm.fr/u533/INDEX/) encode 72 a- and B-ion channel subunits, 17 Na/K
ATPase isoforms and proteins involved in calcium homeostasis, 3 hypertrophy markers
(ANF, BNP, B-MHC) and 4 reference genes for normalization. Data were collected with
instrument spectral compensation with Applied Biosystems SDS 2.1 software and analyzed
with the threshold cycle (Cr) relative-quantification method.' All fluorescent probes had
100% PCR efficiency (Applied Biosystems application note). This standardized method
permits comparison of expression levels among cardiac compartments and among genes.
We selected the hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase (HPRT) gene as the
internal standard for data normalization (AC: indicates normalized data), as the most
uniformly distributed gene in the heart. Ten genes with very low-level expression (Ct>32)
were eliminated for lack of reproducibility (Cavy4, Cavy5, Cavy6, CFTR, Kv1.1, Kv2.2, Kv3.1,
Kv3.2, Kir1.1 and Nav1.4).

Data were analyzed independently according to two distinct procedures: (i) Two-way
hierarchical agglomerative clustering was applied to the gene-expression matrix consisting of
14 to 68 samples and the 79 genes with valid expression (C1<32) involved in electrical
signaling. The input consisted of the ACt for each gene and sample. We applied average
linkage clustering with uncentered correlation using the Cluster program.' Clusters were
visualized using the Treeview program; (ii) The relative expression of each gene versus
HPRT (2°T) was calculated in left and right epicardial and endocardial samples from each
donor (data listed at http://www.nantes.inserm.fr/lu533/INDEX/). We also investigated overall
differences in gene expression between men and women. Gene expression was compared
between matched right endocardial and epicardial samples from individual donors. Genes
with statistically significant differential expression were identified with ANOVA in right
ventricular matched samples and with unpaired Student t-tests in left ventricular unmatched

samples (p<0.05 considered significant).

Western Blot

Protein samples were extracted from 4 man and 4 woman donor tissue samples, as
previously described.® Proteins were fractionated on 12% SDS-polyacrylamide gels and
transferred electrophoretically to Immobilon-P polyvinylidene fluoride membranes (Millipore).

Membranes were blocked and incubated with antibodies. KChIP2 monoclonal antibody



(1:500) was a kind gift from Dr. James Trimmer (Davis, USA). IRX5 polyclonal antibody
(1:1500) was a kind gift from Chi-chung Hui (Toronto, Canada). KvLQT1 and MinK polyclonal
antibodies (1:200 dilution) were purchased from Alomone labs. Cx43 monoclonal antibody
(1:5000 dilution) was purchased from Chemicon. Protein loading was controlled by probing
with monoclonal anti-GAPDH antibody (1:5000, Research Diagnostics). After washing,
membranes were incubated with horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse or anti-
rabbit IgG secondary antibody (1:10 000, Santa Cruz). Bound antibodies were detected with
Western Lightening Chemiluminescence Reagent Plus (Perkin-Elmer Life Sciences). For
each antibody, exposure times were similar for membranes containing epicardial and

endocardial samples. Band densities were measured using Scion Image (Scion Corp.).



Results

Hierarchical clustering analysis

Two-way hierarchical clustering analysis groups samples according to gene-expression
differences, with the most similar expression patterns located closest to each
other and the most different patterns furthest apart. The process is
unsupervised and therefore free from pre-conceived notions about expected
differences. For visual appreciation, the samples are linked to a tree. The size
of tree branches indicates the distance between clusters: longer branch
lengths indicate greater separation among clusters. We aimed to establish
whether hierarchical clustering could separate various ventricular
compartments of males and females according to their gene-expression
pattern. Because ventricular samples from different regions and genders did
not show strong differences, we also analyzed atrial samples to control for the
ability of the method to discriminate tissue compartments from these donors.

Hierarchical clustering analysis applied to 79 genes and to 68 atrial and ventricular samples
(Figure 1) showed clear separation between atrial samples on one branch and
ventricular samples on the other, demonstrating full discrimination of atrial
from ventricular compartments based on the expression of genes involved in
cardiac electrical activity. One clear gene cluster discriminated the atrial from
ventricular samples, as shown in Figure 1. In contrast to the clear atrial-
ventricular separation, samples from left- versus right-sided chambers did not
separate. Similarly, epicardial and endocardial samples intermingled, with no
distinct separation. This finding indicates that the number of ion-channel gene
subunit expression differences is too small to discriminate left from right-sided
and endocardial from epicardial tissues. The effects of donor gender on gene
clustering are illustrated in Figure 2. Again, samples did not cluster according
to gender for any of the ventricular tissue compartments studied. In summary,
hierarchical clustering showed that although atrial and ventricular transcript
expression patterns were clearly different, right-left, endocardial-epicardial and
male-female dissimilarities were subtle and much weaker.

Transmural and gender-related gradients in ion channel gene expression

Figures 3 to 6 illustrate expression for individual ion channel transcripts selected on the basis
of their relevance to transmural and gender-based differences. Right ventricular data are
shown, along with detailed statistical analyses by the thick bars. Left ventricular data, which
have very similar tendencies, are shown by thin bars but for the sake of visual clarity left
ventricular statistical comparisons are not provided in the figures but rather in the figure
legends. Among the a- and B-subunits involved in the generation of inward currents, Nav1.5
(SCN5A) is more strongly expressed in endocardial than epicardial samples but shows no
significant differences in relation to gender (left upper and middle panels of Figure 3). An
analysis of individual samples for Nav1.5 expression is shown in the upper left panel and
illustrates the limited inter-individual variability in distribution, with only 1/14 individuals
showing an atypical endocardial to epicardial gradient. Other genes with transmural
gradients also showed limited inter-individual variability and for the sake of simplicity the

individual data scatter plots are not provided for each gene.



Similar transmural differences were seen for the Ca*-channel regulator Cava251 and
connexin 40. The L-type a-subunit Cav1.2 showed an opposite gradient, with smaller
expression in endocardium. Connexin 43, the primary connexin in ventricular muscle,
exhibited no transmural gradient.

Among K*-channel subunits (Figures 4 and 5), the only statistically-significant
transmural gradients were seen for KChIP2 and Kv4.2 (stronger expression in epicardium)
and Kv1.4 (stronger in endocardium). Kv4.2 expression was much weaker than that of Kv4.3,
which showed no significant transmural gradient. Not illustrated are Kir3.1 (which expressed
at very lower levels) and Kv32 transcripts, both of which showed a transmural gradient with
stronger expression in the endocardium (+531 + 230%, P<0.05 and +62 + 17%, P<0.01,
respectively) but no gender-related differences. Quite recently, the Iroquois transcription
factor, IRX5, has been reported to control negatively transmural expression of Kv4.2 in
rodents and thereby determine the epicardial/endocardial gradient for lo."? We therefore
investigated the expression of IRX3, IRX4 and IRX5 in the human ventricle. As shown in
Figure 5, the abundance of IRX3 and IRX5, but not of IRX4 transcripts, inversely paralleled
KChIP2 expression with stronger endocardial IRX3 and 5 expressions relative to epicardial.

With respect to ion transporter and pump subunits (Figure 6), only the sarcoplasmic
reticulum Ca®* transporter SERCA2 showed a transmural gradient, with stronger expression
in the epicardium. Interestingly, the SERCA2 gradient paralleled that of the L-type Ca?*-
channel a-subunit, Cav1.2 (Figure 3).

There were no significant gender-related differences in the expression of inward
current subunits (Figure 3). Statistically significant gender-based differences were seen
among a variety of K channel subunits (Figure 4). The inward rectifier Kir6.2 and its
regulator SUR2 and also Kir2.3, which carries the cardiac lxs current in combination with
Kir2.1 and Kir2.2,” and HERG were less expressed in tissues from women, in the absence
of between-layer differences. Kv1.4, which underlies I s0w, Showed lower expression in
female endocardial tissue, as did the Ixs subunit MinK. As for transmural expression
gradients, IRX3 and 5 were more strongly expressed in female vs. male right epicardium, an
expression opposite to that of KChIP2, which was more strongly expressed in males than
females (Figure 5). A number of gender-determined differences were found among
transcripts involved in Na* and Ca®* homeostasis (Figure 6). Female hearts expressed
Na'/K* ATPase a3 subunits less strongly, but Na*/Na* ATPase a1 and Ca ATPase 4
subunits more strongly than male. Phospholamban showed decreased expression, while
calmodulin 3 showed increased expression, in female tissues.

In the left ventricle, genes whose products are involved in conduction, including

Nav1.5, Cav1.2, Cx40, Cx43, and Cava2d1, showed very similar patterns of expression as



those seen in the right ventricle. In addition, Nav2.1 showed less expression in female
epicardium (41 + 6% less than male, P<0.01; not illustrated) but no transmural gradient.
Among K'-channel o and RB-subunits, Kir2.3, MinK and Kv1.4 also showed comparable
profiles in the left ventricle to those seen in the right. Unlike the right ventricular results,
Kir6.2 and SUR2 did not show clear gender-based expression differences in female left
ventricles. Female hearts did show significantly weaker expression of KvLTQ1 (KCNQT) in
the left ventricular epicardium (-25 + 5%, P<0.05; not illustrated). TASK1 transcripts were =
3-fold more abundant in woman left endocardium and epicardium. The left ventricle showed
a similar gradient for KChIP2 between epicardium and endocardium as in right ventricle, but
there was no influence of gender. As in the right ventricle, no gradient for Kv4.3 existed in the
left ventricle.

In summary, Nav1.5, Cav1.2, Cava261, Cx40, SERCA2, Kv1.4, Kv4.2 and KChIP2
showed an epicardium-endocardium gradient of expression both in the right and left
ventricles. Among these genes, only KChIP2 and to a lesser extent Kv1.4 showed gender-
related divergences. Cx43, Kir2.3, HERG, and MinK showed weaker expression in female
ventricles that was consistent in both ventricular chambers, whereas Kir6.2 and SUR2
differences were seen predominantly on the right side and KCNQ1 and TASK1 transcript

differences on the left.

Protein correlates

Western-blot experiments (Figure 7) were conducted for selected ion-channel subunits. In
agreement with transcriptional data, KChIP2 protein was more strongly expressed in
epicardial than endocardial compartments. We also confirmed at the protein level the lower
expression of KChIP2 in female epicardium. Inversely, IRX5 proteins were more abundant in
the endocardium than in the epicardium, and in female versus male epicardium. The lower
expression of KvLQT1 in female epicardium was also in accordance with its transcript profile.

MinK and Cx43 proteins exhibit gender-differences in both epicardium and endocardium.



Discussion

In the present work, we provide the first detailed analysis of regional ion-channel
gene distribution in the non-diseased human heart. While the atria exhibit very distinct
patterns of ion-channel and transporter expression in comparison with the ventricle, the
differences between the endocardium and the epicardium or between left and right side
cavities or between male and female samples are subtle although potentially of major
functional importance. This is consistent with the observation that only a few genes exhibit
transmural gradient in pangenomic microarray experiments. Our data show that not only
KChIP2, but also other genes, such as Cav1.2, Cava2d1, Kv4.2 and Kv1.4, whose products
are involved in repolarization phase, exhibit a transmural gradient. The most striking
difference observed between male and female genders concerned the expression of KChIP2

in the right ventricle and lower expression in women of several K*-channel a-and B-subunits.

Correlation with previous work

Among the Na* channel subunits, Nav1.5 transcripts showed higher expression in the
endocardium, in accordance with a higher Iy, current density in canine endocardium.™ It is
well-established that the epicardium expressed more transient outward current, ly,, than the
endocardium and that this difference is key to create transmural repolarization heterogeneity
in various species including human.'®"” In large mammals such as human and dog, Kv4.3 is
the predominant l,,-encoding a-subunit in the heart,’®'? and a gradient of its regulator
KChIP2 may be related to the graded expression of 1,,.2%?' Accordingly, we found that
KChIP2 is by far more expressed in the human epicardium layer, whereas Kv4.3 transcripts
are homogeneously distributed. On the other hand, the a-subunit Kv1.4 associated with the
slow outward current Iy, 0w iS More abundant in the endocardium. This molecular portrait
correlates with functional studies showing larger |y, 125t current in human epicardium cells and
larger |y siow in endocardium cells.?? In mice and rats, regional heterogeneity of I, in the
ventricles parallels that of Kv4.2.2°* Most recently, Constantini et al.’? showed that mice
lacking the homeodomain transcription factor IRX5 exhibit no cardiac repolarization gradient
because of an increased Kv4.2 expression in the endocardium. These authors proposed that
IRX5 acts as a repressor to negatively regulate Kv4.2 a-subunit gene expression in the
heart, forming an inverse |y, gradient that ensures coordinated cardiac repolarization. In the
human ventricle, we observed that the expression of IRX5, but also IRX3, inversely mirrors
the expression of KChIP2 but not of Kv4.2 or Kv4.3. In contrast, we found no epicardium-
endocardium gradient or gender-differences for IRX4 expression. Our data suggest that
negative transcriptional regulation of KChIP2 may occur via IRX3 and/or IRX5, although this

notion requires further assessment.



The cardiac inward rectifier x4 is thought to represent a combination of currents
carried by Kir2.1 (KCNJ2), Kir2.2 (KCNJ12) and Kir2.3 (KCNJ4) channels." In the rabbit, the
outward component of Ix; has a larger density in myocytes from male than female hearts.?*
Male myocytes from guinea pig also show significantly larger inward I, density than female
myocytes.?® These data are consistent with our observation of a lower expression of Kir2.3 in
female epicardium and endocardium of both the right and left ventricles. As for Ix,, the
density of the delayed rectifier Ix; is larger in myocytes isolated from male rabbits and guinea
pigs compared to females.?*? This correlates with lower expression of HERG transcripts that
we observed in female ventricles. Our results for MinK (KCNE1) and SUR2 oppose previous
observations in animals. Drici et al.?® found 2-fold greater expression of KCNE1 mRNA in
hearts from adult female mice. Similarly, guinea-pig female hearts showed significantly
greater expression of mMRNA and protein for the cardiac sulphonylurea receptor isoform.?’ In
agreement with previous findings,?® we observed that the sarcoplasmic/endoplasmic
reticulum calcium ATPase 2 (SERCAZ2) responsible for intracellular Ca®* uptake is
predominantly expressed in epicardium. Consistently, epicardial cells exhibit fastest
relaxation rate of the ventricular wall.?

Our data suggest that the transcription of various K*-channel a- and B-subunits may
be controlled by gonadal steroid hormones. Binding of these hormones to their receptor
proteins catalyzes transcription of the target gene. To date, this process has been brought to
light for the rat CACNA1C (Cav1.2) gene® and suggested for the human CACNA1C, SCN5A
and KCNJ11 (Kir6.2) genes.>' However, direct binding of the hormone receptors on their

promoters have not yet been shown.

Potential pathophysiological significance

The Brugada syndrome is a genetically-inherited syndrome leading to sudden cardiac deaths
in the absence of structural heart disease.>**? The disease has been linked to the SCN5A
gene in ~ 20% of Brugada syndrome cases.*® Despite equal inheritance of Brugada
syndrome between males and females, there is a clear male predominance in phenotype
and symptoms.?*3° In some areas of East Asia where the disease is prevalent, the ratio of
male to female Brugada patients is as high as 8:1.% The most commonly accepted
pathophysiological basis for the Brugada syndrome involves the larger li, tast in the
epicardium and associated risk of early repolarization causing loss of the action potential
dome and marked abbreviation of the action potential duration, potentially leading to phase 2
re-entry and sudden death.* Agents that either inhibit inward currents (Ing Or Ica currents) or
increase outward currents (e.g. pinacidil acting on Kir6.2 channels) can experimentally
provoke the phenotype.® Using the canine arterially perfused ventricular wedge preparation,

I.36

Di Diego et al.” suggest that the gender difference in penetrance of the Brugada syndrome



is caused by a more prominent l,-mediated action potential notch in the right epicardium of
males versus females. Our data in human parallel and support Di Diego’s observations in
dogs, since we found significantly lesser expression of KChIP2 in the right epicardium in
women in comparison to men. Thus, the reduced Iy, density of Brugada patients would more
likely lead to premature repolarization in the right epicardium in males than in females.*” In
addition, decreased SCN5A expression in the epicardium may facilitate premature
repolarization in the case of reduced SCN5A (lns) channel function resulting from gene
mutations.

The pathophysiological mechanism of the Brugada syndrome is considered primarily
located in the right ventricle.*® We found that female hearts have less repolarizing current
transcripts (KChIP2, HERG, Kir2.3, Kir6.2, SUR2) in the right ventricle than men. Thus,
women may be less prone to premature repolarization in the right epicardium. We found no
gender-related differences in epicardial KChIP2 expression in the left ventricle, in agreement
with lack of sex differences in left epicardial phase 1 repolarization or I, density in dog.*
Importantly, we found gender-related differences in the right ventricle (KChIP2, Kir6.2,
SUR2) that do not exist in the left ventricle.

Our laboratory has previously reported in a large French family, that the same SCN5A
mutation (G1406R) principally causes Brugada syndrome in men and progressive cardiac
conduction defect (Lenégre disease) in women.*® Because women have less KChIP2 and
less repolarizing channel transcripts in their right ventricular epicardium, they would be
expected to manifest primarily direct consequences of reduced Iy, current like conduction
defects* rather than arrhythmias due to large outward currents in the face of reduced Iya.
The female susceptibility to conduction disease may be aggravated by the reduced Cx43

expression that we noted in female hearts.

Study limitations

Transcripts do not necessarily translate into functional proteins, and although transcriptional
regulation of ion channel expression is a key regulatory mechanism,*' other translational and
post-translational processes should clearly play a role. Transcriptional regulation is an
efficient mechanism to control precisely and specifically channel activity. We did verify
protein expression differences for several genes and found that they paralleled transcript
differences. No technology is currently available to explore on a large-scale the expression of
a collection of membrane proteins and this is the subject of active research in the field of
proteomics. Another important limitation issues from the precise locations from which
samples were collected. Heterogeneous expression may very well exist between the base
and the apex of the ventricle. Finally, targeting of ion channel proteins in the different

subcellular compartments is key to their function and cannot be assessed by our global



analysis. In spite of these limitations, genomics represents a powerful means to promote our
understanding of the potential molecular mechanisms underlying clinically significant
functional cardiac properties.

Transmural heterogeneity in cellular electrical activity is not restricted to endocardium
and epicardium cells but also includes M-cells in the mid-myocardial layers, which AP
becomes much prolonged at slow heart rate. M-cells were first reported in dogs by Sicouri
and Antzelevitch*? and later by our group in the human ventricle.** However, because the
influence of M-cells depends on the degree of electrotonic coupling, the functional
significance of M-cells has been the subject of some debate.***° In addition, M-cells do not
appear in the depth of the ventricle as a continuous layer but rather as patchy isolates of
cardiac myocytes.* It is thus difficult to define a discrete M cell area by anatomical dissection

alone, as would be needed for our molecular analyses.
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Figure legends

Figure 1: Two-way hierarchical agglomerative clustering applied to 79 genes
(vertically) and to 12 left and right atria (LA and RA) and 28 left epicardium (Lepi) and
left endocardium (Lendo) and 28 right epicardium (Repi) and right endocardium
(Rendo; horizontally) samples. The input consisted of the ratio for each patient and gene
versus the reference gene. Each gene is represented by a single row of colored boxes and
each patient (individualized by Roman numbers) by a single column. Epicardial samples are
indicated in blue. The entire gene clustering is shown on the left. Selected gene cluster is
shown on the right, containing relevant genes for atrial versus ventricle discrimination. Each
color patch in the map represents the gene expression level in one sample, with expression
levels ranging from dark green (lowest) to bright red (highest). Missing values are coded as

silver.

Figure 2: Two-way hierarchical agglomerative clustering applied to 79 genes
(horizontally) and to left epicardium, left endocardium, right epicardium and right
endocardium from 7 women and 7 men (vertically). Same format as in Figure 1. Samples

from women are indicated in red whereas samples from men are indicated in black.

Figure 3: Expression profile of Na*, Ca** and Cx channel genes associated with
epicardium/endocardium gradient and/or gender differences. Individual variability for
Nav1.5 is shown in the top left panel. Bar graphs show transcript expression in the right
epicardium and endocardium from man (black) and woman (grey) samples. Data from the
left ventricle are represented by narrow white bars. In this figure as in Figures 4-6, data are
expressed as arbitrary units normalized to HPRT and are mean + SEM from 7 donors. *p<
0.05, **p< 0.01, ***p<0.001 versus epicardium. a: p< 0.05 versus women. For clarity,
statistics for left ventricle expression are not illustrated. Left male endocardium: Nav1.5,
p<0.05; Cav1.2, p<0.05; Cava2é1, p<0.05; Cx40, p<0.01 vs epicardium. Left female
endocardium: Nav1.5, p<0.05 vs epicardium. Left male epicardium: Cava261, p<0.01; Cx40,
p<0.05; Cx43, p<0.05 vs female epicardium. Left male endocardium: Cx43, p<0.05 vs female

endocardium.

Figure 4: Expression profile of K* channel a- and B-subunit genes. Same format as in
Figure 3. b: p< 0.01 versus women. Left male endocardium: Kv1.4, p<0.01 vs epicardium.

Left female endocardium: Kv1.4, p<0.05; Kir2.3, p<0.01 vs epicardium. Left male epicardium:



Kir2.3, p<0.001; HERG, p<0.05; MinK, p<0.01; Kv1.4, p<0.01 vs female epicardium. Left
male endocardium: Kir2.3, p<0.05; MinK, p<0.01; Kv1.4, p<0.05 vs female endocardium.

Figure 5: Expression profile of Ito-encoding K*'-channel subunits and the Iroquois
transcription factors (IRX3, IRX4 and IRX5). Same format as in Figures 3 and 4. c: p<
0.001 versus women. Left male endocardium: KChIP2, p<0.001; IRX3, p<0.001; IRX5,
p<0.001 vs epicardium. Left female endocardium: KChlIP2, p<0.01; IRX3, p<0.001; IRX5,
p<0.01; Kv4.2, p<0.05 vs epicardium. Left male epi- and endocardium: IRX4, p<0.01 vs

female epi- and endocardium.

Figure 6: Expression profile of intracellular calcium regulators. SERCA2 indicates the
sarco(endo)plasmic reticulum Ca?* ATPase type 2, PLN, phospoholamban, CALMS3,
calmodulin 3. Same format as in Figures 3-5. Left male and female endocardium: SERCA2,
p<0.05 vs epicardium. Left male epicardium: Na/K ATPase a1, p<0.001; Na/K ATPase a3,
p<0.01; Ca ATPase B4, p<0.05; SERCA2, p<0.05; CALMS3, p<0.01 vs female epicardium.
Left male endocardium: Na/K ATPase a1, p<0.01; Na/K ATPase a3, p<0.01; PLN, p<0.05;
CALM3, p<0.01 vs female endocardium.

Figure 7: Western-blot analysis of key proteins. Left: representative Western blots probed
with anti-KChlP2, anti-IRX5, anti-KvLQT1, anti-MinK and anti-Cx43 antibodies. GAPDH is
shown as loading control. Expected molecular masses are indicated. Right: quantification of

Western blots versus GAPDH expressed in arbitrary units (n=4).
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Expression versus reference gene (x100)
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Expression versus reference gene (x100)
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Abstract
Background. Gender-related and transmural differences in ventricular electrophysiology are
known to be important determinants of human arrhythmic risk, but the underlying molecular
mechanisms are poorly understood.
Methods and Results. By using a high-throughput quantitative approach, we investigated at

a genome-scale the expression of 79 genes encoding ion-channel and transporter subunits

Epicardium Endocardium g
- Y ¥ -
e} ] d Q S
KChIP2 _| e )
2kDa e N S S . . - - 1
IRX5 - 60 I
EOkDa | - — ———— — — — —— ——— -
% a0
GAPDH ——— S —— T —— — — ——— =
0 L L

KvLQT1
TokDa | — T ————

MinK — — - — 0L II‘

15kDa

KvLQT1
]

GAPDH i pe—— R

Mink

Cx43
— ——— o —

43kDa — — — e — e 20
GAPDH v — — — —— — - — ———-— <10 | “ :

Epi Endo  Epi Endo
Figure 7 o o

Cx43

=2

in non-diseased cardiac samples from either sex. Hierarchical clustering demonstrated that
transcript expression dissimilarities between the endocardium and the epicardium or
between samples from men and women are subtle but involve key genes implicated in
—Muction and repolarization. Among transcripts involved in electrical signaling and Ca?*-
homeostasis, 8/79 exhibited transmural ventricular-expression gradients (Nav1.5, Cav1.2,
Cava261, Cx40, SERCA2, Kv1.4, Kv4.2 and KChIP2), with only two (KChIP2 and Kv1.4)
showing sex-related divergences. The expression of the Iroquois transcription factors IRX3
and IRX5 was opposite that of KChIP2, both in relation to the endocardium/epicardium and
gender differences. In addition, 6 other ion channel transcripts encoding K* channel subunits
and connexins (Cx43, Kir6.2, SUR2, Kir2.3, HERG and MinK) without transmural gradients

show decreased expression in women, providing a potential molecular basis for their



recognized decrease in repolarization reserve. For selected genes, expression patterns were
further confirmed by Western blots.

Conclusions. Our results provide novel molecular correlates for transmural differences in
human cardiac electrophysiology and its modulation by gender. These results are important
for understanding sex-related differences in the susceptibility to ventricular arrhythmias.

Key Words: sex, ion channels, arrhythmia.



Introduction

The various cardiac regions are characterized by specific action potential (AP) shapes,
resulting from regionally-defined complements of ionic currents. In particular, it is known that
the human ventricular AP is shorter in the epicardium than in the endocardium. As a
consequence, the epicardium repolarizes first? and repolarization spreads from the
epicardium to the endocardium whereas inversely depolarization spreads from the
endocardium to the epicardium. Heterogeneity in ventricular AP duration across the
ventricular wall has been suggested to govern the occurrence of reentrant arrhythmias.?
Alterations in the physiological epicardial to endocardial gradient may be central to the
mechanism of the Brugada syndrome, a clinical entity with ST segment elevation, right
bundle branch block morphology in the right precordial leads and a high incidence of sudden
cardiac death.*

Differences in the cardiac electrical activity of men and women are well-established.
These differences are evident in electrocardiograms: not only is heart rate higher in women
but the rate-corrected QT (QTc) interval is also longer.® In addition, T wave shapes are
different, with a longer interval between T-peak and T-end in men than in women, consistent
with gender-related differences in the transmural heterogeneity of ventricular repolarization.
There are also sex-related differences in the incidence of various re-entrant
tachyarrhythmias, most notably torsades-de-pointes and Brugada syndrome, which likely
involve gender-related differences in transmural cardiac repolarization (for review James AF
et al.)®. Gender related differences in cardiac electrical properties have to be searched in
regional ion channel transcript expression dissimilarities. Indeed, gonadal steroid hormones
bind to intracellular receptors, which become transcription factors when activated, producing
long-term genomic effects through altered gene transcription.’

To date, studies of ion-transporter subunit distribution within specific regions of the
human heart have been limited to a small number of candidate subunits believed to be of
importance. In addition, because of limited access to healthy human cardiac tissue samples,
most studies have been performed in explanted human hearts, often severely diseased.
Recent progress in genomics, particularly for species like the mouse and man, has led to the
identification of an extensive repertoire of ion-channel genes. In parallel, recently-developed
high-throughput molecular biology techniques now permit simultaneous measurement of the
expression of up to hundreds of genes, thereby providing a global portrait of ion-channel
expression. In the present study, we used a high-throughput quantitative approach to assess
regionally-specific expression of genes encoding ion-channel and transporter subunits in
samples from epicardial and endocardial regions of non-diseased male and female human
hearts, in order to define gender-based regional differences in ion-channel subunit

distribution. We found that 8/79 transcripts involved in electrical signaling exhibited



transmural gradients, with two (KChIP2 and Kv1.4) showing sex-related divergences. Six
other ion channel transcripts encoding connexins and K'-channel subunits exhibit no
transmural gradient but have decreased expression in female tissues, and are therefore
candidates to underlie differences in electrophysiological function and arrhythmia
susceptibility between men and women. Our results provide a molecular correlates for
transmural differences in human cardiac repolarization and its modulation by gender, which

may govern sex-differences in susceptibility to ventricular arrhythmias.



Methods

Human tissue samples

Non-diseased human hearts from organ donors were explanted to collect pulmonary and
aortic valves for transplant surgery. Donors did not receive medication except for
dobutamine, furosemide and plasma expanders. All investigations and procedures
conformed to the principles outlined in the Helsinki Declaration of the World Medical
Association. All experimental protocols for tissue procurement and handling were approved
by the Ethical Review Board of the Medical Center of the University of Szeged (No. 51-
57/1997 OEJ). Cardiac tissue dissected from 21 donor hearts (10 men, age 38.8+12 years;
11 women, age 44.5+14.2 years) were stored in cardioplegic solution at 4°C for 4-8 h before
they were frozen in liquid nitrogen. Left and right epicardial and endocardial tissues were
taken from the base. These regional samples were obtained by cutting 1-mm thick slices
from the epicardial and endocardial surfaces, respectively.® Left and right atrial (LA and RA)

samples were dissected from the tip of the appendage.

All hearts sampled were macroscopically and microscopically normal. The lack of
hypertrophy or failure was also confirmed biochemically by measuring the expression of atrial
natriuretic factor (ANF) and verifying that ANF expression was not increased. Contamination
of the samples by vascular vessels, neuronal tissue and fibroblasts was assessed by
measuring the expression of calponin 1 (CNNT), ubiquitin thiolesterase (UCHL1) and

collagen type VI a1 (COL6AT) respectively.

F.

G. RNA preparation
Total RNA from each cardiac sample was isolated and DNase-treated with the RNeasy
Fibrous Tissue Mini Kit (Qiagen) following manufacturer's instructions. The quality of total
RNA was assessed with polyacrylamide-gel micro-electrophoresis (Agilent 2100 Bioanalyzer)
and by reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR). The absence of genomic

DNA contamination was verified by PCR.

H. TagMan real-time reverse transcriptase-polymerase chain reaction
TagMan low-density arrays (TLDA, Applied Biosystems) were used in a two-step RT-PCR
process, as previously reported.® Briefly, first-strand cDNA was synthesized from 2 pg of total

RNA using the High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems). PCR reactions were



then performed on TLDA with the ABI PRISM 7900HT Sequence Detection System (Applied
Biosystems). The 384 wells of each card were pre-loaded with 96 x 4 pre-designed
fluorogenic TagMan probes and primers. Probes were labeled with the fluorescent reporter
6-carboxyfluorescein (FAM®, Applera corp.) at the 5’-end and with non-fluorescent quencher
on the 3-end. The genes selected for their cardiac expression (listed at
http://www.nantes.inserm.fr/u533/INDEX/) encode 72 a- and B-ion channel subunits, 17 Na/K
ATPase isoforms and proteins involved in calcium homeostasis, 3 hypertrophy markers
(ANF, BNP, B-MHC) and 4 reference genes for normalization. Data were collected with
instrument spectral compensation with Applied Biosystems SDS 2.1 software and analyzed
with the threshold cycle (Cr) relative-quantification method.' All fluorescent probes had
100% PCR efficiency (Applied Biosystems application note). This standardized method
permits comparison of expression levels among cardiac compartments and among genes.
We selected the hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase (HPRT) gene as the
internal standard for data normalization (AC: indicates normalized data), as the most
uniformly distributed gene in the heart. Ten genes with very low-level expression (Ct>32)
were eliminated for lack of reproducibility (Cavy4, Cavy5, Cavy6, CFTR, Kv1.1, Kv2.2, Kv3.1,
Kv3.2, Kir1.1 and Nav1.4).

Data were analyzed independently according to two distinct procedures: (i) Two-way
hierarchical agglomerative clustering was applied to the gene-expression matrix consisting of
14 to 68 samples and the 79 genes with valid expression (C1<32) involved in electrical
signaling. The input consisted of the ACt for each gene and sample. We applied average
linkage clustering with uncentered correlation using the Cluster program.' Clusters were
visualized using the Treeview program; (ii) The relative expression of each gene versus
HPRT (2°T) was calculated in left and right epicardial and endocardial samples from each
donor (data listed at http://www.nantes.inserm.fr/lu533/INDEX/). We also investigated overall
differences in gene expression between men and women. Gene expression was compared
between matched right endocardial and epicardial samples from individual donors. Genes
with statistically significant differential expression were identified with ANOVA in right
ventricular matched samples and with unpaired Student t-tests in left ventricular unmatched

samples (p<0.05 considered significant).

Western Blot

Protein samples were extracted from 4 man and 4 woman donor tissue samples, as
previously described.® Proteins were fractionated on 12% SDS-polyacrylamide gels and
transferred electrophoretically to Immobilon-P polyvinylidene fluoride membranes (Millipore).

Membranes were blocked and incubated with antibodies. KChIP2 monoclonal antibody



(1:500) was a kind gift from Dr. James Trimmer (Davis, USA). IRX5 polyclonal antibody
(1:1500) was a kind gift from Chi-chung Hui (Toronto, Canada). KvLQT1 and MinK polyclonal
antibodies (1:200 dilution) were purchased from Alomone labs. Cx43 monoclonal antibody
(1:5000 dilution) was purchased from Chemicon. Protein loading was controlled by probing
with monoclonal anti-GAPDH antibody (1:5000, Research Diagnostics). After washing,
membranes were incubated with horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse or anti-
rabbit IgG secondary antibody (1:10 000, Santa Cruz). Bound antibodies were detected with
Western Lightening Chemiluminescence Reagent Plus (Perkin-Elmer Life Sciences). For
each antibody, exposure times were similar for membranes containing epicardial and

endocardial samples. Band densities were measured using Scion Image (Scion Corp.).



Results

Hierarchical clustering analysis

Two-way hierarchical clustering analysis groups samples according to gene-expression
differences, with the most similar expression patterns located closest to each
other and the most different patterns furthest apart. The process is
unsupervised and therefore free from pre-conceived notions about expected
differences. For visual appreciation, the samples are linked to a tree. The size
of tree branches indicates the distance between clusters: longer branch
lengths indicate greater separation among clusters. We aimed to establish
whether hierarchical clustering could separate various ventricular
compartments of males and females according to their gene-expression
pattern. Because ventricular samples from different regions and genders did
not show strong differences, we also analyzed atrial samples to control for the
ability of the method to discriminate tissue compartments from these donors.

Hierarchical clustering analysis applied to 79 genes and to 68 atrial and ventricular samples
(Figure 1) showed clear separation between atrial samples on one branch and
ventricular samples on the other, demonstrating full discrimination of atrial
from ventricular compartments based on the expression of genes involved in
cardiac electrical activity. One clear gene cluster discriminated the atrial from
ventricular samples, as shown in Figure 1. In contrast to the clear atrial-
ventricular separation, samples from left- versus right-sided chambers did not
separate. Similarly, epicardial and endocardial samples intermingled, with no
distinct separation. This finding indicates that the number of ion-channel gene
subunit expression differences is too small to discriminate left from right-sided
and endocardial from epicardial tissues. The effects of donor gender on gene
clustering are illustrated in Figure 2. Again, samples did not cluster according
to gender for any of the ventricular tissue compartments studied. In summary,
hierarchical clustering showed that although atrial and ventricular transcript
expression patterns were clearly different, right-left, endocardial-epicardial and
male-female dissimilarities were subtle and much weaker.

Transmural and gender-related gradients in ion channel gene expression

Figures 3 to 6 illustrate expression for individual ion channel transcripts selected on the basis
of their relevance to transmural and gender-based differences. Right ventricular data are
shown, along with detailed statistical analyses by the thick bars. Left ventricular data, which
have very similar tendencies, are shown by thin bars but for the sake of visual clarity left
ventricular statistical comparisons are not provided in the figures but rather in the figure
legends. Among the a- and B-subunits involved in the generation of inward currents, Nav1.5
(SCN5A) is more strongly expressed in endocardial than epicardial samples but shows no
significant differences in relation to gender (left upper and middle panels of Figure 3). An
analysis of individual samples for Nav1.5 expression is shown in the upper left panel and
illustrates the limited inter-individual variability in distribution, with only 1/14 individuals
showing an atypical endocardial to epicardial gradient. Other genes with transmural
gradients also showed limited inter-individual variability and for the sake of simplicity the

individual data scatter plots are not provided for each gene.



Similar transmural differences were seen for the Ca*-channel regulator Cava251 and
connexin 40. The L-type a-subunit Cav1.2 showed an opposite gradient, with smaller
expression in endocardium. Connexin 43, the primary connexin in ventricular muscle,
exhibited no transmural gradient.

Among K*-channel subunits (Figures 4 and 5), the only statistically-significant
transmural gradients were seen for KChIP2 and Kv4.2 (stronger expression in epicardium)
and Kv1.4 (stronger in endocardium). Kv4.2 expression was much weaker than that of Kv4.3,
which showed no significant transmural gradient. Not illustrated are Kir3.1 (which expressed
at very lower levels) and Kv32 transcripts, both of which showed a transmural gradient with
stronger expression in the endocardium (+531 + 230%, P<0.05 and +62 + 17%, P<0.01,
respectively) but no gender-related differences. Quite recently, the Iroquois transcription
factor, IRX5, has been reported to control negatively transmural expression of Kv4.2 in
rodents and thereby determine the epicardial/endocardial gradient for lo."? We therefore
investigated the expression of IRX3, IRX4 and IRX5 in the human ventricle. As shown in
Figure 5, the abundance of IRX3 and IRX5, but not of IRX4 transcripts, inversely paralleled
KChIP2 expression with stronger endocardial IRX3 and 5 expressions relative to epicardial.

With respect to ion transporter and pump subunits (Figure 6), only the sarcoplasmic
reticulum Ca®* transporter SERCA2 showed a transmural gradient, with stronger expression
in the epicardium. Interestingly, the SERCA2 gradient paralleled that of the L-type Ca?*-
channel a-subunit, Cav1.2 (Figure 3).

There were no significant gender-related differences in the expression of inward
current subunits (Figure 3). Statistically significant gender-based differences were seen
among a variety of K channel subunits (Figure 4). The inward rectifier Kir6.2 and its
regulator SUR2 and also Kir2.3, which carries the cardiac lxs current in combination with
Kir2.1 and Kir2.2,” and HERG were less expressed in tissues from women, in the absence
of between-layer differences. Kv1.4, which underlies I s0w, Showed lower expression in
female endocardial tissue, as did the Ixs subunit MinK. As for transmural expression
gradients, IRX3 and 5 were more strongly expressed in female vs. male right epicardium, an
expression opposite to that of KChIP2, which was more strongly expressed in males than
females (Figure 5). A number of gender-determined differences were found among
transcripts involved in Na* and Ca®* homeostasis (Figure 6). Female hearts expressed
Na'/K* ATPase a3 subunits less strongly, but Na*/Na* ATPase a1 and Ca ATPase 4
subunits more strongly than male. Phospholamban showed decreased expression, while
calmodulin 3 showed increased expression, in female tissues.

In the left ventricle, genes whose products are involved in conduction, including

Nav1.5, Cav1.2, Cx40, Cx43, and Cava2d1, showed very similar patterns of expression as



those seen in the right ventricle. In addition, Nav2.1 showed less expression in female
epicardium (41 + 6% less than male, P<0.01; not illustrated) but no transmural gradient.
Among K'-channel o and RB-subunits, Kir2.3, MinK and Kv1.4 also showed comparable
profiles in the left ventricle to those seen in the right. Unlike the right ventricular results,
Kir6.2 and SUR2 did not show clear gender-based expression differences in female left
ventricles. Female hearts did show significantly weaker expression of KvLTQ1 (KCNQT) in
the left ventricular epicardium (-25 + 5%, P<0.05; not illustrated). TASK1 transcripts were =
3-fold more abundant in woman left endocardium and epicardium. The left ventricle showed
a similar gradient for KChIP2 between epicardium and endocardium as in right ventricle, but
there was no influence of gender. As in the right ventricle, no gradient for Kv4.3 existed in the
left ventricle.

In summary, Nav1.5, Cav1.2, Cava261, Cx40, SERCA2, Kv1.4, Kv4.2 and KChIP2
showed an epicardium-endocardium gradient of expression both in the right and left
ventricles. Among these genes, only KChIP2 and to a lesser extent Kv1.4 showed gender-
related divergences. Cx43, Kir2.3, HERG, and MinK showed weaker expression in female
ventricles that was consistent in both ventricular chambers, whereas Kir6.2 and SUR2
differences were seen predominantly on the right side and KCNQ1 and TASK1 transcript

differences on the left.

Protein correlates

Western-blot experiments (Figure 7) were conducted for selected ion-channel subunits. In
agreement with transcriptional data, KChIP2 protein was more strongly expressed in
epicardial than endocardial compartments. We also confirmed at the protein level the lower
expression of KChIP2 in female epicardium. Inversely, IRX5 proteins were more abundant in
the endocardium than in the epicardium, and in female versus male epicardium. The lower
expression of KvLQT1 in female epicardium was also in accordance with its transcript profile.

MinK and Cx43 proteins exhibit gender-differences in both epicardium and endocardium.



Discussion

In the present work, we provide the first detailed analysis of regional ion-channel
gene distribution in the non-diseased human heart. While the atria exhibit very distinct
patterns of ion-channel and transporter expression in comparison with the ventricle, the
differences between the endocardium and the epicardium or between left and right side
cavities or between male and female samples are subtle although potentially of major
functional importance. This is consistent with the observation that only a few genes exhibit
transmural gradient in pangenomic microarray experiments. Our data show that not only
KChIP2, but also other genes, such as Cav1.2, Cava2d1, Kv4.2 and Kv1.4, whose products
are involved in repolarization phase, exhibit a transmural gradient. The most striking
difference observed between male and female genders concerned the expression of KChIP2

in the right ventricle and lower expression in women of several K*-channel a-and B-subunits.

Correlation with previous work

Among the Na* channel subunits, Nav1.5 transcripts showed higher expression in the
endocardium, in accordance with a higher Iy, current density in canine endocardium.™ It is
well-established that the epicardium expressed more transient outward current, ly,, than the
endocardium and that this difference is key to create transmural repolarization heterogeneity
in various species including human.'®"” In large mammals such as human and dog, Kv4.3 is
the predominant l,,-encoding a-subunit in the heart,’®'? and a gradient of its regulator
KChIP2 may be related to the graded expression of 1,,.2%?' Accordingly, we found that
KChIP2 is by far more expressed in the human epicardium layer, whereas Kv4.3 transcripts
are homogeneously distributed. On the other hand, the a-subunit Kv1.4 associated with the
slow outward current Iy, 0w iS More abundant in the endocardium. This molecular portrait
correlates with functional studies showing larger |y, 125t current in human epicardium cells and
larger |y siow in endocardium cells.?? In mice and rats, regional heterogeneity of I, in the
ventricles parallels that of Kv4.2.2°* Most recently, Constantini et al.’? showed that mice
lacking the homeodomain transcription factor IRX5 exhibit no cardiac repolarization gradient
because of an increased Kv4.2 expression in the endocardium. These authors proposed that
IRX5 acts as a repressor to negatively regulate Kv4.2 a-subunit gene expression in the
heart, forming an inverse |y, gradient that ensures coordinated cardiac repolarization. In the
human ventricle, we observed that the expression of IRX5, but also IRX3, inversely mirrors
the expression of KChIP2 but not of Kv4.2 or Kv4.3. In contrast, we found no epicardium-
endocardium gradient or gender-differences for IRX4 expression. Our data suggest that
negative transcriptional regulation of KChIP2 may occur via IRX3 and/or IRX5, although this

notion requires further assessment.



The cardiac inward rectifier Ik, is thought to represent a combination of currents 1

outward component of s has a larger density in myocytes from male than female
hearts.?* Male myocytes from guinea pig also show significantly larger inward Iy, density than
female myocytes.? These data are consistent with our observation of a lower expression of
Kir2.3 in female epicardium and endocardium of both the right and left ventricles. As for Ix4,
the density of the delayed rectifier Ik, is larger in myocytes isolated from male rabbits and
guinea pigs compared to females.?*? This correlates with lower expression of HERG
transcripts that we observed in female ventricles. Our results for MinK (KCNE 1) and SUR2
oppose previous observations in animals. Drici et al.?® found 2-fold greater expression of
KCNE1 mRNA in hearts from adult female mice. Similarly, guinea-pig female hearts showed
significantly greater expression of mRNA and protein for the cardiac sulphonylurea receptor
isoform.?” In agreement with previous findings,?® we observed that the
sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2 (SERCA2) responsible for
intracellular Ca®* uptake is predominantly expressed in epicardium. Consistently, epicardial
cells exhibit fastest relaxation rate of the ventricular wall.?°

Our data suggest that the transcription of various K*-channel a- and B-subunits may
be controlled by gonadal steroid hormones. Binding of these hormones to their receptor
proteins catalyzes transcription of the target gene. To date, this process has been brought to
light for the rat CACNA1C (Cav1.2) gene® and suggested for the human CACNA1C, SCN5A
and KCNJ11 (Kir6.2) genes.>' However, direct binding of the hormone receptors on their

promoters have not yet been shown.

Potential pathophysiological significance

The Brugada syndrome is a genetically-inherited syndrome leading to sudden cardiac deaths
in the absence of structural heart disease.>**? The disease has been linked to the SCN5A
gene in ~ 20% of Brugada syndrome cases.*® Despite equal inheritance of Brugada
syndrome between males and females, there is a clear male predominance in phenotype
and symptoms.?*3° In some areas of East Asia where the disease is prevalent, the ratio of
male to female Brugada patients is as high as 8:1.3° The most commonly accepted
pathophysiological basis for the Brugada syndrome involves the larger li, tast in the
epicardium and associated risk of early repolarization causing loss of the action potential
dome and marked abbreviation of the action potential duration, potentially leading to phase 2
re-entry and sudden death.* Agents that either inhibit inward currents (Ins or Ica currents) or
increase outward currents (e.g. pinacidil acting on Kir6.2 channels) can experimentally
provoke the phenotype.? Using the canine arterially perfused ventricular wedge preparation,

I.36

Di Diego et al.” suggest that the gender difference in penetrance of the Brugada syndrome

is caused by a more prominent l,-mediated action potential notch in the right epicardium of



males versus females. Our data in human parallel and support Di Diego’s observations in
dogs, since we found significantly lesser expression of KChIP2 in the right epicardium in
women in comparison to men. Thus, the reduced Iy, density of Brugada patients would more
likely lead to premature repolarization in the right epicardium in males than in females.*” In
addition, decreased SCN5A expression in the epicardium may facilitate premature
repolarization in the case of reduced SCN5A (Ins) channel function resulting from gene
mutations.

The pathophysiological mechanism of the Brugada syndrome is considered primarily
located in the right ventricle.®*® We found that female hearts have less repolarizing current
transcripts (KChIP2, HERG, Kir2.3, Kir6.2, SUR2) in the right ventricle than men. Thus,
women may be less prone to premature repolarization in the right epicardium. We found no
gender-related differences in epicardial KChIP2 expression in the left ventricle, in agreement
with lack of sex differences in left epicardial phase 1 repolarization or I, density in dog.*
Importantly, we found gender-related differences in the right ventricle (KChIP2, Kir6.2,
SUR2) that do not exist in the left ventricle.

Our laboratory has previously reported in a large French family, that the same SCN5A
mutation (G1406R) principally causes Brugada syndrome in men and progressive cardiac
conduction defect (Lenégre disease) in women.*® Because women have less KChIP2 and
less repolarizing channel transcripts in their right ventricular epicardium, they would be
expected to manifest primarily direct consequences of reduced Iy, current like conduction
defects rather than arrhythmias due to large outward currents in the face of reduced Iys.
The female susceptibility to conduction disease may be aggravated by the reduced Cx43

expression that we noted in female hearts.

Study limitations

Transcripts do not necessarily translate into functional proteins, and although transcriptional
regulation of ion channel expression is a key regulatory mechanism,*' other translational and
post-translational processes should clearly play a role. Transcriptional regulation is an
efficient mechanism to control precisely and specifically channel activity. We did verify
protein expression differences for several genes and found that they paralleled transcript
differences. No technology is currently available to explore on a large-scale the expression of
a collection of membrane proteins and this is the subject of active research in the field of
proteomics. Another important limitation issues from the precise locations from which
samples were collected. Heterogeneous expression may very well exist between the base
and the apex of the ventricle. Finally, targeting of ion channel proteins in the different
subcellular compartments is key to their function and cannot be assessed by our global

analysis. In spite of these limitations, genomics represents a powerful means to promote our



understanding of the potential molecular mechanisms underlying clinically significant
functional cardiac properties.

Transmural heterogeneity in cellular electrical activity is not restricted to endocardium
and epicardium cells but also includes M-cells in the mid-myocardial layers, which AP
becomes much prolonged at slow heart rate. M-cells were first reported in dogs by Sicouri
and Antzelevitch*? and later by our group in the human ventricle.** However, because the
influence of M-cells depends on the degree of electrotonic coupling, the functional
significance of M-cells has been the subject of some debate.***® In addition, M-cells do not
appear in the depth of the ventricle as a continuous layer but rather as patchy isolates of
cardiac myocytes.* It is thus difficult to define a discrete M cell area by anatomical dissection

alone, as would be needed for our molecular analyses.
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Figure legends

Figure 1: Two-way hierarchical agglomerative clustering applied to 79 genes
(vertically) and to 12 left and right atria (LA and RA) and 28 left epicardium (Lepi) and
left endocardium (Lendo) and 28 right epicardium (Repi) and right endocardium
(Rendo; horizontally) samples. The input consisted of the ratio for each patient and gene
versus the reference gene. Each gene is represented by a single row of colored boxes and
each patient (individualized by Roman numbers) by a single column. Epicardial samples are
indicated in blue. The entire gene clustering is shown on the left. Selected gene cluster is
shown on the right, containing relevant genes for atrial versus ventricle discrimination. Each
color patch in the map represents the gene expression level in one sample, with expression
levels ranging from dark green (lowest) to bright red (highest). Missing values are coded as

silver.

Figure 2: Two-way hierarchical agglomerative clustering applied to 79 genes
(horizontally) and to left epicardium, left endocardium, right epicardium and right
endocardium from 7 women and 7 men (vertically). Same format as in Figure 1. Samples

from women are indicated in red whereas samples from men are indicated in black.

Figure 3: Expression profile of Na*, Ca** and Cx channel genes associated with
epicardium/endocardium gradient and/or gender differences. Individual variability for
Nav1.5 is shown in the top left panel. Bar graphs show transcript expression in the right
epicardium and endocardium from man (black) and woman (grey) samples. Data from the
left ventricle are represented by narrow white bars. In this figure as in Figures 4-6, data are
expressed as arbitrary units normalized to HPRT and are mean + SEM from 7 donors. *p<
0.05, **p< 0.01, ***p<0.001 versus epicardium. a: p< 0.05 versus women. For clarity,
statistics for left ventricle expression are not illustrated. Left male endocardium: Nav1.5,
p<0.05; Cav1.2, p<0.05; Cava2é1, p<0.05; Cx40, p<0.01 vs epicardium. Left female
endocardium: Nav1.5, p<0.05 vs epicardium. Left male epicardium: Cava261, p<0.01; Cx40,
p<0.05; Cx43, p<0.05 vs female epicardium. Left male endocardium: Cx43, p<0.05 vs female

endocardium.

Figure 4: Expression profile of K* channel a- and B-subunit genes. Same format as in
Figure 3. b: p< 0.01 versus women. Left male endocardium: Kv1.4, p<0.01 vs epicardium.

Left female endocardium: Kv1.4, p<0.05; Kir2.3, p<0.01 vs epicardium. Left male epicardium:



Kir2.3, p<0.001; HERG, p<0.05; MinK, p<0.01; Kv1.4, p<0.01 vs female epicardium. Left
male endocardium: Kir2.3, p<0.05; MinK, p<0.01; Kv1.4, p<0.05 vs female endocardium.

Figure 5: Expression profile of Ito-encoding K*'-channel subunits and the Iroquois
transcription factors (IRX3, IRX4 and IRX5). Same format as in Figures 3 and 4. c: p<
0.001 versus women. Left male endocardium: KChIP2, p<0.001; IRX3, p<0.001; IRX5,
p<0.001 vs epicardium. Left female endocardium: KChlIP2, p<0.01; IRX3, p<0.001; IRX5,
p<0.01; Kv4.2, p<0.05 vs epicardium. Left male epi- and endocardium: IRX4, p<0.01 vs

female epi- and endocardium.

Figure 6: Expression profile of intracellular calcium regulators. SERCA2 indicates the
sarco(endo)plasmic reticulum Ca?* ATPase type 2, PLN, phospoholamban, CALMS3,
calmodulin 3. Same format as in Figures 3-5. Left male and female endocardium: SERCA2,
p<0.05 vs epicardium. Left male epicardium: Na/K ATPase a1, p<0.001; Na/K ATPase a3,
p<0.01; Ca ATPase B4, p<0.05; SERCA2, p<0.05; CALMS3, p<0.01 vs female epicardium.
Left male endocardium: Na/K ATPase a1, p<0.01; Na/K ATPase a3, p<0.01; PLN, p<0.05;
CALM3, p<0.01 vs female endocardium.

Figure 7: Western-blot analysis of key proteins. Left: representative Western blots probed
with anti-KChlP2, anti-IRX5, anti-KvLQT1, anti-MinK and anti-Cx43 antibodies. GAPDH is
shown as loading control. Expected molecular masses are indicated. Right: quantification of

Western blots versus GAPDH expressed in arbitrary units (n=4).
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Expression versus reference gene (x100)
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Expression varsus reference gene (x100)

Figure 5

KChIP2
500 -

g00 A

400 4

200

IRX3

800 4

600 4

400 -

200

IRX5

320 4

240 A

160 -

80 -

EFI

doak

d

Ok

ook ke

ENDO

ENDO

oL

7

1204

a0 |

40 4

120

g0

40

Kvd.3

Kvd.2

IRX4

EFI

H ok

ENDO

EFI ENDO

o7

7



MNalK ATPase ol SERCA2

&00 - _ 8000 - .
a |_| =
600 4 7m | £000 T
T T
400 4 4000 |
0 o : :
=
i
et NalK ATPase o3
ar [
T 2000, g 20000 -
w 3
S 1500 15000 4 4
@ T 1
[aE]
‘T 10004 10000 1 T
=
o 500 5000 |
[wi]
=
= 0 o |
|
€T
('R
0 Ca ATPase 4 CALM3 _
&00 - ) E &
EN— :
s 2000 1 M
1 I
400
1000 |
200 - ]
0 - _ _ o - . — - —>
EPI ERDO EP EMDC EP| EMDO EFI EMDIC

Figure ON mm ON mm



Epicardium Endocardium
d Q d ]
55;252'—r-- - e e e -
IRX5 a5
50kDa — — o —— T ——— —— ————
GAPDH — . G S —— T — N ————"
KvLQT1 —
TokDa | — T ———— ——
MinK &
s e - -
15kDa | - =
GAPDH | o o s s w— '_‘_ﬁ““-’
Cx43 =
A;kDEI | A e A S i i . N —— e
GAPDH T ——— ——— i ——————— — A —
Figure 7

Mink KvLQT1 IRX5 KChIP2

Cx43

60

30

24

Epi Endo

1

n

Epi Endo

[s}

2



Gene Symbol Gene Name NCBI Gene Ref Chromosome Assay ID Target Exons Category
18S RNA 18S RNA Eukaryotic 18s rRNA X03205 9 4342379-18S N/A endogenous control
ABCC8 SUR1 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 8 NM_000352,U63421 11 Hs00165861_m1 16 K* channel
ABCC9 SUR2 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 9 NM_005691,NM_02(d 12 Hs00245832_m1 28 K* channel
ATP1A1 Na/K-ATPase al  ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 1 polypeptide NM_001001586,NM | 1 Hs00167556_m1 15 Na'/K* ATPase
ATP1A3 Na/K-ATPase a3  ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 3 polypeptide NM_152296,BC0092 19 Hs00265163_m1 N/A Na'/K* ATPase
ATP1B1 Na/K-ATPase B1  ATPase, Na+/K+ transporting, beta 1 polypeptide NM_001001787,NM | 1 Hs00426868_g1 5 Na'/K* ATPase
ATP2A2 SERCA2 ATPase, Ca++ transporting, cardiac muscle, slow twitch 2 NM_001681,M23115 12 Hs00155939_m1 20 Ca™" regulator
ATP2A3 SERCA3 ATPase, Ca++ transporting, ubiquitous NM_174953,NM_174 17 Hs00193090_m1 17 Ca’ regulator
ATP2B1 Ca ATPase 1 ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 1 NM_001001323,NM | 12 Hs00155949_m1 11 Ca™" regulator
ATP2B4 Ca ATPase 4 ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 4 NM_001001396,NM | 1 Hs00608066_m1 1 Ca’ regulator
CACNA1C Cavl.2 calcium channel, voltage-dependent, L type, alpha 1C subunit NM_000719,L29529, 12 Hs00167681_m1 2 Ca'* channel
CACNA1D Cavl.3 calcium channel, voltage-dependent, L type, alpha 1D subunit NM_000720,M83566 3 Hs00167753_m1 47 Ca'* channel
CACNA1G Cav3.1 calcium channel, voltage-dependent, alpha 1G subunit NM_018896,NM_194 17 Hs00367969_m1 4 Ca'* channel
CACNA1H Cav3.2 calcium channel, voltage-dependent, alpha 1H subunit NM_021098,AF0519. 16 Hs00234934_m1 1 Ca’" channel
CACNA2D1 Cava2d1 calcium channel, voltage-dependent, alpha 2/delta subunit 1 NM_000722,M76559 7 Hs00167808_m1 13 Ca"* channel
CACNA2D2 Cavo2d2 calcium channel, voltage-dependent, alpha 2/delta subunit 2 NM_006030,AB0111 3 Hs00195772_m1 6 Ca’* channel
CACNB2 Cav32 calcium channel, voltage-dependent, beta 2 subunit NM_201593,NM_201 10 Hs00167861_m1 9 Ca"* channel
CACNG4 Cavy4 calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 4 NM_014405,AF1626 17 Hs00205244_m1 2 Ca’* channel
CACNG5 Cavys calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 5 NM_145811,NM_144 17 Hs00274241_m1 1 Ca"" channel
CACNG6 Cavy6 calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 6 NM_145814,NM_145 19 Hs00230428_m1 N/A Ca" channel
CALM1 CALM1 calmodulin 1 (phosphorylase kinase, delta) NM_006888,BX5376 14 Hs00300085_s1 6 Ca"™ regulator
CALM3 CALM3 calmodulin 3 (phosphorylase kinase, delta) NM_005184,J04046, 19 Hs00270914_m1 1 Ca’" regulator
CASQ1 CASQ1 calsequestrin 1 (fast-twitch, skeletal muscle) NM_001231,S73775 1 Hs00154281_m1 6 Ca"™ regulator
CASQ2 CASQ2 calsequestrin 2 (cardiac muscle) NM_001232,D55655 1 Hs00415779_m1 N/A Ca’ regulator
CFTR CFTR cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, ATP-binding cassette NM_000492,M28668 7 Hs00357011_m1 21 CI' channel
CLCN2 Clc2 chloride channel 2 NM_004366,AF0260! 3 Hs00189078_m1 1 CI' channel
CLCN3 CIC3 chloride channel 3 NM_001829,X78520 4 Hs00156527_m1 12 CI' channel
CLCN6 CICé chloride channel 6 NM_001286,NM_021 1 Hs00154518 m1 4 CI' channel
CLCN7 CIc7 chloride channel 7 NM_001287,267743, 16 Hs00241850_m1 1 CI channel
G6PD G6PD glucose-6-phosphate dehydrogenase NM_000402,M21248| X Hs00166169_m1 2 endogenous control
GJAlL Cx43 gap junction protein, alpha 1, 43kDa (connexin 43) NM_000165,M65188 6 Hs00748445_s1 10 Connexin
GJA5 Cx40 gap junction protein, alpha 5, 40kDa (connexin 40) NM_181703,NM_004 1 Hs00270952_s1 1 Connexin
GJA7 Cx45 gap junction protein, alpha 7, 45kDa (connexin 45) NM_005497,AK1243 17 Hs00271416_s1 8 Connexin
HCN1 HCN1 hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium channel 1 NM_021072,AF0648 5 Hs00395037_m1 1 Cation channel
HCN2 HCN2 hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium channel 2 NM_001194,AJ0125 19 Hs00606903_m1 2 Cation channel
HCN3 HCN3 hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium channel 3 NM_020897,AB0409 1 Hs00380018_m1 3 Cation channel
HCN4 HCN4 hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium channel 4 NM_005477,AJ1324 15 Hs00175760_m1 1 Cation channel
HPRT1 HPRT hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 (Lesch-Nyhan syndrome) NM_000194,M31642f X Hs99999909_m1 N/A endogenous control
ISYNA1 ISYNA1 myo-inositol 1-phosphate synthase A1 NM_016368,AF2205 19 Hs00375021_g1 5 endogenous control




ITPRL
ITPR3
KCNA1
KCNA2
KCNA3
KCNA4
KCNAS
KCNAG
KCNA7
KCNAB1
KCNAB2
KCNAB3
KCNB1
KCNB2
KCNC1
KCNC2
KCNC3
KCNC4
KCND1
KCND2
KCND3
KCNE1
KCNE1L
KCNE2
KCNE3
KCNE4
KCNH2
KCNIP2
KCNJ1
KCNJ11
KCNJ12
KCNJ2
KCNJ3
KCNJ4
KCNJ5
KCNJ8
KCNK1
KCNK3
KCNK5
KCNQ1
MYH7

IP3R1
IP3R3
Kv1.1
Kv1.2
Kv1.3
Kv1.4
Kv1.5
Kv1.6
Kv1.7
Kvp1l
Kvp2
KvB3
Kv2.1
Kv2.2
Kv3.1
Kv3.2
Kv3.3
Kv3.4
Kv4.1
Kv4.2
Kv4.3
MinK
MIRP4
MIRP1
MIRP2
MIRP3
HERG
KChIP2
Kirl.1
Kir6.2
Kir2.2
Kir2.1
Kir3.1
Kir2.3
Kir3.4
Kir6.1
TWIK1
TASK1
TASK2
KvLQT1
B-MHC

inositol 1,4,5-triphosphate receptor, type 1

inositol 1,4,5-triphosphate receptor, type 3

potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 1
potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 2
potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 3
potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 4
potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 5
potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 6
potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 7
potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, beta member 1
potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, beta member 2
potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, beta member 3
potassium voltage-gated channel, Shab-related subfamily, member 1
potassium voltage-gated channel, Shab-related subfamily, member 2
potassium voltage-gated channel, Shaw-related subfamily, member 1
potassium voltage-gated channel, Shaw-related subfamily, member 2
potassium voltage-gated channel, Shaw-related subfamily, member 3
potassium voltage-gated channel, Shaw-related subfamily, member 4
potassium voltage-gated channel, Shal-related subfamily, member 1
potassium voltage-gated channel, Shal-related subfamily, member 2
potassium voltage-gated channel, Shal-related subfamily, member 3
potassium voltage-gated channel, Isk-related family, member 1
KCNE1-like

potassium voltage-gated channel, Isk-related family, member 2
potassium voltage-gated channel, Isk-related family, member 3
potassium voltage-gated channel, Isk-related family, member 4
potassium voltage-gated channel, subfamily H (eag-related), member 2
Kv channel interacting protein 2

potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 1
potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 11
potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 12
potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 2
potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 3
potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 4
potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 5
potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 8
potassium channel, subfamily K, member 1

potassium channel, subfamily K, member 3

potassium channel, subfamily K, member 5

potassium voltage-gated channel, KQT-like subfamily, member 1
myosin, heavy polypeptide 7, cardiac muscle, beta

NM_002222,026070
NM_002224,D26351
NM_000217,L02750

NM_004974,L02752

NM_002232,M85217|
NM_002233,M55514
NM_002234,M83254
NM_002235,X17622
NM_031886,AF3158
NM_172159,NM_177
NM_172130,NM_003
NM_004732,AF0164
NM_004975,L02840,
NM_004770,NM_004
NM_004976,NM_004
NM_139137,NM_134
NM_004977,AF0559
NM_153763,NM_004
NM_004979,AJ0058

NM_012281,AB0289
NM_004980,NM_004
NM_000219,L.28168,
NM_012282,AJ0127

NM_172201,AF0710
NM_005472,BC0322
NM_080671,BC0144]
NM_172056,NM_00d
NM_173191,NM_174
NM_000220,NM_00(d
NM_000525,BC0644]
NM_021012,L.36069,
NM_000891,U12507
NM_002239,U50964
NM_152868,NM_004
NM_000890,D50134
NM_004982,D50312
NM_002245,U33632
NM_002246,AF0068
NM_003740,AF0848
NM_181797,NM_18]]|

NM_000257,M58018

21

21
11

10
11
11
17
17

22
11
12

11
14

Hs00181881_m1
Hs00609908_m1
Hs00264798_s1
Hs00270656_s1
Hs00704943_s1
Hs00357903_s1
Hs00266898_s1
Hs00266903_s1
Hs00361015_m1
Hs00185764_m1
Hs00186308_m1
Hs00190986_m1
Hs00270657_m1
Hs00191116_m1
Hs00428197_m1
Hs00373568_m1
Hs00192108_m1
Hs00428198_m1
Hs00192113_m1
Hs00273378_m1
Hs00270661_m1
Hs00264799_s1
Hs00273381_s1
Hs00270822_s1
Hs00538801_m1
Hs00758199_g1
Hs00165120_m1
Hs00601709_g1
Hs00165012_m1
Hs00265026_s1
Hs00266926_s1
Hs00265315_m1
Hs00158421_m1
Hs00705379_s1
Hs00168476_m1
Hs00270663_m1
Hs00158428_m1
Hs00605529_m1
Hs00186652_m1
Hs00165003_m1
Hs00165276_m1

0 Ok W

N
N

O R ®WR R EPNROODNOCORNW®WREREREROODMLNERL-N-N PR

N/A

Ca" regulator
Ca’ regulator
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
K* channel
Cytoskeletal protein



NPPA ANP natriuretic peptide precursor A NM_006172,M30262 1 Hs00383230_g1 1 Signaling molecule
NPPB BNP natriuretic peptide precursor B NM_002521,M25296 1 Hs00173590_m1 2 Signaling molecule
PIAS3 KChAP protein inhibitor of activated STAT, 3 NM_006099,AB0218 1 Hs00180666_m1 7 K* channel

PLN PLN phospholamban NM_002667,M63603] 6 Hs00160179_m1 1 Ca’ regulator

PPP3CA CAM-PRP protein phosphatase 3 (formerly 2B), catalytic subunit, alpha isoform NM_000944,.14778, 4 Hs00174223_m1 10 Ca" regulator

RYR2 RYR2 ryanodine receptor 2 (cardiac) NM_001035,X98330 1 Hs00181461_m1 10 Ca" regulator

SCN1A Navl.1 sodium channel, voltage-gated, type I, alpha NM_006920,AF2259 2 Hs00374696_m1 17 Na* channel

SCN1B Navf1 sodium channel, voltage-gated, type |, beta NM_001037,L.10338, 19 Hs00168897_m1 2 Na* channel

SCN2B Navp2 sodium channel, voltage-gated, type Il, beta NM_004588,AF0077 11 Hs00394952_m1 3 Na* channel

SCN3A Nav1.3 sodium channel, voltage-gated, type llI, alpha NM_006922,AF0356 2 Hs00366902_m1 12 Na* channel

SCN3B Navp3 sodium channel, voltage-gated, type Ill, beta NM_018400,AB0329 11 Hs00393218_m1 4 Na* channel

SCN4A Navl.4 sodium channel, voltage-gated, type IV, alpha NM_000334,M81758| 17 Hs00165686_m1 5 Na* channel

SCN5A Navl.5 sodium channel, voltage-gated, type V, alpha (long QT syndrome 3) NM_198056,NM_00d 3 Hs00165693_m1 11 Na* channel

SCN7A Nav2.1 sodium channel, voltage-gated, type VII, alpha NM_002976,M91556 2 Hs00161546_m1 10 Na’ channel

SCN9A Navl.7 sodium channel, voltage-gated, type IX, alpha NM_002977,X82835 2 Hs00161567_m1 11 Na* channel

SLC8A1 NCX1 solute carrier family 8 (sodium/calcium exchanger), member 1 NM_021097,M91368| 2 Hs00253432_m1 2 Ca" regulator
Assay-on-demand

CNN1 Calponin 1 calponin 1, basic, smooth muscle NM_001299,D17408 19 Hs00154543_m1 1 marker of vascular vessels
COL6A1 Procollagen 6, a1l collagen, type VI, alpha 1 NM_001848,M27447| 21 Hs00242448_m1 20 marker of fibroblasts
UCHL1 UCHL1 ubiquitin carboxyl-terminal esterase L1 (ubiquitin thiolesterase) NM_004181,X04741 4 Hs00188233_m1 8 marker of neuronal tissue




B. REMODELAGE IONIQUE CHEZ L’HOMME

2. Signature transcriptionnelle associée a la valvulopathie et a la fibrillation

auriculaire chez ’lhomme (article 3, page 162)

a. Introduction

La fibrillation auriculaire est le trouble du rythme le plus répandu en pratique clinique
et elle est liée a une augmentation de la mortalité et de la morbidité cardiovasculaire
(Gajewski & Singer, 1981 ; Kannel et al., 1982). Les mécanismes cellulaires associés a la FA
ont fait 'objet de nombreuses études chez 'homme et les modéles animaux (voir revue
Schram et al., 2002). Les études gene a géne ont montré que le remodelage des canaux
ioniques joue un rble important dans la physiopathologie de la FA. |l contribue a son initiation
et a son maintien. Au niveau fonctionnel, il a été montré que la diminution de la densité du
courant calcique lc,, joue un réle central dans la réduction de la durée de la période effective
réfractaire associée a la FA (Bosch et al.,, 1999). Une diminution de la densité du courant
potassique transitoire sortant I, a également été rapportée (Van Wagoner et al., 1997 ; Yue
et al., 1997 ; Bosch et al., 1999 ; Grammer et al., 2000). En ce qui concerne les courants
potassiques rectifiant entrants, alors que la densité de Ixs semble étre augmentée, les
résultats concernant celle de Ixacn sont plus contradictoires (Bosch et al., 1999 ; Dobrev et
al., 2001). Les variations de densité de courants ioniques associées a la FA ont été
associées a des modifications d’expression des canaux ioniques correspondants au niveau
du transcrit et de la protéine (Pour revue, Nattel & Li, 2000 ; Van Wagoner et al., 2000 ;
Brundel et al., 2002).

Les atteintes des valves cardiaques sont des causes fréquentes de la FA (Benjamin
et al.,, 1998 ; Kannel et al, 1998b), cependant, trés peu de données sont disponibles
concernant le remodelage ionique associé aux valvulopathies. Il a été montré que la
dilatation atriale associée a une pathologie valvulaire s’accompagne d’une réduction de la
densité des courants I, et |, (Le Grand et al., 1994).

Les études précédentes concernant le remodelage des canaux ioniques associé a la
FA se sont limitées a I'évaluation de quelques sous-unités (six au maximum) supposées étre
importantes dans sa physiopathologie. Une autre limitation est liée au fait que les
contributions indépendantes de la FA et de sa pathologie sous-jacente dans le remodelage
ionique n’ont pas été évaluées. En effet, dans les études du remodelage ionique associé a la
FA, les patients ont généralement une pathologie sous-jacente (souvent une valvulopathie),
et les groupes contrdles utilisés ne sont alors pas les plus pertinents (patients ischémiques)

(Van Wagoner et al., 1997 ; Van Wagoner et al., 1999). L'objectif de cette étude a été



d’évaluer le profil d’expression des canaux ioniques de patients présentant une pathologie
valvulaire, et qui sont soit en fibrillation auriculaire permanente, soit en rythme sinusal. Pour
cela, nous avons utilisé des puces a ADN contenant des sondes spécifiques de canaux
ioniques humains et de génes régulateurs de ’homéostasie calcique. Cette étude a fait
'objet d’'une publication dans Circulation (Gaborit et al., 2005;112:471-481, article 3, page
162). Nous avons quantifié I'expression transcriptionnelle de 'ensemble de ces génes chez
(i) 7 patients présentant une pathologie valvulaire et un rythme sinusal (SR-VHD) et (ii) 11
patients présentant une FA associée a une valvulopathie (FA-VHD), par comparaison a (iii)
des patients contréles, en rythme sinusal et sans pathologie cardiaque structurale (SR-CAD).
A partir de I'ensemble des données, nous avons sélectionné 59 transcrits exprimés dans le

cceur humain pour une analyse détaillée.

b. Résultats

La technique de regroupement hiérarchique a deux voies a permis de séparer les
deux groupes de patients valvulopathiques, suggérant qu’un profil transcriptionnel de canaux
ioniques les distingue (Figure 3, Gaborit et al., 2005).

Les patients en rythme sinusal présentant une pathologie valvulaire expriment
différentiellement 29 canaux ioniques et régulateurs de 'homéostasie calcique sur les 59
étudiés. Il y a une forte similarité entre les deux groupes de patients valvulopathiques. En
effet, 66 % des génes dont I'expression est modifiée chez les patients en rythme sinusal sont
altérés de la méme maniére chez les patients en FA. L’analyse statistique des génes
differemment exprimés entre le groupe de patients FA-VHD et celui des SR-VHD a permis
d’identifier le portrait moléculaire spécifique de la FA : il implique 12 génes. Cette signature
de la FA se caractérise par une augmentation de I'expression du phospholamban, des sous-
unités MinK et MiRP2, et du canal potassique a deux pores, TWIK1. La FA est également
associée a une diminution de I'expression du canal calcique Cav3.1 et de la sous-unité
principale du courant potassique transitoire I, Kv4.3 (Figures 1 et 2, Gaborit et al., 2005).

Les modifications d’expression transcriptionnelles des canaux Kir2.1 et Cav1.2, et de
Cx40 ont été validées au niveau protéique. Par ailleurs, pour les canaux générant les
courants I, et Ixq, les corrélations entre les transcrits et la fonction ont été explorées. Enfin,
nous avons montré pour 13 génes que le retour en rythme sinusal des patients, par
traitement a I'amiodarone, permet de réverser leur remodelage : ils retrouvent un profil

d’expression similaire a celui de la valvulopathie causale.

c. Conclusion



Nous avons montré que la valvulopathie causale entraine un remodelage extensif de
I'expression auriculaire des génes codant les sous-unités des canaux ioniques, en absence
ou en présence de FA. Seules quelques variations supplémentaires caractérisent les
patients qui développent une FA. Notre approche globale a donc permis d’identifier de

nouveaux génes impliqués dans la fibrillation auriculaire.

Cette étude montre pour la premiére fois que le remodelage ionique précéde la survenue de

la fibrillation auriculaire et est lié en majorité a la cardiopathie causale.
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Human Atrial Ion Channel and Transporter Subunit
Gene-Expression Remodeling Associated With Valvular
Heart Disease and Atrial Fibrillation

Nathalie Gaborit, MSc*; Marja Steenman, PhD*; Guillaume Lamirault, MD; Nolwenn Le Meur, MSc;
Sabrina Le Bouter, PhD; Gilles Lande, MD; Jean Léger, PhD; Flavien Charpentier, PhD; Torsten Christ, MD;
Dobromir Dobrev, MD; Denis Escande, MD, PhD; Stanley Nattel, MD; Sophie Demolombe, PhD

Background—Valvular heart disease (VHD), which often leads to atrial fibrillation (AF), and AF both cause ion-channel
remodeling. We evaluated the ion-channel gene expression profile of VHD patients, in permanent AF (AF-VHD) or in
sinus rhythm (SR-VHD), in comparison with patients without AF or VHD, respectively.

Methods and Results—We used microarrays containing probes for human ion-channel and Ca**-regulator genes to
quantify mRNA expression in atrial tissues from 7 SR-VHD patients and 11 AF-VHD patients relative to 11 control
patients in SR without structural heart disease (SR-CAD). From the data set, we selected for detailed analysis 59
transcripts expressed in the human heart. SR-VHD patients differentially expressed 24/59 ion-channel and Ca®"-
regulator transcripts. There was significant overlap between VHD groups, with 66% of genes altered in SR-VHD
patients being similarly modified in AF-VHD. Statistical differences between the AF- and SR-VHD groups identified
the specific molecular portrait of AF, which involved 12 genes that were further confirmed by real-time reverse
transcription—polymerase chain reaction. For example, phospholamban, the B-subunit MinK (KCNE) and MIRP2
(KCNES3), and the 2-pore potassium channel TWIK-1 were upregulated in AF-VHD compared with SR-VHD, whereas
the T-type calcium-channel Cav3.1 and the transient-outward potassium channel Kv4.3 were downregulated. Two-way
hierarchical clustering separated SR-VHD from AF-VHD patients. AF-related changes in L-type Ca’-current and
inward-rectifier current were confirmed at protein and functional levels. Finally, for 13 selected genes, SR restoration
reversed ion-channel remodeling.

Conclusions—VHD extensively remodels cardiac ion-channel and transporter expression, and AF alters ion-channel
expression in VHD patients. (Circulation. 2005;112:471-481.)

Key Words: remodeling m ion channels m fibrillation m valves m atrium

trial fibrillation (AF), the most common cardiac arrhyth-

mia, contributes substantially to cardiac morbidity and
mortality.! The cellular mechanisms underlying AF have
been the subject of extensive studies both in human and in
animal models (reviewed in reference 2). Ion-channel remod-
eling clearly plays an important role in the pathophysiology
of AF, contributing to its initiation and perpetuation.> At the
functional level, decreased L-type Ca**-current (Ic,;) density
is central to the shortening of the effective refractory period
characteristic of AF.> Downregulation of the transient out-
ward current, /,,, has also been reported,*-¢ whereas inward-
rectifier currents can be increased.>” Functional alterations in
ionic currents have been associated with corresponding alter-
ations in mRNA and ion-channel protein expression (see

Brundel et al,® Van Wagoner and Nerbonne,® and Nattel and
Li'° for reviews).

Valvular heart disease (VHD) is a frequent clinical cause of
AF.t'" There is limited information available about ion-
channel remodeling due to VHD, although VHD-related atrial
dilation is associated with reduced Ic,; and [,,.'?

Previous studies of ion-transporter subunit remodeling
associated with AF have been limited to the evaluation of
a small number of candidate subunits believed to be
important, with none examining >6 subunits. An addi-
tional limitation has been the fact that the independent
contributions of AF and underlying heart disease have not
been adequately addressed, because in studies of cardiac
disease-related remodeling, many patients also have AF!?
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Clinical Characteristics of Patients in Normal SR (VHD and SR-CAD Groups) and in AF at the Time of Cardiac Surgery

Underlying Cardiac Disease PMH
ACE
Ischemic Valvular Duration LV Ejection P Inhibitors+

Age, Heart ~ Replacement  of AF, Fraction, ~ LAD, Wave, B- ATy Ca®* Other
Patients y Sex  Disease Indication y % mm ms Blockers Digitalis ~ Statins  Diuretics ~ Blockers ~ Antagonists  Nitrates ~ Medication
SR-VHD group
SR-VHD1 76 M - AS 64 40 118 FS M
SR-VHD2 62 M - MR 7 63 116 FR RM
SR-VHD3 80 M + AS 62 44 100 PV LS
SR-VHD4 72 M + AS 57 39 105 SM L
SR-VHD5 52 M - MR 64 46 118 FR RM
SR-VHD6 69 M - ARMR 715 45 M ST PV IN PR FL
SR-VHD7 78 F - AS 47 39 87 DG SP+FR RM

70+9 6310 45+8 108=11
AF-VHD group
AF-VHD1 67 M — MR 9 A 62 CR PV FR LS FN
AF-VHD2 70 F — MS 5 57 50 DG D N
AF-VHD3 74 M — AS 1 Il 40 AM-+HCT DL FN
AF-VHD4 67 M — AS 2 45 49 RM FN
AF-VHD5 76 M - AS/MR 12 58 56 FR PR FN
AF-VHD6 72 F + MR 10 64 44 DT PV FR cP NC FN-+LT
AF-VHD7 73 M + AS 6 75 45 FR EL DL
AF-VHD8 73 M - AS 13 61 52 DG FR EL N
AF-VHD9 69 M + AS 7 70 40 AT SM N
AF-VHD10 77 M + AS 2 70 40 AT NC TT+MS  AA+FN
AF-VHD11 75 M + AS 10 60 51 FR EL DL N

72+3 74 6110 48%7
SR-CAD group
SR-CAD1 64 M + no 47 80 AC SM MS M
SR-CAD2 73 M + no 50 105 AT TT+MS CD
SR-CAD3 68 M + no 57 73 AT PV A
SR-CAD4 72 M + no 7 110 MT TT-+MS AA
SR-CAD5 70 M + no 52 100 AT A0 MS FL
SR-CAD6 68 M + no 60 98 AT PV RM AA
SR-CAD7 58 F + no 73 97 AT PV AD TT+MS AA
SR-CAD8 74 M + no 73 112 AC PV AZ+SP AD AA
SR-CAD9 7 M + no 72 92 BT SM AD TT+MS AA
SR-CAD10 73 F + no 66 89 AT PV FE TT+ID AA
SR-CAD11 73 M + no 74 107 DL T AA

695 63=10 97+12

LAD indicates left atrium diameter; PMH, previous medical history; ACE, angiotensin-converting enzyme; AT, angiotensin Il type 1; AS indicates aortic stenosis;
MR, mitral regurgitation; AR, aortic regurgitation; MS, mitral stenosis; ST, sotalol; CR, carvedilol; AT, atenolol; AC, acebutolol; MT, metoprolol; BT, betaxolol; DG,
digoxin; DT, digitalis; PV, pravastatin; SM, simvastatin; AO, atorvastatin; FR, furosemide; IN, indapamide; SP, spironolactone; AZ, altizide; AM, amiloride; HCT,
hydrochlorothiazide; ID, isosorbide dinitrate; TT, trinitroglycerin; MS, molsidomine; AA, acetylsalicylic acid; AD, amlodipine; CD, clopidogrel; CP, captopril; DL, diltiazem;
EL, enalapril; FE, felodipine; FL, flurbiprofen; FN, fluindione; FS, fosinopril; LS, losartan; LT, levothyroxine; NC, nicardipine; PR, perindopril; RM, ramipril; VL, valsartan;

+, present; and —, absent. Data in bold are presented as mean+SD.

and in studies of AF, many patients also have significant
cardiac disease, often VHD.®!3 The present study was
designed to use a genomic approach to address the follow-
ing hypotheses: (1) Ion-channel subunit expression in
patients with VHD differs from that in patients without
VHD, reflecting ionic remodeling and (2) AF induces
ion-channel remodeling beyond that induced by VHD
alone, as reflected by different ion-channel subunit expres-
sion patterns in patients with AF and VHD compared with
VHD patients in sinus rhythm (SR).

Methods

Human Samples

For molecular biology studies, right atrial appendages (RAAs) were
obtained during open-heart surgery from 7 VHD patients in SR
(SR-VHD), 11 patients with VHD and permanent (>1 year) AF
(AF-VHD), and 11 patients undergoing revascularization surgery for
coronary artery disease (CAD), constituting the control group (SR-
CAD). SR-VHD and AF-VHD groups were similar in terms of age,
sex distribution, types of valve disease, left ventricular (LV) func-
tion, and atrial dimensions (the Table). Differences in drug therapy
followed underlying heart disease: VHD patients received more
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angiotensin-system suppressants and diuretics, which were less
common in SR-CAD patients. SR-CAD patients commonly took
B-blockers, statins, and Ca’* antagonists. Ca** antagonists were
prescribed for about half of the AF-VHD and none of the SR-VHD
patients. To assess potential reversibility, we obtained data from an
additional 6 patients with VHD and persistent AF, who were
cardioverted and kept in SR for at least 1 month preoperatively
(sinus-rhythm reversion [SRR-VHD] group). These patients were
similar to other VHD groups in age (mean=SD, 74*1 years), types
of valve disease (4 aortic, 1 mitral, 1 combined), LV ejection fraction
(60£2%), and left atrial dimension (501 mm). Their drug therapy
was also similar, except that they all received oral amiodarone.
Finally, RAA samples were obtained from 7 SR-CAD, 6 SR-VHD,
and 6 AF-VHD patients for functional studies. These additional
patients showed comparable clinical characteristics to other groups.
After excision, RAAs were immediately snap-frozen in LN, and
stored at —80°C.

RNA Isolation and Labeling

Total RNA was isolated with Trizol reagent (Life Technologies).
RNA was DNase-treated (RNeasy fibrous tissue mini kit, Qiagen).
The quality of isolated RNA was assessed by microelectrophoresis
on polyacrylamide gels (Agilent 2100 Bioanalyzer). The absence of
DNA contamination was verified by reverse transcription (RT)-
negative polymerase chain reaction (PCR). A control pool was
prepared, containing equal amounts of total RNA from each SR-
CAD sample. RT was performed on this pool to obtain Cy3-labeled
cDNA with the CyScribe cDNA postlabeling kit (Amersham Bio-
sciences). For every SR-VHD and AF-VHD patient, 2 or 3 distinct
RT reactions (depending on tissue availability) were performed to
obtain Cy5-labeled cDNA. Each RT was processed independently.

Oligonucleotides and Microarrays
Fifty-mer, 5 amino-modified oligonucleotide probes were synthe-
sized at MWG Biotech AG. Lyophilized oligonucleotides were
dissolved at 25 umol/L in 1X spotting buffer A (MWG). The
microarray stand was epoxysilane-coated slides. Oligonucleotide
spotting was performed with the Lucidea array spotter (Amersham).
Each microarray contained 4116 oligonucleotides (spotted in
quadruplicate on each slide), including 315 targets for genes encod-
ing human ion-channel subunits and proteins involved in calcium
homeostasis.

Hybridization

Slides were treated with 50 mmol/L ethanolamine for oligonucleo-
tide fixation. Each Cy5-labeled cDNA was mixed with an equal
amount of Cy3-labeled control-pool cDNA, preincubated with yeast
tRNA and polyA RNA (Gibco-BRL), and hybridized onto microar-
rays. After overnight hybridization, slides were washed with succes-
sively more stringent standard saline citrate solutions.

Forty-six independent hybridizations were performed in total: 2
for each SR-VHD patient and 2 or 3 for each AF-VHD patient.
Hybridized arrays were scanned by fluorescence confocal micros-
copy (ScanArray 3000, GSI-Lumonics). Measurements were ob-
tained separately for each fluorochrome at 10 wm/pixel resolution.

Microarray-Data Analysis

Fluorescence values were analyzed with GenePixPro 5.0. Raw data
were processed with software (http://cardioserve.nantes.inserm.fr/
mad/madscan/login.php) developed internally.'* Low-quality spots
were filtered, leaving only spots with valid expression values.
Invariant genes were selected with the rank-invariant method.'> To
normalize Cy3 and Cy5 values, a nonlinear regression method
(Lowess fitness) was applied to invariant genes to calculate the
correction for every spot of the microarray.!¢ Outliers were excluded
by the median absolute deviation—modified Z test.!” To compensate
for experimental variability and compare SR-VHD with AF-VHD
data sets, expression-values of the 46 slides were scaled to the same
median absolute deviation.'®
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Two statistical analyses were performed on the 4116-oligonucle-
otide data-points: (1) comparison of SR-VHD and AF-VHD groups
based on data normalized to the SR-CAD control patient pool and (2)
direct comparison of SR-VHD versus AF-VHD patients. Genes with
statistically significant differential expression were identified with 1-
and 2-class significance analysis of microarrays (SAMs)'® and linear
models for microarray data (LIMMA).! For SAM, genes with a ¢
value <0.24% were selected. For LIMMA, genes with a Holm-
corrected probability value <0.01 were selected. Genes were con-
sidered differentially expressed when they met both SAM and
LIMMA criteria. For each gene, the median of replicate expression
values was calculated. Oligonucleotides representing 59 genes en-
coding cardiac ion channels and calcium homeostasis proteins were
retained for further study.

Two-way hierarchical agglomerative clustering was applied to the
gene expression matrix consisting of 18 VHD patients and 59
selected genes. The input consisted of median replicate expression
values (displayed as log-normal) for each gene and patient. Cluster-
ing with uncentered correlation with the CLUSTER program?® was
visualized with Treeview software.

TagMan Real-Time RT-PCR

First-strand cDNA was synthesized from 2 ug total RNA with Super
Script III first-strand for RT-PCR (Invitrogen). Real-time PCR was
performed with predesigned 6-carboxy-fluorescein (FAM)-labeled
fluorogenic TagMan probes and primers and 1X TagMan universal
master mix (Applied Biosystems). After 2 minutes at 50°C and 10
minutes at 95°C, 40 cycles of amplification were performed with the
ABI PRISM 7900HT sequence-detection system (Applied Biosys-
tems). Data were collected with instrument spectral compensation by
Applied Biosystems SDS 2.1 software. Fluorescence signals were
normalized to the housekeeping gene myoinositol 1-phosphate syn-
thetase Al (ISYNAI). The comparative threshold-cycle (Ct) relative-
quantification method was used.?! For each patient, each gene was
quantified in duplicate in 3 separate experiments. The values were
averaged and then used for the 272TX10 calculation, where 2747
corresponds to expression relative to ISYNAI. Statistical analysis
was performed with ANOVA followed by Tukey’s test, with P<<0.05
considered significant.

Western Blotting

Membrane proteins were extracted (n=6 in each group) and pro-
cessed as previously described.?> Antibodies were obtained from
Alomone Laboratories (Kir2.1 and Cav1.2) or Chemicon (Cx40).

Ik, and I,;, Measurements

Human atrial myocytes were isolated®* and suspended in storage
solution (mmol/L): KCl 20, KH,PO, 10, glucose 10, potassium
glutamate 70, B-hydroxybutyrate 10, taurine 10, EGTA 10, and
albumin 1, pH 7.4. Whole-cell voltage-clamp Ii; and /,; recordings
were performed and analyzed as previously described.”2+ Cell
capacitances averaged 89.4+8.8 (n=17) for SR-CAD, 94.3%7.6
(n=18) for SR-VHD, and 112.1£9.4 (n=22) pF for AF-VHD
myocytes (P=NS).

Results

Gene Expression Changes of SR-VHD and

AF-VHD Compared With SR-CAD Group

Figures 1 and 2 show ion-transport gene expression values in
each VHD group. Results for calcium channels and regula-
tors, Na*,K*-ATPase, and sodium-channel data are shown in
Figure 1 and chloride, pacemaker, and potassium-channel
genes and connexins in Figure 2. Results are given as
percentage change from the control pool (SR-CAD group),
with open circles representing individual patient values and
horizontal lines representing medians. Red indicates statisti-
cally significant changes; black indicates results not signifi-
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cantly different from the control pool. Of the 59 genes, 28
were unchanged in either SR-VHD or AF-VHD (indicated by
gray boxes on the horizontal axis labels). Statistically signif-
icant changes in the same direction were observed for 16
genes (yellow boxes). For the 15 remaining genes, statisti-
cally significant changes were seen for only one of the VHD
groups (green boxes). For no genes were there statistically
significant changes in both groups that went in opposite
directions. Thus, the SR-VHD group showed substantial
changes from control, pointing to important remodeling of
cardiac ion-transport genes in VHD and the need to consider
VHD effects in the AF group.

To identify the AF-related molecular portrait, AF-VHD
patients were compared with SR-VHD patients with 2-class
statistical analysis. Among genes that were not significantly
altered compared with control in either SR-VHD or AF-VHD
alone, 2 genes (Kv4.3 and Cava262) showed a different
distribution in SR-VHD compared with AF-VHD patients.
Among genes that were significantly up- or downregulated
congruently, MinK and Cava281 showed differential expres-
sion in SR-VHD versus AF-VHD patients. Among 15 genes
that demonstrated significantly altered expression in 1 group
only, 8 were differentially distributed in SR-VHD versus
AF-VHD patients. In total, 12 genes showed differential
expression in AF-VHD versus SR-VHD: the calcium-channel

B-subunit Cava261 (CACNA2DI), phospholamban (PLN),
the chloride-channel subunit CLCNG6, the voltage-gated po-
tassium channel B-subunit KvfB1 (KCNABI), the slow
delayed-rectifier -subunit MinK (KCNE]I), the potassium-
channel subunit MIRP2 (KCNE3), and the 2-pore potassium-
channel subunit TWIK-1 (KCNKI) were more strongly ex-
pressed in AF-VHD patients compared with SR-VHD, whereas
the T-type calcium-channel a-subunit Cav3.1 (CACNAIG), the
calcium-channel B-subunit Cava262 (CACNA2D?2), inositol-
triphosphate receptor 1 (ITPRI), the sodium-channel $3-subunit
NavB2 (SCN2B), and the transient-outward potassium-current
a-subunit Kv4.3 (KCND3) were less strongly expressed in
AF-VHD than in SR-VHD patients.

Hierarchical Clustering Analysis Reveals

AF-SR Differences

The results of unsupervised 2-way hierarchical clustering
analysis are shown in Figure 3. Samples were grouped
according to gene expression differences, ordering samples
with the most similar expression patterns closest to each other
and the most different patterns furthest apart. The hierarchical
clustering analysis clearly separated SR-VHD from AF-VHD
patients, displaying distinct transcriptional profiles of genes
involved in cardiac electrical signaling. All 12 genes identi-
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fied by 2-class analysis were included in discriminatory gene
clusters (indicated at right of figure). Gene groups A and B
were more strongly expressed in AF-VHD compared with
SR-VHD, whereas the opposite was seen for group C. It
should be noted that this hierarchical clustering indicates
gene expression levels in SR-VHD relative to the AF-VHD
group but not relative to the control group. Thus, some genes
in groups A and B may show decreased expression versus the
control pool, whereas others in group C may show increased
expression (see Figures 1 and 2). Among the genes identified,
6 play potential roles in ionic currents that are modified in
models of AF: Kv4.3 (I,,), Kir2.1 (Ix,), MinK and MIRP2 (/y),
and Cava28l and Cava282 (Ic,). Clustering was also at-
tempted in relation to medication or type of VHD, and this
analysis showed no detectable effect of these variables. When
gene clusters A, B, and C were removed from the analysis,
hierarchical clustering did not reveal gene expression differ-
ences between AF-VHD and SR-VHD samples (Figure 4),
which intermingled rather than being distinctly separated as
in Figure 3.

Expression Assessment by Real-Time RT-PCR and
Western Blotting

Microarray data were further confirmed by TagMan real-time
PCR (Figure 5). The expression of the 12 genes showing
characteristic expression in AF and clustering on hierarchical
analysis was quantified on the RNA samples previously used

for microarray experiments. In addition, we validated 2 genes
that were not modified by either AF or VHD (SERCA2 and
KvLQT1) and 4 genes that are classically altered by AF
(NCX1, Cx43, Cx40, and Kir2.1). Transcripts were quanti-
fied with fluorescent probes with 100% PCR efficacy. This
standardized method permits accurate quantification of tran-
script expression levels. Statistically significant differences
between SR-VHD and SR-CAD groups are shown by aster-
isks (Figure 5), and differences between AF-VHD and SR-
VHD groups are shown by pound symbols (#). Expression
differences detected by real-time RT-PCR paralleled those
identified by microarray. Of particular note are similar
variations in inositoltrisphosphate receptor, phospholamban,
CLCN6, NavB2, KvB1, MiRP2, and Kv4.3. The expression
level of Cav3.1 was too low to be reproducibly evaluated by
RT-PCR and this is not shown in Figure 5. Finally, the 2
genes that were unchanged by either AF-VHD or SR-VHD
showed no change by RT-PCR.

Western-blot experiments (Figure 6) were conducted for
ion-channel subunits (Cav1.2, Kir2.1, and Cx40) selected on
the basis of evidence for a pathophysiological role in AF.? In
agreement with gene expression data, Cavl.2 and Cx40
proteins were similarly expressed in SR-VHD and AF-VHD
groups. Cavl.2 and Cx40 were significantly downregulated
in SR-VHD versus SR-CAD. Kir2.1 was upregulated in the
AF-VHD group only. Although changes were quantitatively
similar for Cavl.2 and Cx40 mRNA and protein, upregula-
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tion of Kir2.1 protein was more pronounced than Kir2.1
mRNA.

Functional Correlation

Ik, recorded with a ramp protocol (Figure 7A and 7B) was
significantly larger in AF-VHD than in SR-VHD or SR-CAD
groups (Figure 7C). Peak I,; (Figure 7B) was significantly
smaller in AF-VHD than in SR-VHD (Figure 7C). I.,; was
slightly, but not significantly, smaller in SR-VHD than
SR-CAD.

Reversibility of Ion-Subunit Changes

To assess potential changes in ionic remodeling with SR
restoration, we used quantitative RT-PCR to study ion-
channel subunit expression after SRR. Figure 8 shows mRNA
quantification for 13 selected genes (3 of which had been
found downregulated, 4 upregulated, and 5 unchanged in the
AF-VHD group). For each of the genes altered in the
AF-VHD group, values for SRR-VHD were indistinguishable
from those of SR-VHD, indicating their reversibility. Genes
that did not differ between SR-VHD and AF-VHD were
similarly unchanged for SRR-VHD.

Discussion
Although the link between VHD and AF is well recognized,
the electrophysiological profile that distinguishes VHD pa-

TWIK-1

Kir6.2

Kvp1 A

MIRP2 Figure 3. Two-way hierarchical cluster-

Cavo2d1 ing. Two-way hierarchical agglomerative

Kirz2.1 clustering applied to 7 SR-VHD patients
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and to 59 selected genes (vertically).
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tients who develop AF from those who do not remains
unclear. Furthermore, there are relatively few data in the
literature about the changes in ion-channel gene expression
caused by VHD. The present study shows substantial remod-
eling in SR-VHD patients. It also shows that ion-channel
subunit profiling discriminates SR-VHD patients from AF-
VHD patients, and thus that there is a specific ion-channel
subunit expression portrait for VHD patients with AF.

Ion-Channel Expression Changes in Our Study
Compared With the Literature

In accordance with previous studies performed in dogs and
humans,?5-27 we found a clear reduction in L-type calcium-
channel mRNA expression (Cavl.2 and Cavl.3) associated
with a weak but statistically significant decrease in Navl.5.
The Cavl.2 differences were observed in both AF-VHD and
SR-VHD patients and were confirmed at the protein level.
However, functional data showed that I.,; was lower in
AF-VHD than SR-VHD, which showed only a small trend to
be lower than in SR-CAD. These data support the idea that
the mechanism for I.,; reduction is complex and could
involve altered regulation or other mechanisms distinct from
mRNA and protein expression changes. Christ et al?® recently
illustrated this complexity by showing that in AF patients,
increased protein phosphatase activity may contribute to
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Figure 4. Two-way hierarchical clustering applied to 44 selected
genes. Removal of gene clusters A, B, and C in Figure 3 elimi-
nates ability to discriminate AF-VHD from SR-VHD patients,
illustrating importance of these clusters. Format as in Figure 3.

impaired basal Ic,;. In both SR-VHD and AF-VHD groups,
we observed upregulation of calcium-channel +y-subunits
Cavy4 and Cavvy7. The physiological functions of these
calcium-channel subunits are complex and their role in the
heart is unknown,? but they could contribute to determining
L-type calcium-channel function in VHD and AF. Cav3.1
was upregulated in SR-VHD but unchanged in AF-VHD.
Although there is some evidence of a role for T-type calcium
channels in AF-related remodeling,3® T-type calcium-current
density is not altered by atrial tachycardia—induced
remodeling.!3

Our observation of Cx43 upregulation in AF is consistent
with observations of Cx43 protein distribution by Elvan et
al,’! and our observation of reduced Cx40 expression in AF
agrees with the elegant experiments of Nao et al*? and Ausma
et al.3® These findings suggest that previously observed
connexin-protein changes in AF may be due to transcriptional
regulation. However, it should be noted that AF-related
connexin expression changes have varied widely across
studies, at least in part according to the model used (see Van
der Velden and Jongsma3* for review). Upregulation of Cx45
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may compensate for the decreases we observed in Cx40, but
the role of Cx45 in the atria is unclear. NCX1 was upregu-
lated in AF-VHD (albeit with pronounced interindividual
variability) but not in SR-VHD. Upregulation of NCXI1
protein has been reported in cardiac samples from AF
patients,3> and NCX1 upregulation occurs in an animal model
of AF related to congestive heart failure.3°

In agreement with previous findings,?” we observed down-
regulation of Kir3.1 subunit expression in AF patients.
Several studies have reported increased inward-rectifier cur-
rent density in cardiomyocytes isolated from atrial tissues
from patients with AF.37 The cardiac inward rectifier is
carried not only by Kir2.1 channels but also by Kir2.2 and
Kir2.3.38% In our study, Kir2.1 expression was unmodified in
SR-VHD but slightly increased in AF-VHD patients, whereas
Kir2.2 and Kir2.3 were upregulated in both SR-VHD and
AF-VHD. RT-PCR, protein, and patch-clamp data showed a
significant upregulation of Kir2.1 in AF-VHD, suggesting
that (1)expression changes were slightly underestimated by
the microarray technique, consistent with our previous find-
ings, and (2) Kir2.1 is regulated posttranscriptionally. Pre-
vious reports have indicated downregulation of Kv4.3 subunit
expression in AF patients.>*7 Our initial microarray analysis
did not show statistically significant Kv4.3 changes in either
SR-VHD or AF-VHD groups. However, 2-class statistical
analysis and hierarchical clustering indicated a significant
contribution of Kv4.3 to the discrimination of SR-VHD from
AF-VHD groups, with AF-VHD patients showing lower
expression. In addition, real-time RT-PCR showed significant
decreases in Kv4.3 expression in AF-VHD.

We are not aware of published studies of ion-channel
subunit expression changes in VHD. Le Grand et al'?> showed
that (1) L-type calcium-current density was decreased in
patients with dilated atria, in agreement with our findings
(Figure 1), and (2) transient-outward current was decreased,
but to a lesser extent.

Potential Significance of Our Observations

To our knowledge, this is the first study that used gene
microarrays to evaluate ion-channel subunit-expression
changes associated with AF and VHD. Thijssen et al*°
examined gene-expression changes in a goat model of AF
with the differential display technique, but their approach did
not address changes in ion-channel subunits. We obtained 2
principal general findings (1) that VHD produces important
changes in cardiac ion-channel gene expression and (2) that
discrete ion-channel subunit changes differentiate patients
with VHD who develop persistent AF from those who do not.
A number of the ion-channel and transporter subunits that are
differentially affected in AF patients, including calcium-
channel &-subunits, inositoltrisphosphate receptors, CLCN6
chloride-channels, and a variety of potassium-channel
B-subunits, have not previously been reported in AF-related
ionic remodeling. Their significance will need to be ad-
dressed in further studies. The ion-channel changes differen-
tiating AF-VHD from SR-VHD patients could be a result of
AF, which was sustained for at least 1 year before surgery in
the AF-VHD group, or could theoretically represent ionic
current expression patterns favoring AF development. How-
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weakly expressed transcripts. Black bars
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ever, our finding that the SRR-VHD group had a gene
expression pattern like that of SR-VHD suggests that the
specific AF-VHD profile is more likely a result of AF per se
than of predisposing factors.

One important observation in our study is the overall
similarity in ion-channel and transporter-expression changes
in SR-VHD versus AF-VHD groups (Figures 1 and 2). This
highlights the need to obtain a disease-matched control group
for studies of gene expression changes associated with AF.
Many previous studies of AF-associated remodeling have
lacked such control groups, making it difficult to know
whether the changes observed in the AF population were due
to AF or the underlying heart disease.

Study Limitations

Overall, changes in the expression of ion-channel genes were
small in amplitude, with the exception of changes in the

A

SERCA2 -

Cx43 -

Cx40
Kir2.1
KvLQT1

L-type Ca’*-channel Cavl.2 and Kir3.1 K'-channel tran-
scripts, which were decreased to less than half their control
value. However, ion-channel gene expression is finely tuned.
A 30% alteration in ion-channel mRNA could have a dra-
matic effect on cardiomyocyte electrophysiology if it trans-
lates into similar alterations at the levels of protein expression
and current amplitude.

The AF-specific ionic remodeling described here was
obtained in patients with >1 year of sustained arrhythmia.
Different durations of AF and paroxysmal forms could
produce different alterations. It is well known that the atria
are heterogeneous tissues. Therefore, our data obtained in
RAA samples may not accurately reflect alterations in the rest
of the atria. Furthermore, ion-channel gene-expression
changes in thoracic veins like the pulmonary veins,*' the
ligament of Marshall,*> and the venae cavae** may be
different from changes in the present study and may be
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important in determining AF occurrence. The LA may better
reflect the effects of VHD on ion-channel remodeling, and the
impact of VHD on the right atrium, as shown here, may be an
underestimate.

It would be practically impossible to confirm all of the
gene expression changes we saw with Western blotting and
functional studies. We were able to confirm alterations in
Kir2.1, CaV1.2, and Cx40. In addition, our transcriptional
data for RYR2, PLN, SERCA2, and CASQ2 agree with
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Western blot data obtained by Vest et al** and El-Armouche
et al (unpublished data). However, these data clearly do not
bear on the rest of the transcripts studied.

A final limitation is the fact that our patients in AF were
taking a variety of cardioactive drugs, which differed to some
extent between SR-VHD and AF-VHD patients. An example
is the higher incidence of aspirin treatment in the control
group and of fluindone in the AF-VHD group. Although there
was no obvious relation between specific drug treatments and
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Figure 8. Real-time RT-PCR quantifica-
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tion in SRR-VHD patients. As in Figure 5,
data are mean=SEM of expression val-
ues (n=6 in SRR-VHD group) and are
expressed as ratio vs ISYNAT (X10).
$p<0.05 for AF-VHD vs SRR-VHD.
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ion-channel expression pattern, as assessed with clustering,
we cannot exclude some influence of these inevitable differ-
ences in drug therapy between patients in SR and those in AF.

The remodeling changes due to SR-VHD might be ex-
pected to parallel those in animal models of congestive heart
failure3¢ and those associated specifically with AF-VHD to
parallel those in models of atrial tachycardia remodeling.*?7
Although there are many similarities, there are also differ-
ences that could be due to species differences, discrepancies
in the precise form of heart disease and its duration, and drug
therapy effects in the clinical population. In addition,
tachycardia-related remodeling is altered by concomitant
heart failure, so that tachycardia-induced ionic remodeling in
a pathological substrate may differ from what is seen in the
normal heart, as in experimental paradigms.*
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CLINICAL PERSPECTIVE

Remodeling of atrial ion-channel expression occurs in atrial fibrillation (AF) and may play an important role in its
maintenance. Changes in ion-channel function have potentially significant implications for designing more effective and
specific antiarrhythmic drug therapy for AF. In this study, we applied gene microarray technology to examine the
expression of a wide range of cardiac ion channel and transporter genes in atrial tissues from patients with no atrial disease
undergoing routine coronary-bypass surgery and valvular heart disease (VHD) patients in sinus rhythm (VHD-SR) or with
longstanding AF (VHD-AF) undergoing valve-replacement surgery. We found substantial ion-channel gene-expression
changes in both VHD-SR and VHD-AF, with roughly two thirds of remodeled genes being common to both; however,
there was also a specific pattern of gene-expression change characteristic of VHD-AF, including several ion-channel genes
not previously known to be remodeled in AF. Our study shows that VHD substantially affects ion-channel expression,
emphasizing the importance of disease-matched controls for any AF-remodeling study, and that there is a pattern of
ion-channel gene-expression change specifically related to AF. These findings have potentially important implications for
understanding how VHD leads to AF, how AF alters cardiac ion-channel function, and how to design improved ion
channel-modulating antiarrhythmic drug targets for AF patients.




2. Signature transcriptionnelle associée au syndrome de Brugada chez

’lhomme (article 4, page 177)

a. Introduction

Le syndrome de Brugada est associé a une augmentation du risque d’arythmies
ventriculaires a I'origine d’épisodes de syncope et de mort subites. Il se transmet de maniére
autosomique dominante et est lié dans environ 20% des cas a des mutations du génes
SCN5A (Schulze-Bahr et al., 2003). Le profil électrocardiographique typique (élévation du
segment ST) est a la base du diagnostic de ce syndrome (Wilde et al., 2002). Cependant, il
est fréequemment difficile car (i) le profi ECG est dynamique et souvent caché, (ii) la
pénétrance de la mutation SCN5A est faible et (iii) les patients porteurs d’'une mutation sont
souvent asymptomatiques. Actuellement, des bloqueurs des canaux sodiques sont utilisés
pour démasquer le phénotype, cependant la spécificité de leurs effets reste incertaine (Wilde
et al., 2002).

Le syndrome de Brugada est donc une canalopathie qui affecte un géne clé de la
conduction cardiaque et de l'arythmogénése. Nous avons fait I'hypothése que cette
pathologie pourrait s’accompagner d’'un remodelage de 'expression des canaux ioniques,
comme mécanisme moléculaire compensateur. Nous avons utilisé la technique de RT-PCR
quantitative a haut-débit (Low Density Arrays) qui permet d’analyser des échantillons
biologiques de trés petite taille. Nous avons ainsi obtenu le profil transcriptionnel de biopsies
septales endomyocardiques du ventricule droit de 11 patients atteints du syndrome de
Brugada, et de deux groupes contréles. Dans le premier groupe contréle (Ctl1), les
échantillons tissulaires ont été obtenus par dissection chirurgicale de coeurs de 11 donneurs
d’organes, et dans le deuxiéme groupe contréle (Ctl2), le prélevement de deux biopsies a
été fait par cathétérisme chez 7 patients récemment transplantés. Nous avons analysé le
profil d’expression de 81 génes codant des canaux ioniques et des sous-unités régulatrices

de 'homéostasie calcique.

b. Résultats

La technique de classification hiérarchique a permis de séparer les patients Brugada
des deux groupes contréles. Par conséquent, les différences dans le profil d’expression des
canaux ioniques permettent a elle-seules de discriminer ces trois groupes de patients (Figure
1, article 4).

Quinze génes présentent une expression différentielle entre les patients Brugada et
les deux groupes de patients contrdles. Parmi eux, on trouve les canaux sodiques Nav1.5
dont I'expression est diminuée chez les patients Brugada, ainsi que Nav1.3 et Nav2.1 dont

I'expression est augmentée. Le profil transcriptionnel des patients Brugada se caractérise



également par la surexpression de la connexine 43 et du canal calcique de type T, Cav3.1.
Parmi les transcrits des canaux potassiques, I'expression des canaux a deux pores TWIK1
et TASK2 est augmentée chez les patients atteints du syndrome de Brugada (Figure 49 ;
Figures 2, 3 et 4, article 4).

Nous n’avons pas observé de différence entre le remodelage ionique des 5 patients

porteurs d’une mutation SCN5A et celui des 6 patients non porteurs.
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Figure 49 Profils d’expression des génes codant les sous-unités des canaux ioniques obtenu pour le
groupe de patients Brugada (orange), le groupe contréle 1 (rouge) et le groupe contrdle 2 (vert). Sur
chaque axe, I'expression relative d’un gene est exprimée en —ACt, représentant le ratio d’expression
du géne par rapport au géne de référence HPRT, et correspondant a la moyenne calculée a partir des
11 échantillons des groupes Brugada et Ctl1, et des 7 échantillons du groupe Ctl2. Les genes
indiqués en rose sont statistiquement plus exprimés chez les patients Brugada par rapport aux 2
groupes contréles. Les génes indiqués en bleu sont statistiquement moins exprimés chez les patients
Brugada par rapport aux 2 groupes contrdles.



c. Conclusion et discussion

Parmi les variations transcriptionnelles associées au syndrome de Brugada,
laugmentation d’expression du canal sodique Nav2.1 (SCN6A ou SCN7A) est d'une
importance potentielle. En effet, dans le coeur humain, son niveau d’expression est similaire
a celui de Nav1.5, cependant son réle reste encore a étre identifie. Par ailleurs, I'expression
du canal calcique de type T, Cav3.1 (CACNA1G), potentiellement impliqué dans la
conduction (Mangoni et al., 2006), est elle aussi augmentée chez les patients atteints du
syndrome de Brugada. Enfin, parmi les canaux potassiques, les variations transcriptionnelles
les plus importantes sont celles de TWIK1 et de TASK2, dont I'expression est augmentée
dans le syndrome de Brugada. Dans le cceur humain, TWIK1 est plus exprimé que TASK2. lI
produit un courant de faible amplitude qui ne s’inactive pas, et pourrait donc participer au
courant potassique de fond dans les cellules cardiaques.

L’origine du syndrome de Brugada est associé au myocarde sous-épicardique droit
(Antzelevitch et al., 2003). Etant donné que cette étude porte sur le septum
endomyocardique, la signification physiopathologique de ce remodelage ionique est difficile
a établir. Cependant, la signature moléculaire est commune chez les patients porteurs d’'une
mutation SCN5A et chez les patients non porteurs. Par conséquent, on peut suggérer que la
génomique pourrait & l'avenir devenir un argument de choix pour le diagnostic de ce
syndrome. Cette perspective est discutée a la fin de la thése (Discussion générale, page
217).

Annexe : liste des essais TagMan utilisés pour ce projet.

Cette étude montre pour la premiére fois que la génomique pourrait participer au diagnostic

d’'un syndrome arythmique.




Abstract

Background. The Brugada syndrome is an inherited arrhythmia syndrome associated with a high risk
for sudden cardiac death. Diagnosis of Brugada syndrome is made by a unique electrocardiographic
pattern in the right precordial leads. However, in many cases, the diagnosis of the syndrome remains
uncertain and mutation detection in the cardiac sodium channel gene SCN5A is helpful in only = 20%
of probands.

Methods and Results. In order to identify novel molecular markers for Brugada syndrome, we
performed transcriptional profiling in right ventricular septal endomyocardial biopsies from 11
unrelated probands with Brugada syndrome, 11 non-diseased organ donors and 7 patients early after
heart transplantation. When analyzed for 81 genes encoding ion channel and transporter subunits,
hierarchical clustering showed that patients with Brugada syndrome clustered separately from the two
control groups and fully discriminated Brugada syndrome patients from controls based on
transcriptional profiles. Fifteen genes showed differential expression between Brugada syndrome and
both control groups. These included Nav1.5 which was down-regulated, and Nav1.3 and Nav2.1,
which were up-regulated in Brugada syndrome. Also typical for Brugada syndrome was an up-
regulation of Cx43 and the T-type Ca>" channel o-subunit Cav3.1. Alterations in the expression of
transcripts involved in Ca*"-homeostasis included up-regulation of RYR2. Among K" channel genes,
the two-pore domain channel genes TWIK1 and TASK2 were up-regulated in Brugada syndrome. The
molecular profile of the 5 Brugada syndrome patients with a mutation in SCN5A did not differ from
that of the remaining 6 patients without a SCN5A mutation.

Conclusions. We conclude that patients with Brugada syndrome exhibit a common ionic molecular
signature irrespective of the culprit gene. We provide first evidence that genomics with transcriptional

profiling may become a diagnostic tool in an arrhythmia syndrome.

Key Words: Brugada syndrome, genomics, ion channels, arrhythmia, diagnosis, transcriptional

profiling



Introduction

The Brugada syndrome is a new syndrome first described in 1992.' The syndrome associates a typical
ECG pattern (ST segment elevation in the right precordial leads) with an increased risk of life-
threatening ventricular arrhythmias.” It is inherited as an autosomal dominant trait and is linked in ~
20% of the cases to mutations in the SCN5A gene encoding the pore-forming a-subunit of the cardiac
sodium channel.’ In many cases, the diagnosis of the Brugada syndrome is difficult because the
penetrance is low, gene carriers are often asymptomatic and the ECG pattern is dynamic and often
concealed.” Pharmacological challenge has been proposed to unmask the phenotype with sodium
channel blockers such as flecainide, ajmaline, and procainamide, although the specificity of this effect

has been questioned.’

The Brugada syndrome is a channelopathy affecting a key gene involved in cardiac
conduction and arrhythmogenesis. We therefore hypothesized that the disease could
remodel ion channel gene expression in the myocardium as a result of compensatory
molecular mechanisms. Novel methods to accurately investigate the expression of
hundreds of transcripts in very small size biological samples have recently been
developed.4 Here, we used these methods to obtain full profiling of ion channel
expression in right ventricular septal endomyocardial biopsies from patients with
Brugada syndrome. Hierarchical clustering demonstrated complete discrimination
between endomyocardial tissues from patients with Brugada syndrome and those
from two groups of control subjects, in which normal endomyocardial tissue from the
right ventricular septum was obtained by either surgical dissection (donor hearts) or a
catheter-based bioptome during right heart catheterization (recently transplanted
hearts). We observed no difference between patients genotyped with a SCN5A
mutation and those not carrying a SCN5A mutation. Thus, patients with Brugada
syndrome share a common molecular signature irrespective of the culprit gene. With
these results, we provide the first evidence that genomics with transcriptional

profiling may be helpful in the diagnosis of an arrhythmia syndrome.



Materials and Methods

Samples

From October 2004 to December 2005, right ventricular endomyocardial biopsies from 11 unrelated
consecutive patients with suspected Brugada syndrome were collected at the Department of
Cardiology and Angiology, Hospital of the University of Miinster, Germany. Biopsies were sampled
through a percutaneous and transvenous route, from the right side of the ventricular septum of 10 male
and 1 female patients suspected as having the Brugada syndrome. The indication to perform
endomyocardial biopsy was to exclude structural heart disease, in particular arrhythmogenic right
ventricular cardiomyopathy. Additional samples were taken for research purposes after written
informed consent was obtained. All procedures followed institutional guidelines and were approved by
the local ethics committee within a broader research project. The final diagnosis of Brugada syndrome
was made according to the most up-to-date standards.” The clinical characteristics of the study
population are summarized in Table 1. Patient #XI was considered as borderline because of discrete
ST-elevation in right precordial ECG leads, unspecific for Brugada syndrome. Patients were
genotyped by direct sequencing of all coding exons of the SCN5A gene as previously described.?

At least 5 biopsies, 1-2 mm cube, were collected per patient. Three samples from various areas of the
right ventricle were fixed for histological analyses. The remaining samples, taken from the right
ventricular septum, were immediately frozen in liquid nitrogen and then stored at -80°C. Two biopsy
samples were pooled and used for molecular profiling. Biopsies were collected at distance from the
arrhythmic episode. Histological examination showed nonspecific fatty tissue invasion in 1 of 3
samples from patient #X. Patient #II had mild focal interstitial fibrosis whereas patient #I11 had focal
interstitial fibrosis with borderline myocyte hypertrophy in adjacent areas. Histology was completely
normal in all other cases. No patient showed signs of inflammation or arrhythmogenic right ventricular

cardiomyopathy.

We used two distinct control groups, which were both matched in age and sex with
the study group of Brugada syndrome patients. Control group 1 (Ctl-1) consisted of non-
diseased endomyocardial tissues of hearts from organ donors, collected at the University of
Szeged, Hungary. Hearts were explanted to collect pulmonary and aortic valves for
transplant surgery. Donors did not receive medication except dobutamine, furosemide and
plasma expanders. The investigations performed conform to the principles outlined in the
Helsinki Declaration of the World Medical Association. All experimental protocols were
approved by the Ethical Review Board of the Medical Center of the University of Szeged,
Hungary (No. 51-57/1997 OEJ). Cardiac tissues dissected from the 11 donors were stored in
cardioplegic solution at 4°C for 4~8 h. Endomyocardial slices of 1 mm thickness were

carefully cut from the right-sided ventricular septum and then frozen in liquid nitrogen.® Ctl-1



group has the remarkable advantage of representing normal human cardiac tissues.
However, the dissection procedure differed somewhat from that used to collect the
endomyocardial samples in Brugada syndrome. In particular, variable depth of the scalpel
biopsy may include variable relative amounts of endocardium. Control group 2 (Ctl-2)
consisted of endomyocardial samples from the right ventricular septum, obtained with a
catheter bioptome during right heart catheterization in 7 patients early (<1 month) after
cardiac transplantation, presenting no clinical signs of graft rejection. The samples were
taken at the time of our routine post-transplantation follow-up biopsy procedure. Thus, the
endomyocardial samples in Brugada syndrome and Ctl-2 were taken using strictly the same
biopsy catheter protocol. However, transplanted hearts cannot be considered as completely
normal because of the immune reaction developed by the recipient and because of the active

immunosuppressive therapy received by the patients.

I.  RNA preparation
Total RNA from each cardiac sample was isolated and DNase-treated with the RNeasy Fibrous Tissue
Micro Kit (Qiagen) following manufacturer's instructions. The quality of total RNA was assessed with
polyacrylamide-gel micro-electrophoresis (Agilent 2100 Bioanalyzer) and by reverse transcriptase-

polymerase chain reaction (RT-PCR). Lack of genomic DNA-contamination was verified by PCR.

J. TagMan real-time reverse transcriptase-polymerase chain reaction
TagMan low-density arrays (TLDA, Applied Biosystems) were used in a two-step RT-PCR process,
as previously reported.* Briefly, first-strand cDNA was synthesized from 200 ng of total RNA using
the High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems). PCR reactions were then performed on
TLDA with the ABI PRISM 7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems). The 384
wells of each card were pre-loaded with 96 x 4 pre-designed fluorogenic TagMan probes and primers.
Probes were labeled with the fluorescent reporter 6-carboxyfluorescein (FAM®, Applera Corp.) at the
5’-end and with non-fluorescent quencher on the 3’-end. The genes selected for their cardiac
expression (listed in the supplemental data) encode 67 a- and B-ion channel subunits, 17 Na'/K'-
ATPase isoforms and proteins involved in calcium homeostasis, 8 markers (ANF, BNP, 3-MHC, CD4,
CNN1, COL6A1, IL6, UCHLT1) and 4 reference genes for normalization. Data were collected with
instrument spectral compensation with Applied Biosystems SDS 2.1 software and analyzed with the
threshold cycle (Ct) relative-quantification method.® All fluorescent probes had 100% PCR efficiency
(Applied Biosystems application note). This standardized method permits comparison of expression
levels among cardiac biopsies and among genes. We selected the hypoxanthine guanine
phosphoribosyl transferase (HPRT) gene for data normalization, as the most uniformly distributed

gene. The relative expression of each gene versus HPRT was calculated for each biopsy (2!



indicates normalized data). Medians +/- MAD in each group are listed in the supplemental data. Three
genes (Cavy4, Cavy6, Kv1.1) were eliminated for lack of detection (> 50% of undetermined data).
Among the conserved genes, fourteen genes exhibited a maximum of 7% of undetermined data. The

remaining (67 genes) exhibited no undetermined data point.

Data Analysis
Data were analyzed independently according to two distinct procedures: (i) two-way hierarchical

agglomerative clustering was applied to the gene-expression matrix consisting of 18, 22 and 29
biopsies and the 81 genes involved in electrical signaling. The input consisted of the ACt for each gene
and biopsy. We applied average linkage clustering with uncentered correlation using the Cluster
software.’ Clusters were visualized using the Treeview software; (ii) the Significance Analysis of
Microarrays (SAM version 2023A)* was used to assess the significance of the difference in median
expression across Brugada patients and Ctl-1 and Ctl-2 groups. We assigned a score on the basis of a
Wilcoxon test to each gene. Genes with a score greater than the user-defined threshold were selected.
Repeated random sample permutations were performed to estimate the percentage of genes identified
by chance (false-discovery rate) among the selected genes. We arbitrarily fixed the false-discovery
rate <0.5% (corresponding to less than one falsely-discovered gene out of 81 selected genes). A Q-
value of less than 0.05 indicated statistical significance. For the genes with statistical differences
between Brugada syndrome and both control groups, the ratio versus the median of each control group

was calculated.



Results

Hierarchical clustering analysis
Our success rate to obtain expression data from each individual patient was 100% with the use of two
pooled biopsies. Two-way hierarchical clustering analysis groups samples according to gene-
expression similarities, with the most similar expression patterns located closest to each other and the
most different patterns furthest apart. For visual appreciation, the samples are linked to a tree. The size
of tree branches indicates the distance between clusters: larger branch sizes indicate greater separation
among clusters. Hierarchical clustering analysis applied to 81 genes and to 29 samples from Brugada
syndrome and control subjects (Figure 1, top panel) showed clear separation between Brugada
syndrome samples on one branch, Ctl-1 and Ctl-2 samples on the other, demonstrating full
discrimination of Brugada syndrome from control samples based on the expression of genes involved
in the electrical activity and intracellular calcium homeostasis of the heart. One exception to this
separation was patient #XI who had a borderline phenotype of Brugada syndrome and positioned
among Ctl-2 samples, whether Brugada samples were compared with Ctl-1 and Ctl-2 biopsies (Figure
1, top panel) or with Ctl-2 samples only (Figure 1, bottom right panel). Also, the control biopsy Ctl-
2A intermingled with Brugada syndrome samples. Within the group of Brugada syndrome, patients
carrying a SCNSA mutation (#1, #11, #111, #IV, and #V1) did not cluster separately from those not
carrying a SCN5A mutation. Five selected clusters containing genes relevant to discriminate Brugada
patients from controls are indicated. Gene-groups A, B and C were more strongly expressed in

Brugada patients, whereas the opposite was seen for Groups D and E.

Differentially expressed genes in Brugada syndrome tissues

Since we used two distinct control groups, two collections of genes differentially expressed in Brugada
syndrome hearts were identified: one reaching significance against Ctl-1 (n=39 genes) and
the other against Ctl-2 (n=23 genes). A presentation of all genes assayed and results of
comparisons are available in the supplemental data. Figures 2-4 illustrate 15 genes showing
differential expression both against Ctl-1 and Ctl-2. This conservative analysis was chosen
since both control groups had their inherent limitations. Brugada syndrome samples showed
slight but significant down-expression of Nav1.5 transcripts whereas Nav1.3 (a neuronal type
Na® channel) and Nav2.1 (a Na® channel with unknown function) transcripts were clearly up-
regulated (Figure 2). Among the five patients positive for SCN5A, two with a premature
protein truncation (#ll and #IV) had clearly reduced Nav1.5 transcripts (-53 and -44% versus
Ctl-2) whereas the three others (#l, #lIl and #VI), all without a premature protein truncation,
had normal Nav1.5 expression (+2, -4 and +8%). Interestingly, the two patients with Brugada
syndrome and reduced Nav1.5 with a premature protein truncation exhibited markedly

increased Nav1.3 (+71 and +71%) whereas the three others with normal Nav1.5 expression



had less increased Nav1.3 (+28, +20 and +30%). Of notice, ankyrin-B was not differentially
expressed in Brugada syndrome biopsies. Cx43 expression was increased in tissues from
Brugada syndrome patients, particularly when the comparison was made with non-diseased
right ventricular septal tissue. The T-type Ca?* channel Cav3.1, as well as the Ca*" channel
regulator Cava282, were up-regulated (Figure 3). Concerning other genes from the Ca?*
homeostasis, the ryanodine receptor RYR2 was up-regulated in Brugada syndrome samples
whereas the Ca-ATPase type 4 was slightly down-regulated. Among K* channel genes, the
most remarkable alterations consisted in up-regulation of Kv1.2 and up-regulation of the 2P-
domain genes TWIK1 and TASK2 (Figure 4).

Figure 5 illustrates the relative abundance and variability in the control groups for the 15 genes showing

differential expression in Brugada syndrome samples.



Discussion

We present the first report on transcriptional profiling in patients with Brugada syndrome that clearly
discriminates the right ventricular myocardium of Brugada patients from controls. Clustering analysis
groups patients with Brugada syndrome in a common cluster distinct from that of right ventricular
septal biopsies from normal hearts or from transplanted hearts. The findings demonstrate consistent
differences in ion channel and Ca®* regulator gene expression. Success of biological samples
clustering is not guaranteed. As an example, epicardial and endocardial tissue samples from non-
diseased human hearts intermingled, with no distinct separation. Similarly, samples from left versus
right ventricles did not separate. These findings indicate that differences of ion-channel gene subunit
expression are too small to discriminate myocardial tissues sampled from the endocardium versus the
epicardium or from left- versus the right ventricles (Gaborit N. et al., unpublished data).

We tentatively interpreted gene expression differences that characterized Brugada syndrome biopsies
as resulting from compensatory molecular remodeling. The usual pathophysiological sequence to
explain the Brugada syndrome comprises an increased fast component of the transient outward current
in the epicardium, which in front of a reduced Na" current may cause early repolarization, loss of the
action potential dome, marked abbreviation of the action potential duration, and phase 2 re-entry.’
Furthermore, Brugada syndrome related to SCN5A exhibit patent conduction anomalies resulting from
partial loss of the major cardiac Na* channel.'® Because our study was limited to the endomyocardium
however, the pathophysiological significance of the observed electrical remodeling remains difficult to
establish. In our samples, compensatory molecular remodeling particularly concerns Na* channel, T-
type Ca®" channel and connexin 43 transcripts. The most impressive transcriptional regulation was
increased expression of Nav2.1 (SCN6A or SCN7A) transcripts. Nav2.1 channels first identified in the
human heart by Al George et al."' express both in neuronal and muscular tissues. This atypical sodium
channel is only 50% identical to Nav1.x channels.'> All attempts to express functional Nav2.1
channels using heterologous expression systems such as Xenopus oocytes, Chinese hamster ovary
cells, and human embryonic kidney 293 cells have been unsuccessful,”*'* suggesting the requirement
of an as yet unidentified partner. The human heart expresses Nav1.5 and Nav2.1 transcripts in
comparable abundance. Na" channel subunit mRNA species expressed in the human heart include
Nav1.5=Nav2.1>Navf31>Nav2>>>Nav33=Nav1.3. Obviously, the role of Nav2.1 channels in the
heart muscle should be the subject of future investigations. Also potentially involved in conduction is
the T-type Ca>" channel Cav3.1 (a1G) which is up-regulated in endomyocardial tissue of patients with
Brugada syndrome. Concerning K* channel genes, the most remarkable remodeling in relation to
Brugada syndrome was up-regulation of the tandem-pore TWIK1 and TASK2 channel transcripts. In
the human heart, TWIK1 expresses at much higher levels than TASK2. When reconstituted in
heterologous expression systems, TWIK1 produces quasi-instantaneous and non-inactivating K
currents of weak amplitude, which may participate to the background K" conductance in cardiac

cells.””



Study limitation

Obtaining normal samples from the human heart has always been a difficult challenge. This has for
long hampered the description of the normal physiology of the human heart. To circumvent this
classical difficulty, we used two control groups, one consisting of normal tissue although sampled with
a different procedure and the other consisting of less normal tissue from allograft transplants sampled
with the same procedure. Alterations in gene expression as reported in the present article were only
considered when consistent variations were obtained vis-a-vis the two control populations. In Brugada
syndrome samples, more genes differed in their expression versus normal ventricular septum than
versus allograft transplant biopsies, suggesting that either more genes than reported here differentiate
Brugada syndrome from control samples or alternatively that the impact of the sampling technique
predominates over other considerations.

We developed our approach in search of a molecular technique that could help identifying molecular
pathways and establishing the diagnosis of the Brugada syndrome. Our work demonstrates clear
discrimination between Brugada syndrome and controls but in no instance between Brugada syndrome
and other arrhythmic or structural disease. We are now accumulating a larger biopsy collection from
patients receiving an implantable defibrillator for various indications including Brugada syndrome.
Results from this new investigation should conclude whether molecular profiling could reliably
diagnose Brugada syndrome. Our current data provide the first evidence that genomics may be used to

diagnose an arrhythmia syndrome.
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Figure legends

Figure 1: Two-way hierarchical agglomerative clustering applied to 81 genes
(vertically) and to 11 normal tissues from donor hearts (Ctl-1), 7 biopsies from
transplanted hearts (Ctl-2) and 11 biopsies from Brugada syndrome patients
(horizontally). The input consisted of the ratio for each patient and gene versus the
reference gene. Each gene is represented by a single row of colored boxes and each patient
(individualized by numbers and letters) by a single column. Each color patch in the map
represents the gene expression level in one sample, with expression levels ranging from
bright green (lowest) to bright red (highest). Missing values are coded as silver. Ctl-1
consists of non-diseased human tissues (1 mm slices of right ventricular septal
endomyocardium). Ctl-2 consists of endomyocardial biopsies from the right ventricular
septum of transplanted patients obtained via a biopsy catheter procedure. Brugada consists
of endomyocardial biopsies from the right ventricular septum obtained from patients
suspected as having the Brugada syndrome (see M&M for more details). Five selected
clusters containing genes relevant to discriminate Brugada patients versus controls are
shown on the right (A, B, C, D, E).

Figure 2: Cardiac ion channel remodeling associated with Brugada syndrome. The graph
represents the percentage of change in expression versus the two control groups (y-axis) evaluated by
TagMan low density arrays for sodium-channels and connexin (x-axis). Data points (circles) indicate
individual measurement for each patient. Larger circles represent the median of the patient values for
each gene. Only genes with statistically significant differential expression in patients with Brugada
syndrome versus both control group-1 (Ctl-1; grey circles) and control group-2 (Ctl-2; empty circles)

are illustrated. a: q<0.05, c: q<0.001 versus control-group.

Figure 3: Cardiac calcium regulator remodeling associated with Brugada syndrome. Data
obtained for genes involved in calcium homeostasis. Same format as in Figure 2. b: q<0.01 versus

control-group.

Figure 4: Cardiac ion channel remodeling associated with Brugada syndrome. Data obtained for

potassium channel o- and -subunits. Same format as in Figures 2 and 3.

Figure 5: Relative abundance and variability of selected genes in the control groups. The graphs
show the relative quantification (y-axis) of genes with statistically significant differential expression in
Brugada syndrome patients versus both control group-1 (Ctl-1) and control group-2 (Ctl-2; x-axis).

Data points indicate individual measurement for each patient from Ctl-1 (squares) and Ctl-2 (triangles)



groups. Larger squares and triangles represent the median. Data are expressed as ratio versus HPRT

(x100).

Table I: Clinical characteristics of patients with Brugada syndrome

ECG ﬁ_:n__:mm,

Age SCHN5A 5T elevation
Patient Sexe ([years) mutation Mucleotide alteration YF Symptoms at rest
Brs | male 51 WV1T84F 2280 G=T asymptomatic YES
Brs i male 28 Fa&1Wisxa0 2581-26882delTT SyNCope YES
Brs male 21 1493delk 447 7-44ThdelAAS SyNCope YES
Brs IV miale 40 P1002HfsX25]|3005-3012 delCCAGCTGE SYNCope YES
Brs v mals kR na no + | cardiac arrest o
BrSs vi male 35 E1574K 4720 G=A SYNCOope YES
BrSs VIl male 50 no no none YES
BrS VIl male 43 na no + dizziness YES
Brs IX female| 28 no no asymptomatic YES
Brs X mials 41 no nao SYnCope no
Brs XI mials G0 n.a. n.a. dizziness atypical

VF, wentricular fibrillation; REEB, right bundle branch block; HV, bundle of His to ventricle; n.a., n«
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3. Signature transcriptionnelle associée a [linsuffisance cardiaque

chronique chez I’lhomme

a. Introduction

Les arythmies ventriculaires et la dysfonction contractile sont les causes principales
des décés associés a l'insuffisance cardiaque chez 'homme. Plusieurs études génomiques
ont permis de mettre en évidence des modifications d’expression transcriptionnelles liées a
l'insuffisance cardiaque. Cependant, toutes se sont intéressées a la méme région cardiaque,
la paroi libre du ventricule gauche, et les données sur le remodelage ionique sont trés
limitées (Yang et al., 2000 ; Barrans et al., 2002 ; Hwang et al., 2002 ; Tan et al., 2002 ;
Kaynac et al., 2003 ; Steenman et al., 2003 ; Kaab et al., 2004). Seules quelques études
géne a géne se sont intéressées aux modifications transmurales de [I'expression
transcriptionnelle des canaux ioniques, se limitant a I'’évaluation de quelques sous-unités a la
fois (Prestle et al., 1999 ; Péréon et al., 2000). Etant donné le rdle de I'hétérogénéité
électrique transmurale dans la survenue des arythmies par réentrée, nous avons fait
'hypothése quelle puisse étre un élément important dans la physiopathologie de
linsuffisance cardiaque. Par ailleurs, alors que les données concernant le remodelage
ventriculaire sont nombreuses, l'impact de linsuffisance cardiaque sur le transcriptome
auriculaire a été beaucoup moins évalué (Borlak & Thum, 2003 ; Kaab et al., 2004).
L’objectif de cette étude a été d’évaluer le profil global de I'expression des canaux ioniques
dans différentes régions du cceur de patients en insuffisance cardiaque chronique.
L’expression de 83 canaux ioniques, protéines régulatrices de 'homéostasie calcique et
marqueurs de l'insuffisance cardiaque a été évaluée par RT-PCR quantitative a haut-débit
grace a lutilisation de Low Density Arrays. Le myocarde sous-épicardique et sous-
endocardique gauches, ainsi que l'oreillette gauche de 6 coeurs explantés et de 7 coeurs de

donneurs sains ont été analysés.

b. Résultats
i. Classification hiérarchique

La technique de classification hiérarchique a permis de séparer, dans chaque
compartiment étudié, les patients insuffisants cardiaques des contréles (Figure 50, page
199). Pour chaque comparaison, les génes clefs de la discrimination des deux groupes de
patients sont indiqués dans des groupes ou clusters. Pour I'épicarde et I'endocarde, le
cluster supérieur rassemble les génes sous-exprimés chez les patients insuffisants
cardiaques, et le cluster inférieur, les génes sur-exprimés. A linverse, pour l'oreillette le

cluster des génes sur-exprimeés est en haut et celui des génes sous-exprimés est en bas.
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Figure 50 Classifications hiérarchiques appliquées a 81 canaux ioniques et protéines de
’homéostasie calcique (verticalement) et respectivement a 6 et 7 échantillons tissulaires insuffisants
cardiaques et contrdles humains (horizontalement). La classification de gauche illustre la comparaison
des oreillettes gauches, celui du milieu, des épicardes et celui de droite, des endocardes. Chaque
génes et chaque patient sont représentés respectivement par une ligne et une colonne. Chaque carré
de couleur correspond au niveau d’expression relatif d’'un géne. La gamme de couleur s’étend du vert
(moins exprimé) au rouge (plus exprimé). Les valeurs manquantes sont représentées en gris. Les
clusters de génes pertinents pour discriminer les deux groupes de patients dans chaque compartiment
sont indiqués a droite des classifications.

ii. Profil d’expression des canaux ioniques et des protéines de I'homéostasie
calcique associé a I'insuffisance cardiaque

Parmi les génes fortement exprimés, seul SCN2B (Nav32) est statistiquement sur-
exprimé dans linsuffisance cardiaque, dans l'oreillette, I'épicarde et I'endocarde gauches.
Malgré son niveau d’expression plus faible, le géne CACNA1H (Cav3.2) présente aussi une
tendance de variation similaire dans les 3 types tissulaires, caractérisée par une sous-
expression. Pour d’autres sous-unités, les variations d’expression associées a l'insuffisance
cardiaque sont spécifiques d'un seul compartiment, auriculaire ou ventriculaire. L'expression

de SCN5A (Nav1.5) par exemple, est augmentée uniquement dans les compartiments



ventriculaires, alors que celle de SCN6A/7A (Nav2.1) n’est réduite que dans loreillette
(Figure 51).
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Figure 51 Profil d’expression des génes codant les sous-unités des canaux Na* et Ca®*, obtenu pour
les groupes contrble (noir) et insuffisant cardiaque (gris). La partie supérieure du graphe représente
les résultats dans l'oreillette gauche, la partie intermédiaire, les résultats dans I'épicarde gauche et la
partie inférieure, les résultats dans I'endocarde gauche. L’expression relative (axe Y) des génes (axe
X) est exprimée en 2t représentant le ratio d’expression du géne par rapport au géne de référence
HPRT (x100), et correspond a la moyenne + SEM calculée a partir de 7 échantillons contrdles et 6
insuffisants cardiaques. *, p<0.05; **, p<0.01; *, p<0.001 par rapport au groupe contrdle (test t de
Student). Les génes indiqués par un code couleur sont statistiquement variants dans au moins un des
trois compartiments. La couleur rouge représente les génes qui ont la méme tendance de variation
dans les trois compartiments. La fleche rouge indique plus précisément les genes qui sont
statistiquement variants dans les trois conditions. La couleur jaune indique les génes qui varient
differemment dans un compartiment par rapport aux deux autres. Pour les génes qui ne varient que
dans loreillette gauche, un A entouré est ajouté, et pour ceux qui ne varient que dans les
compartiments ventriculaires, un V entouré est ajouté. Les génes qui ne sont pas indiqués par une
couleur ne sont statistiquement variants dans aucun compartiment.



Nos résultats montrent que [linsuffisance cardiaque est associée a des variations
d’expression des connexines. L’expression de GJAS (Cx40) semble étre réduite dans
'ensemble des compartiments alors que GJA71 (Cx43) ne varie que dans l'oreillette ou elle
est sur-exprimée. Dans [linsuffisance cardiaque, I'expression des canaux HCN est
également modifiée. Pour HCN2 (HCN2) et HCN4 (HCN4) les variations sont au niveau de
l'oreillette avec respectivement une augmentation et une diminution d’expression.
L’expression de HCN1 (HCN1) semble par contre étre réduite dans I'ensemble des

compartiments étudiés (Figure 52).
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Figure 52 Profil d’expression des génes codant les sous-unités des canaux CI" et HCN ainsi que les
connexines, obtenu pour les groupes contréle (noir) et insuffisant cardiaque (gris). Méme format que
pour la figure 51.
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Parmi les canaux potassiques dépendant du voltage (Kv), I'expression du géne KCNA4
(Kv1.4) est augmentée dans I'ensemble des compartiments, a l'inverse de celle de KCNA7
(Kv1.7) et de KCNH2 (HERG). L'expression de KCNC4 (Kv3.4) et de KCNQ1 (KvLQT1)

semble étre réduite dans les compartiments ventriculaires uniquement (Figure 53).
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Figure 53 Profil d’expression des génes codant les sous-unités des canaux potassiques dépendants

du voltage, obtenus pour les groupes contrdle (noir) et insuffisant cardiaque (gris). Méme format que
pour la figure 51.
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Concernant les sous-unités 3 des canaux potassiques, I'expression de KCNE1 (MinK) est
augmentée dans I'ensemble des compartiments.

Parmi les canaux potassiques rectifiant entrants générant le courant Iy, I'expression de
KCNJ2 (Kir2.1) et KCNJ4 (Kir2.3) est augmentée dans les trois compartiments alors que
celle de KCNJ12 (Kir2.2) semble y étre réduite. L’expression du gene KCNJ8 (Kir6.1) est
fortement diminuée dans les deux compartiments ventriculaires. A l'inverse, les génes
KCNJ3 et KCNJ5, codant les canaux Kir3.1 et Kir3.4, générant le courant I acnh, SONt sous-

exprimés dans l'oreillette gauche (Figure 54, page 203).
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Figure 54 Profil d’expression des génes codant les sous-unités  des canaux potassiques et les
canaux rectifiant entrants, obtenus pour les groupes contrdle (noir) et insuffisant cardiaque (gris).
Méme format que pour la figure 51.

En ce qui concerne les génes codant les protéines régulatrices de I’'homéostasie calcique,
I'expression de ATP1A1 (Na'/K* ATPasea1) et de ATP1B1 (Na'/K* ATPaseB1), ainsi que de
ATP2A2 (SERCA2) est diminuée dans I'ensemble des compartiments. L’expression du géne
PLB (phospholamaban) n’est augmentée que dans I'épicarde gauche.

Enfin, comme attendu I'expression des marqueurs de l'insuffisance cardiaque 3-MHC et ANP

est augmentée dans les tissus pathologiques (Figure 55, page 204).
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Figure 55 Profil d’expression des génes codant les protéines régulatrices de 'homéostasie calcique et
les marqueurs de l'insuffisance cardiaque, obtenus pour les groupes contréle (noir) et insuffisant
cardiaque (gris). Méme format que pour la figure 51.

c. Discussion et conclusion

Cette étude fournit le premier profil transcriptionnel global du remodelage
ionique associé a linsuffisance cardiaque terminale chez I'hnomme, au niveau
transmural ainsi que dans l'oreillette gauche.

La classification hiérarchique a révélé une séparation claire entre les patients
insuffisants cardiaques et contréles, quelque soit le compartiment étudié. Par
conséquent, les différences dans les profils d’expression des génes codant les sous-
unités des canaux ioniques et les protéines de 'lhoméostasie calcique permettent de
discriminer les deux groupes de patients.

Cette analyse régionale de l'insuffisance cardiaque permet donc de comparer
le remodelage ionique de différents compartiments. Sur les 83 génes analysés, 61
ont le méme profil dans les trois compartiments, avec 24 génes différentiellement
exprimés. Cette étude montre donc que le remodelage ionique associé a
linsuffisance cardiaque touche largement [loreillette gauche, en accord avec
'augmentation de l'incidence des arythmies supraventriculaires dans le cadre de
cette pathologie. L’insuffisance cardiaque est en effet, comme les pathologies
valvulaires, I'une des principales causes de la survenue de la fibrillation auriculaire.



Par ailleurs, le remodelage ionique auriculaire dans l'insuffisance cardiaque est en
partie commun a celui des pathologies valvulaires (article 3, page 162) : 'expression
de SCN2B (Nav32), et de KCNJ4 (Kir2.3) est augmentée alors que celle de KCNJ3
(Kir3.1) et de KCNK1 (TWIK1) est réduite. Ces résultats suggérent que ces variations
pourraient participer a la prédisposition de la FA.

La diminution de l'expression de la SERCA2 est en accord avec la
séquestration défectueuse du Ca?* par le réticulum sarcoplasmique dans
linsuffisance cardiaque (Lindner et al., 1998 ; Pieske et al., 1999). Ce résultat
confirme également les données de la littérature, obtenues a partir de I'étude de la
paroi libre ventriculaire gauche de patients insuffisants cardiaques, au niveau
transcriptionnel, protéique et fonctionnel (Flesch et al., 1996 ; Linck et al., 1996 ;
Lehnart et al., 1998 ; DiPaola et al., 2001 ; Borlak & Thum, 2003).

La diminution de I'expression transcriptionnelle des Na*/K* ATPases confirme
les données de Borlak & Thum, au niveau de la paroi libre du ventricule (Borlak &
Thum, 2003). Une réduction de leur activité est a l'origine d’'une augmentation de la
concentration cytoplasmique en Na®, qui elle-méme affecte I'activité de I'échangeur
NCX. Cette modification entraine une élévation de la concentration en Ca*
intracellulaire, a l'origine d’'une dégradation de la contractilité et de la relaxation qui
aggrave linsuffisance cardiaque. Par ailleurs la réduction de I'activité des Na*/K"
ATPases entraine une diminution du potentiel de membrane qui, associée a
laugmentation du Ca?* intracytoplasmique et a la réduction de lactivit¢ de la
SERCAZ2, pourrait étre arythmogéne, par la survenue de post-dépolarisations
tardives (Verdonck et al., 2003).

Il a été suggéré que la diminution de la densité des courants potassiques pourraient

participer a 'augmentation de la durée du PA, et donc a la survenue d’arythmies (Li et al.,
2004b). En accord avec ces données nous avons mis en évidence une réduction de
I'expression de plusieurs canaux potassiques tels que KCNH2 (HERG), KCNQ1 (KvLQT1) et
KCNJ8 (Kir6.1). A notre connaissance, aucune donnée n’est actuellement disponible sur
'expression transcriptionnelle de ces sous-unités dans les compartiments épicardiques,

endocardiques et auriculaires du cceur insuffisant cardiaque chez I’'homme.

Plusieurs génes pouvant moduler les propriétés de contractilit¢ du myocarde ainsi
que la durée du PA, présentent un remodelage de leur expression transcriptionnelle différent
entre I'épicarde et 'endocarde insuffisants cardiaques. C'est le cas de CACNA1C (Cav1.2),
CACNA1H (Cav3.2) et GJA5 (Cx40) dont I'expression n’est diminuée que dans I'épicarde. A
linverse, l'expression du phospholamban n’est augmentée que dans le compartiment
épicardique. Par conséquent, les gradients transmuraux physiologiques de I'expression de
ces génes sont altérés avec l'insuffisance cardiaque, en accord avec une modification de la
contractilité et une susceptibilité aux arythmies associées a l'insuffisance cardiaque. Ces
résultats permettent également de suggérer que I'épicarde et I'endocarde présentent des

sensibilités différentes aux facteurs qui affectent I'expression de ces génes.



Par ailleurs, une étude chez le chien a montré que 'augmentation de la dispersion de
repolarisation transmurale dans l'insuffisance cardiaque pourrait étre liée a une variation du
gradient de KChIP2 (Zicha et al., 2004). De la méme maniére, nous avons observé chez
’lhomme une réduction du gradient d’expression épicarde/endocarde de KChIP2 associée a

cette pathologie.

Cette évaluation globale de I'expression des canaux ioniques dans linsuffisance
cardiaque a permis de fournir des signatures moléculaires spécifiques qui pourraient
contribuer a une meilleur compréhension de cette pathologie. Du fait de son originalité
concernant les tissus analysés, cette étude pourrait également permettre de mettre en
évidence de nouvelles cibles thérapeutiques grace a lidentification de nouveaux génes

candidats.



DISCUSSION GENERALE

K. JUSTIFICATION DE L’APPROCHE DEDIEE

L’intérét de notre équipe pour I'étude du réle des canaux ioniques dans l'activité
électrique du cceur nous a conduit a dédier notre approche a la famille des génes codant les
sous-unités des canaux ioniques.

Les puces a ADN pangénomiques présentent des limites lorsqu'on se focalise sur une
fonction précise. Environ 20% des données d’expression qu’elles fournissent ne sont pas
interprétables pour des raisons techniques, ce qui rend difficile I'interprétation au niveau
fonctionnel. En effet, le défaut de détection d’'un seul canal ionique intervenant dans la
génese du PA peut empécher I'élaboration d’hypothéses pertinentes sur un mécanisme
physiologique ou pathologique. Pour palier a cette limite de I'approche pangénomique, nous
nous avons donc utilisé des puces dédiées (les MyoChip) et plus récemment, la technique
de RT-PCR quantitative a haut débit (Low Density Arrays). Nous utilisons quasi
exclusivement cette derniére car elle présente les avantages suivants.

Tout d’abord, la faible quantité de matériel biologique initial nécessaire (2 ng d’ARN total par
réaction PCR) permet d’accéder a des structures biologiques pour lesquelles la quantité de
tissu est limitée telles que des fibres de Purkinje ou des biopsies tissulaires chez 'lhomme,
sans amplification préalable de I'ARN total (Gaborit et al. ; Résultats et discussion - A - 1;
Wichter et al., soumis ; Résultats et discussion - B - 2). Ainsi, nous avons pu établir pour la
premiére fois le profil d’expression d’une centaine de génes dans ce type d’échantillons.

Sa sensibilité et sa reproductibilité permettent de détecter des variations d’expression de
faible amplitude (de I'ordre de 10%). Lorsqu’il s’agit de canaux ioniques, cette amplitude peut
cependant avoir des conséquences majeures sur le phénotype électrique (Gaborit et al.,
2005).

Elle permet de traiter indépendamment chaque échantillon biologique et ainsi de pouvoir en
faire des comparaisons multiples.

La RT-PCR quantitative a haut débit offre également la possibilité¢ d’évaluer le niveau
d’expression relatif des génes les uns par rapport aux autres. Il faut cependant pondérer cet

aspect : il ne s’agit pas d’'une quantification absolue.

Tous ces avantages ont rendu la RT-PCR a haut débit compétitive par rapport aux
puces a ADN (méme dédiées) dites de I'ancienne génération. Les frontiéres entre les puces
nouvelle génération et la RT-PCR a haut débit s’amenuisent grace au progrés bio-
technologiques récents. Ces progrés concernent les puces pangénomiques uniquement.

Notre expérience est encore trop limitée pour savoir si la qualité des données que nous



avons obtenu en ce qui concerne les canaux ioniques fera qu’elles se substitueront a la RT-
PCR quantitative a haut débit

D’un point de vue technologique, le développement de la RT-PCR quantitative a haut débit

(Low Density Arrays) a constitué une avancée considérable en génomique.

L. CONSIDERATIONS GENERALES SUR LE REMODELAGE GLOBAL
DES CANAUX IONIQUES CARDIAQUES

L’intérét de notre approche est qu’elle est globale, c’est a dire qu’elle fournit une
vision simultanée de I'ensemble des génes connus a ce jour comme étant impliqués dans
I'activité électrique cardiaque.

Parmi I'ensemble des comparaisons réalisées sur coeur humain sain, nous avons
montré que ce sont les deux tissus contractiles, oreillettes et ventricules, qui présentent la
plus large hétérogénéité d’expression des canaux ioniques. En effet, en moyenne 47% des
canaux étudiés sont différentiellement exprimés entre ces deux compartiments. On pouvait
s’attendre a des différences moins marquées étant donné que ce sont deux tissus de méme
fonction. Cependant, nous avons montré dans lintroduction une forte hétérogénéité dans
leurs caractéristiques électrophysiologiques. Au sein de ce profil, c’est la famille des canaux
calciques qui discrimine le plus loreillette du ventricule. Nos résultats suggérent ainsi
limportance de Cav1.3 dans la génése du courant lc, auriculaire.

Ensuite ce sont les fibres de Purkinje qui se discriminent le plus du ventricule, avec
30% de canaux ioniques différentiellement exprimés. Ce résultat est plus attendu puisqu’on
étudie ici deux compartiments de fonction différente : automatique et contractile. La famille
des canaux HCN est en grande partie responsable de cette discrimination, avec un profil
majoritairement spécifique des fibres de Purkinje.

A linverse, bien qu’associés a de larges différences phénotypiques, certains
compartiments tissulaires présentent une faible hétérogénéité d’expression des canaux
ioniques. Ainsi, les différences d’expression entre le myocarde sous-épicardique et sous-
endocardique ne concernent que 18% des canaux ioniques (Gaborit et al. ; Résultats et
discussion - A - 2). On peut donc suggérer que les canaux impliqués ont un réle majeur dans
la génése du PA et donc dans sa modulation.

Au contraire, entre les hommes et les femmes, seul un faible nombre de canaux de
canaux ioniques est différentiellement exprimé (14%), et les différences phénotypiques sont

restreintes (Gaborit et al. ; Résultats et discussion - A - 2). Nous avons montré que les profils




différentiels homme versus femme impliquent majoritairement les canaux potassiques. On
peut donc imaginer que la redondance qui existe dans cette famille permet une

compensation phénotypique.

Les travaux de cette thése ont par ailleurs permis de montrer que les pathologies
étudiées entrainent des variations extensives et complexes de I'expression des canaux
ioniques. En effet, si je considére globalement le nombre de canaux ioniques dont
I'expression est modifiée de fagcon physiologique, jai estimé que le pourcentage atteint
environ 28%. Ce pourcentage est bien supérieur dans les situations pathologiques
auxquelles je me suis intéressée. En effet, ce pourcentage atteint une moyenne de 48%. Le
syndrome du Brugada est une exception puisque seuls 19% des canaux ioniques sont
différentiellement exprimés. On peut suggérer que le fait d’étudier des biopsies tissulaires
puisse en étre responsable. On peut en effet penser que les biopsies sont plus homogénes
en terme de types cellulaires par rapport a des sections plus larges de tissus, minimisant

ainsi les variations d’expression des génes étudiés.

Enfin, notre approche globale nous a permis de mettre en évidence qu’une large part
des profils différentiels (physiologiques et pathologiques) concerne les sous-unité
régulatrices des canaux ioniques (en moyenne 24%). Malheureusement, pour des raisons
historiques, leur role est encore mal connu, méme si les progrés sont notables depuis ces
derniéres années. L'exemple de la sous-unité Cava262 qui d’aprés son profil d’expression
oreillette versus ventricule, semble réguler majoritairement les courants calciques

auriculaires, mérite d’étre exploré sur le plan fonctionnel.

M. CONSIDERATIONS PARTICULIERES : DONNEES EXPERIMENTALES
ORIGINALES

D’un point de vue scientifique, les études de la plasticité de I'expression des canaux
ioniques du coeur humain sain constituent une base fondamentale pour la compréhension de
I'électrophysiologie cardiaque dans des conditions physiologiques et pathologiques. Au
cours de cette thése, nous avons pu constituer une tissutheque cardiaque unique a partir de
donneurs sains, qui nous a permis, pour la premiére fois, de caractériser de maniére globale
la distribution des canaux ioniques dans différentes régions du coeur humain (Gaborit et al. ;
Résultats et discussion - A - 1). L'originalité de cette étude réside notamment dans I'analyse

des fibres de Purkinje, puisqu’a notre connaissance aucune donnée de ce type n’a été



publiée a ce jour. Les propriétés du courant Iy, des fibres de Purkinje présente des
différences par rapport a celui des ventricules, suggérant une origine moléculaire différente.
Il est notamment sensible a la tétrodotoxine (TTX), alors que Iy, ventriculaire, généré par la
sous-unité Nav1.5, ne I'est pas (Carmeleit, 1987). L’expression majoritaire de la sous-unité
neuronale Nav1.7, TTX-sensible (Klugbauer et al., 1995), dans ce tissu cardiaque apporte
donc des éléments nouveaux pour la compréhension de la nature moléculaire de son
courant sodique. Par ailleurs, des mutations de MiRP1 ont été associées a des troubles du
rythme ventriculaires (Abbott et al., 1999 ; Sesti et al, 2000 ; Isbrandt et al., 2002).
L’expression majoritaire de ce géne dans les fibres de Purkinje, pourrait permettre de mieux
comprendre leur contribution dans la survenue de ces arythmies. Bien entendu, ces
suggestions ne peuvent étre faites que si 'on considére que le profil transcriptionnel se
répercute au niveau fonctionnel. La validation de ces hypothéses requiert donc une analyse
des courants générés par les canaux ioniques d’intérét.

Nous avons également montré que I'expression transcriptionnelle de plusieurs canaux
ioniques varie en fonction du sexe du donneur (Gaborit et al. ; Résultats et discussion - A -
2). Cette étude peut fournir des bases dans la compréhension de la différence d’incidence en
fonction du sexe de différentes arythmies cardiaques. En particulier, I'expression plus
importante de KChlIP2 chez les hommes par rapport aux femmes dans [I'épicarde droit,
pourrait permettre d’expliquer la forte incidence masculine du syndrome de Brugada. Par
ailleurs, cette étude suggére I'implication des hormones stéroidiennes dans le mécanisme de
régulation de [I'expression des canaux ioniques. Cependant des investigations
supplémentaires seront nécessaires pour valider cette hypothése. Une analyse des
promoteurs des genes différentiellement exprimés entre les hommes et les femmes a permis
d'y prédire la présence du site de fixation du récepteur a aux cestrogénes (Transfac,
MO00191) pour 6 génes, GJAT1, KCNA4, KCNH2, KCNJ4, IRX4 et IRX3 (Cardiac Promoter

Database, http://morissardjerome.free.fr/cpd/index.html). On peut donc suggérer un réle du

récepteur aux cestrogénes dans la régulation de I'expression de ces génes. De maniére
complémentaire, il pourrait étre également intéressant d'utiliser les deux modéles murins
délétés respectivement pour le récepteur a ou B aux cestrogénes (Johnson et al., 1997 ;
Korte et al., 2005) afin d’y caractériser de maniére globale I'expression des canaux ioniques.
Une recherche des sites de fixation du récepteur B aux cestrogénes, ainsi que des
récepteurs a la testostérone et a la progestérone devrait également étre informative,

cependant a I'heure actuelle ces matrices ne sont pas disponibles.

Plusieurs projets nous ont également permis d’aborder la notion de remodelage
ionique associé a des situations pathologiques. L’'un d’eux nous a permis de montrer que le

remodelage ionique associé spécifiquement a la fibrillation auriculaire concerne uniquement



12 génes, dont KCNE3 (MiRP2) qui est sur-exprimé (Gaborit et al., 2005). Fort de ce
résultat, nous avons développé au laboratoire un modéle de souris sur-exprimant le géne
KCNES3. La caractérisation électrophysiologique de ce modéle bien que débutante, montre
que les souris sur-exprimantes développent spontanément une FA vers I'dge de 24
semaines. Si ces données se confirment, ce modéle va nous permettre d’analyser le
remodelage ionique qui s’installe au cours du temps et qui conduit a la FA.

L’étude du remodelage ionique associé au syndrome de Brugada nous a permis d’aborder le
pouvoir potentiel de la génomique dans le diagnostic d’'un syndrome arythmique. A I'avenir, il
sera intéressant de réaliser d’autres investigations afin de confirmer cette hypothése

(développé page 217).

L’ensemble des travaux de cette thése ont permis de montrer que les cellules cardiaques
sont capables d’adapter leurs propriétés électrophysiologiques a des contraintes externes,
en modifiant la transcription de leurs canaux ioniques.

La régulation transcriptionnelle des canaux semble avoir un réle majeur dans les propriétés

électrophysiologiques des cellules cardiaques.

N. LIMITES DE L’APPROCHE DEDIEE ET DE L’UTILISATION DE TISSUS
HUMAINS

Nous avons souvent été critiqués de se focaliser sur I'expression des canaux
ioniques tandis que des outils permettent d’étudier 'ensemble des génes du génome.
Cependant, les résultats que nous avons obtenu valident notre démarche. Nous avons
toutefois conscience que le phénotype cardiaque physiologique ou pathologique, n’est pas
lié qu’aux propriétés électrophysiologiques. Un remodelage notamment au niveau des
protéines contractiles, de la matrice extracellulaire, de ['étirement ou encore de la
vascularisation, peuvent également jouer un réle non négligeable dans ce phénotype. Notre
approche dédiée ne nous permettant pas d’aborder ces propriétés, l'interprétation de
I'origine du remodelage ionique auquel nous nous intéressons, est limitée. L'utilisation des
puces a ADN multidédiées ou pangénomiques présente dans ce contexte un avantage
certain. En effet, bien que le niveau de sensibilité des puces ne permette de détecter que
difficilement les génes faiblement exprimés tels que les canaux ioniques, I'étude du
remodelage transcriptionnel est beaucoup plus exhaustif. En collaboration avec Marja

Steenman, nous nous sommes intéressés au remodelage structural et contractile associé a




la fibrillation auriculaire, grace a la technique des puces multidédiées, MyoChip (Lamirault et
al., 2006 ; Article supplémentaire, page 248). L'idée actuelle est que I'état hypercoagulable
associé a la fibrillation auriculaire est lié a la perte de contraction atriale qui méne a une state
du sang (Nattel, 2002a). Un des résultats majeurs de notre étude est 'augmentation de
I'expression de facteurs procoagulants. Elle met donc en évidence un nouveau mécanisme
qui pourrait potentiellement participer a I'état tromboembolique associé a la fibrillation
auriculaire et ainsi permettre d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. Actuellement,
nous poursuivons cette étude par une analyse de ces facteurs procoagulants dans des
échantillons sanguins provenant des mémes types de patients. L'objectif est d’'identifier de
nouveaux marqueurs moléculaires spécifiques qui pourraient aider a confirmer le pronostic
et le diagnostic du risque tromboembolique associé a la fibrillation auriculaire, a partir de

prélévements non invasifs.

J’ai fais le choix de travailler sur du tissu humain malgré les contraintes que cela
pose. En effet, les études sont moins standardisées que chez I'animal et de la molécule a la
fonction, tout y est plus compliqué. Tout d’abord, les fameux "contrdles" sont un probléme.
Grace a une collaboration avec le P" Varrd, nous avons pu constituer une tissuthéque a partir
de cceurs de donneurs sains dont seules les valves sont transplantées. Ces conditions
particulieres nous ont permis d’avoir accés a nombre élevé d’échantillons de différents types
tissulaires cardiaques, de trés bonne qualité, et trés reproductible en terme de mode de
dissection. Cependant, nous restons malgré tout limités dans le choix de 'age et du sexe du

donneur.

L’acceés aux tissus pathologiques n’est guére plus facile. L'institut du thorax nous offre
la possibilité de travailler dans la méme structure que des cardiologues. Grace a ces
derniers, jai pu bénéficier d’'un acceés privilégié a des auricules. De plus, nous avons établi
des collaborations avec Stanley Nattel, a Montréal, et Thomas Wichter, en Allemagne, qui
nous ont permis d’obtenir les tissus insuffisants cardiaques et les biopsies de patients
présentant un syndrome du Brugada. Ceci n’empéche pas le fait que I'aspect cinétique, c’est
a dire la mise en place d’'une pathologie est quasi impossible chez ’lhomme.

La difficulté d’accés aux tissus humains complexifie beaucoup les
analyses électrophysiologiques et donc la validation au niveau fonctionnel des
profils transcriptionnels obtenus par génomique. En effet, les analyses des
courants ioniques par la technique de patch-clamp doivent étre réalisées sur
cellules fraichement isolées. De ce fait, les données électrophysiologiques
chez ’'homme sont beaucoup plus restreintes que chez les modéles animaux.

L’hétérogénéité transmurale de l'activité électrique n’est pas restreinte a I'épicarde et

a I'endocarde, mais elle inclus également les cellules M présentent dans le mid-myocarde.

Nous avons pourtant choisi de ne pas étudier ce compartiment tissulaire car 1) les cellules M



y sont regroupées en flots, et les dissections de mid-myocarde ne sont donc pas homogénes
en terme de contenu en cellules M (Akar et al., 2002) et 2) la pertinence fonctionnelle de ces
cellules est aujourd’hui remise en question (Bauer et al., 1999 ; Ueda et al., 2004), puisque

leur influence dépend du degré de couplage életrotonique.

O. NOS OBJECTIFS FUTURS

1. Larégulation transcriptionnelle des canaux ioniques

Au cours des derniéres années, notre groupe a accumulé une large collection de
données élucidant a I'échelle du génome comment I'expression des canaux ioniques varie
dans diverses situations physiologiques et pathologiques. De fagon logique, notre prochaine
étape consiste a comprendre les mécanismes de la régulation transcriptionnelle des canaux

ioniques et leur réle dans la physiologie des cellules excitables du cceur.

a. Etape 1: Mise en évidence des corrélations facteurs de transcription — canaux
ioniques

Fort de notre expérience de génomique, la stratégie que nous avons choisi d’adopter
consiste a rechercher des corrélations entre les profils d’expression transcriptionnels
des canaux ioniques et ceux des facteurs de transcription, dans le tissus cardiaque, dans
différentes conditions. Pour cela nous avons exploré le profil d’expression de 163 génes
codant des facteurs de transcription connus pour leur expression cardiaque, dans différentes
régions du cceur de souris adulte. Nous avons ensuite comparé leurs profils a celui des
canaux ioniques. Ce projet met donc a profit les résultats d’'une précédente étude qui
décrivait la régionalisation des canaux ioniques (Marionneau et al., 2005). Cette étude a
permis par exemple d’identifier des corrélations fortes de Shox2, GATAS, Sox9 et Msx1 avec
les sous-unités Cav3.1 et Cava262, dans les structures nodales et entre Ppara, Irx3, Irx5,
Hsf1 et Ets2 avec Nav1.5 et KChIP2 dans les structures ventriculaires.
En paralleéle, nous avons mis en évidence chez 'lhomme une corrélation inverse entre le
profil d’expression transmural de KChIP2 et celui de IRX3 et IRX5 (Résultats et discussion -
A-2).

Notre approche génomique nous a donc permis d’identifier plusieurs facteurs de
transcription susceptibles de réguler I'expression de canaux ioniques jouant un réle majeur
dans la formation du PA cardiaque. Cependant, cette approche présente une critique
majeure liée au fait que l'activité des facteurs de transcription peut ne pas étre régulée par
leur niveau d’expression transcriptionnel, mais par d’autres mécanismes tels que des



modifications post-traductionnelles. Ces premiéres pistes seront donc a valider par les
analyses décrites ci-dessous.
b. Etape 2: Validation bioinformatique des corrélations facteurs de transcription —
canaux ioniques

Une premiére option consiste a faire une validation bioinformatique des
corrélations mises en évidence par le biais de la génomique. Elle repose sur le clonage et
'analyse in silico des séquences promotrices des génes codant les sous-unités des canaux
ioniques. La corrélation entre la présence ou I'absence des sites de fixation des facteurs de
transcription dans les régions promotrices avec 'expression différentielle des génes sera
alors analysée.

Ces deux premiéres étapes ne sont que des suppositions, il est donc indispensable de les
valider biologiquement.
c. Etape 3 : Validation biologique des corrélations facteurs de transcription — canaux
ioniques

Validation in vitro :

¢ utilisation des siRNA. Suite a la transfection de cardiomyocytes néonataux de souris par
des siRNA (petits ARN interférents) dirigés contre un facteur de transcription, I'analyse
global du remodelage ionique devrait permettre l'identification des canaux dont il contrble
'expression. Cette approche limite cependant le choix des facteurs de transcription
candidats a des génes exprimés au stade néonatal. Si I'expression des canaux ioniques est
modifiée, les conséquences fonctionnelles seront évaluées par patch-clamp.

Si tel n’est pas le cas, une autre possibilité pourrait étre de sur-exprimer le géne codant le
facteur de transcription d’intérét suivi, de la méme maniére, par une investigation des

modifications d’expression des canaux ioniques.

e essai rapporteur luciférase. L'objectif serait alors de cloner le géne rapporteur sous le
promoteur du canal ionique dont la régulation transcriptionnelle est étudiée. Apres co-
transfection avec le facteur de transcription candidat, I'analyse du niveau de fluorescence
devrait permettre de valider ou non leur corrélation. Cette approche implique donc la mise a
profit des clonages bioinformatiques de promoteurs. Nous avons démarré un projet de ce
type dont 'objectif est d’évaluer I'effet de IRX3 ou de SRF sur I'expression transcriptionnelle
de KChIP2.

e l'approche ChIP on chips. Elle devrait permettre par la suite d’identifier les génes dont
'expression est contr6lée par un facteur de transcription en particulier (Weinmann, 2004).
Cette méthode consiste a immunoprécipiter la chromatine (ChIP) avec un anticorps dirigé
contre un facteur de transcription, et hybrider TADN co-immunoprécipité sur une puce a ADN

(chip) contenant des régions inter-géniques, et en particulier, des régions promotrices.



Validation in vivo :

I’étude de modéles animaux. Notre but ultime est de vérifier que les régulations mises en
évidence ont des conséquences fonctionnelles in vivo. Pour cela, nous avons réalisé en
collaboration avec I'équipe de Zhenlin Li (Université de Paris VI) et Dominique Daegelen
(Institut Cochin) I'analyse globale de I'expression des canaux ioniques dans un modele murin
invalidé de facon conditionnelle pour le facteur de transcription Srf. Les résultats montrent
que I'expression de KChIP2 est spécifiquement réduite de moitié alors que les autres canaux
ne sont pas affectés.

De maniere générale, l'utilisation de modeéles transgéniques murins conditionnels devrait
permettre de palier a la létalité et de limiter au maximum la mise en place d’un remodelage

ionique compensateur de 'invalidation du facteur de transcription.

d. Autres aspects de la régulation transcriptionnelle : modulation par des senseurs

Dans un systéme idéal, le paramétre qui devrait réguler I'expression des canaux
ioniques est le phénotype électrophysiologique. On peut donc émettre I'hypothése d’un rétro-
contréle par le potentiel membranaire ou encore par le calcium intracellulaire, de I'expression
des facteurs de transcription (Rosati & McKinnon, 2004). A I'heure actuelle, aucun
mécanisme de ce type n’est connu dans les myocytes. A plus long terme, il serait intéressant
d’identifier comment une cellule cardiaque informe sa machinerie de transcription des
variations de son potentiel de membrane et/ou de son calcium intracellulaire (Figure 56,

page 217).
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Figure 56 Représentation des différentes voies de régulation du phénotype cellulaire
électrophysiologique.

2. La génomique : outil diagnostic

Au cours de ma thése, I'étude du syndrome de Brugada (Witcher et al., soumis ;
Résultat et discussion - B - 2) a permis de suggérer le potentiel de la génomique en tant
qu’outil diagnostic d’'un syndrome arythmique. Etant donné les difficultés actuelles liées a
I’évaluation des signes cliniques du syndrome de Brugada, cette nouvelle approche pourrait
constituer un apport fondamental dans le diagnostic de cette pathologie. Les perspectives de
ce travail sont donc maintenant de valider ce nouveau concept.

Le premier objectif consiste a prouver que I'analyse du transcriptome de biopsies cardiaques
peut, de maniére fiable, participer au diagnostic du syndrome de Brugada. Pour cela, il est
indispensable de démontrer que le remodelage ionique que nous avons décrit est bien
spécifiquement et exclusivement associé au syndrome de Brugada. Le programme de
recherche a venir consiste donc a réaliser le méme travail sur des biopsies de patients
présentant différentes indications d’'implantation d’'un défibrillateur (tachycardie ventriculaire
droite et dysplasie ventriculaire droite arythmogéne). En paralléle, une analyse de I'ensemble
de ces échantillons tissulaires sur puce a ADN pangénomique devrait permettre d’élargir
l'investigation au dela du remodelage ionique.

Par ailleurs, [l'importance des risques associés au prélevement de biopsies
endomyocardiques, nous ont amené a évaluer la génomique en tant qu’outil diagnostic, sur
des échantillons de sang de patients atteints du syndrome de Brugada. Cette source de
matériel clinique est rapidement disponible et son prélevement est non invasif. Cette étude
n'a malheureusement pas permis d’identifier un profil d’expression caractéristique de la
pathologie. Cependant, pour des questions techniques, nous avons dd utiliser nos Low
Density Arrays spécifiques du coeur, et le nombre de canaux ioniques détectés dans les
prélévements sanguins était trés limité. Par conséquent, considérant que nous n’avons pas
d’expertise dans le transcriptome spécifique des cellules sanguines, il serait intéressant de
poursuivre cette étude par une analyse sur puces pangénomiques. Dans ce contexte, elles
présentent un avantage indéniable puisque toute variation transcriptionnelle, liée ou non a

I'activité électrique, serait détectée.

3. La modélisation mathématique des données de génomique



L’objectif ultime de la génomique fonctionnelle des canaux ioniques dans le cceur est
intégration des données d’expression dans les modéles mathématiques de [activité
électrique cardiaque (Noble, 2004) tels que les modéle de potentiel d’action a I'échelle
tissulaire, et les modéles de I'électrocardiogramme de surface a I'échelle de l'organe. Il
faudra pour cela avoir connaissance des conséquences fonctionnelles des phénoménes
d’adaptation moléculaire et étre en mesure d’intégrer ces données a I'échelle de la cellule,
du tissu et de I'organe. Cet objectif ambitieux ne pourra étre envisagé qu’a long terme aprés

'accumulation et la comparaison de plusieurs études.
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Gene Symbol Gene Name NCBI Gene Ref Chromosome Assay ID Target Exons Category
18S RNA 18S RNA Eukaryotic 18s rRNA X03205 9 4342379-18S N/A reference gene
ABCC8 SUR1 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 8 NM_000352,U63421 11 Hs00165861_m1 16 K* channel
ABCC9 SUR2 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 9 NM_005691,NM_02(d 12 Hs00245832_m1 28 K* channel
ATP1A1 Na/K-ATPase al  ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 1 polypeptide NM_001001586,NM | 1 Hs00167556_m1 15 Na'/K* ATPase
ATP1A3 Na/K-ATPase a3  ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 3 polypeptide NM_152296,BC0092 19 Hs00265163_m1 N/A Na'/K* ATPase
ATP1B1 Na/K-ATPase B1  ATPase, Na+/K+ transporting, beta 1 polypeptide NM_001001787,NM | 1 Hs00426868_g1 5 Na'/K* ATPase
ATP2A2 SERCA2 ATPase, Ca++ transporting, cardiac muscle, slow twitch 2 NM_001681,M23115 12 Hs00155939_m1 20 Ca™" regulator
ATP2A3 SERCA3 ATPase, Ca++ transporting, ubiquitous NM_174953,NM_174 17 Hs00193090_m1 17 Ca’ regulator
ATP2B1 Ca ATPase 1 ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 1 NM_001001323,NM | 12 Hs00155949_m1 11 Ca™" regulator
ATP2B4 Ca ATPase 4 ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 4 NM_001001396,NM | 1 Hs00608066_m1 1 Ca’ regulator
CACNA1C Cavl.2 calcium channel, voltage-dependent, L type, alpha 1C subunit NM_000719,L29529, 12 Hs00167681_m1 2 Ca'* channel
CACNA1D Cavl.3 calcium channel, voltage-dependent, L type, alpha 1D subunit NM_000720,M83566 3 Hs00167753_m1 47 Ca'* channel
CACNA1G Cav3.1 calcium channel, voltage-dependent, alpha 1G subunit NM_018896,NM_194 17 Hs00367969_m1 4 Ca'* channel
CACNA1H Cav3.2 calcium channel, voltage-dependent, alpha 1H subunit NM_021098,AF0519. 16 Hs00234934_m1 1 Ca’" channel
CACNA2D1 Cava2d1 calcium channel, voltage-dependent, alpha 2/delta subunit 1 NM_000722,M76559 7 Hs00167808_m1 13 Ca"* channel
CACNA2D2 Cavo2d2 calcium channel, voltage-dependent, alpha 2/delta subunit 2 NM_006030,AB0111 3 Hs00195772_m1 6 Ca’* channel
CACNB2 Cav32 calcium channel, voltage-dependent, beta 2 subunit NM_201593,NM_201 10 Hs00167861_m1 9 Ca"* channel
CACNG4 Cavy4 calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 4 NM_014405,AF1626 17 Hs00205244_m1 2 Ca’* channel
CACNG6 Cavy6 calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 6 NM_145814,NM_144 19 Hs00230428_m1 N/A Ca"" channel
CALM1 CALM1 calmodulin 1 (phosphorylase kinase, delta) NM_006888,BX5376 14 Hs00300085_s1 6 Ca’ regulator
CALM3 CALM3 calmodulin 3 (phosphorylase kinase, delta) NM_005184,J04046, 19 Hs00270914_m1 1 Ca"™ regulator
CASQ1 CASQ1 calsequestrin 1 (fast-twitch, skeletal muscle) NM_001231,S73775 1 Hs00154281_m1 6 Ca’ regulator
CASQ2 CASQ2 calsequestrin 2 (cardiac muscle) NM_001232,D55655 1 Hs00415779_m1 N/A Ca"™ regulator
CD4 CD4 CD4 antigen (p55) NM_000616,M12807| 12 Hs00181217_m1 2 marker of inflammation
CFTR CFTR cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, ATP-binding cassette NM_000492,M28668 7 Hs00357011_m1 21 CI' channel
CLCN2 Clc2 chloride channel 2 NM_004366,AF0260! 3 Hs00189078_m1 1 CI' channel
CLCN3 CIC3 chloride channel 3 NM_001829,X78520 4 Hs00156527_m1 12 CI' channel
CLCN6 CICé chloride channel 6 NM_001286,NM_021 1 Hs00154518 m1 4 CI' channel
CLCN7 CIc7 chloride channel 7 NM_001287,267743 16 Hs00241850_m1 1 CI' channel
CNN1 CNN1 calponin 1, basic, smooth muscle NM_001299,D17408 19 Hs00154543 m1 1 marker of vessels
COL6A1 COL6A1 collagen, type VI, alpha 1 NM_001848,M27447| 21 Hs00242448_m1 20 marker of fibroblasts
G6PD G6PD glucose-6-phosphate dehydrogenase NM_000402,M21248| X Hs00166169_m1 2 reference gene
GJAlL Cx43 gap junction protein, alpha 1, 43kDa (connexin 43) NM_000165,M65188 6 Hs00748445_s1 10 Connexin
GJA5 Cx40 gap junction protein, alpha 5, 40kDa (connexin 40) NM_181703,NM_004 1 Hs00270952_s1 1 Connexin
GJA7 Cx45 gap junction protein, alpha 7, 45kDa (connexin 45) NM_005497,AK1243 17 Hs00271416_s1 8 Connexin
HCN1 HCN1 hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium channel 1 NM_021072,AF0648 5 Hs00395037_m1 1 Cation channel
HCN2 HCN2 hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium channel 2 NM_001194,AJ0125 19 Hs00606903_m1 2 Cation channel
HCN3 HCN3 hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium channel 3 NM_020897,AB0409 1 Hs00380018_m1 3 Cation channel
HCN4 HCN4 hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium channel 4 NM_005477,AJ1324 15 Hs00175760_m1 1 Cation channel
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hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 (Lesch-Nyhan syndrome)
interleukin 6 (interferon, beta 2)

myo-inositol 1-phosphate synthase A1

inositol 1,4,5-triphosphate receptor, type 1

inositol 1,4,5-triphosphate receptor, type 3

potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 1
potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 2
potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 3
potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 4
potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 5
potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 6
potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 7
potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, beta member 1
potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, beta member 2
potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, beta member 3
potassium voltage-gated channel, Shab-related subfamily, member 1
potassium voltage-gated channel, Shaw-related subfamily, member 3
potassium voltage-gated channel, Shaw-related subfamily, member 4
potassium voltage-gated channel, Shal-related subfamily, member 1
potassium voltage-gated channel, Shal-related subfamily, member 2
potassium voltage-gated channel, Shal-related subfamily, member 3
potassium voltage-gated channel, Isk-related family, member 1
KCNE1-like

potassium voltage-gated channel, Isk-related family, member 2
potassium voltage-gated channel, Isk-related family, member 3
potassium voltage-gated channel, Isk-related family, member 4
potassium voltage-gated channel, subfamily H (eag-related), member 2
Kv channel interacting protein 2

potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 11
potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 12
potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 2
potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 3
potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 4
potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 5
potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 8
potassium channel, subfamily K, member 1

potassium channel, subfamily K, member 3

potassium channel, subfamily K, member 5

potassium voltage-gated channel, KQT-like subfamily, member 1
myosin, heavy polypeptide 7, cardiac muscle, beta

natriuretic peptide precursor A

NM_000194,M31642
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NM_016368,AF2205
NM_002222,D26070
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NPPB BNP natriuretic peptide precursor B NM_002521,M25296 1 Hs00173590_m1 2 marker of hypertrophy
PIAS3 KChAP protein inhibitor of activated STAT, 3 NM_006099,AB0218 1 Hs00180666_m1 7 K" channel

PLN PLN phospholamban NM_002667,M63603 6 Hs00160179_m1 1 Ca"™ regulator
PPP3CA CAM-PRP protein phosphatase 3 (formerly 2B), catalytic subunit, alpha isoform NM_000944,1.14778, 4 Hs00174223_m1 10 Ca’ regulator

RYR2 RYR2 ryanodine receptor 2 (cardiac) NM_001035,X98330 1 Hs00181461_m1 10 Ca"™ regulator
SCN1A Navl.1 sodium channel, voltage-gated, type |, alpha NM_006920,AF2259 2 Hs00374696_m1 17 Na* channel

SCN1B Navp1 sodium channel, voltage-gated, type |, beta NM_001037,L10338, 19 Hs00168897_m1 2 Na* channel

SCN2B Navf2 sodium channel, voltage-gated, type Il, beta NM_004588,AF0077 11 Hs00394952_m1 3 Na* channel

SCN3A Nav1l.3 sodium channel, voltage-gated, type lll, alpha NM_006922,AF0356 2 Hs00366902_m1 12 Na* channel

SCN3B Navf3 sodium channel, voltage-gated, type llI, beta NM_018400,AB0329 11 Hs00393218_m1 4 Na" channel

SCN4A Navl.4 sodium channel, voltage-gated, type IV, alpha NM_000334,M81758 17 Hs00165686_m1 5 Na* channel

SCN5A Navl.5 sodium channel, voltage-gated, type V, alpha (long QT syndrome 3) NM_198056,NM_00( 3 Hs00165693_m1 11 Na* channel

SCN7A Nav2.1 sodium channel, voltage-gated, type VI, alpha NM_002976,M91556 2 Hs00161546_m1 10 Na* channel

SCN9A Navl.7 sodium channel, voltage-gated, type IX, alpha NM_002977,X82835 2 Hs00161567_m1 11 Na* channel

SLC8A1l NCX1 solute carrier family 8 (sodium/calcium exchanger), member 1 NM_021097,M91368 2 Hs00253432_m1 2 Ca"™ regulator
UCHL1 UCHL1 ubiquitin carboxyl-terminal esterase L1 (ubiquitin thiolesterase) NM_004181,X04741 4 Hs00188233_m1 8 marker of neuronal tissue
Assay-on-demand

ANK2 ANKB ankyrin 2, neuronal NM_001148,NM_02(j 4 Hs01547993_m1 10 binding protein
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Abstract

Atrial fibrillation (AF) is the most common sustained cardiac arrhythmia in humans. The pathophysiology of AF involves electrical,
structural and contractile remodeling, which is associated with changes in cardiac gene expression. Previous studies of gene-expression
changes in clinical AF have mostly been limited to a small number of candidate genes and have not all been well controlled for underlying
heart disease. The present study assessed AF-related gene-expression changes in valve-disease patients with microarrays representing the
cardiac transcriptome. Right atrial appendages from 11 patients with chronic AF and underlying valvular heart disease (AF-VHD) and seven
patients in sinus rhythm with VHD (SR-VHD) were individually compared to an age-matched sinus-rhythm control group (SR-CTRL,
11 patients) using cardiac-specific microarray analysis. One-class statistical analysis was used to identify genes differentially expressed
between SR-VHD and SR-CTRL patients. Two-class statistical analysis was used to identify genes differentially expressed between AF-VHD
and SR-VHD patients. Out of 3863 analyzed genes, 832 genes were differentially expressed between SR-VHD and SR-CTRL patients, and
169 genes were differentially expressed between AF-VHD and SR-VHD patients. Striking AF-related changes included altered expression of
nine genes pointing towards the development of fibrosis (e.g. upregulation of transforming growth factor 1), and changes in eight genes
potentially related to an increased risk of thromboembolic events (e.g. upregulation of a2 macroglobulin). Microarray results were confirmed
by quantitative PCR. Our results suggest that AF produces a characteristic profile of gene-expression changes that may be related to the
pathophysiology of the arrhythmia.
© 2005 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Atrial fibrillation; Valvular heart disease; Gene expression; Coagulation; Fibrosis

1. Introduction

Atrial fibrillation (AF) is the most common sustained car-
diac arrhythmia in humans. In most cases, AF is associated
with other cardiovascular diseases like heart failure, thyro-
toxic heart disease, hypertension, coronary artery disease
(CAD) and rheumatic valve disease [1]. The increased risk of
stroke and thromboembolism associated with AF has been

* Corresponding author. Tel.: +33 2 40 41 29 59; fax: +33 2 40 41 29 50.
E-mail address: marja.steenman@nantes.inserm.fr (M. Steenman).

0022-2828/$ - see front matter © 2005 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.yjmcc.2005.09.004

thought to be mainly due to increased blood stasis in the non-
contracting atria [2]. AF causes progressive changes [3] related
to electrical, contractile and structural remodeling [4]. Thus
far, there has been a major focus on electrical components of
the remodeling process, which has been analyzed at the
molecular level by candidate gene approaches that have iden-
tified expression changes in genes encoding ion channels or
calcium-handling proteins [5,6]. Four recent studies charac-
terized the molecular basis of remodeling on a more global
scale. Kim et al. [7] analyzed the expression of 1152 genes in
26 AF patients and 26 controls. They focused on genes
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involved in oxidative stress. Their AF patients did not have
permanent AF, and the underlying pathology of the control
group was unknown. Lai et al. [8] analyzed the expression of
6035 genes in a porcine model of AF. Ohki-Kaneda et al. [9]
analyzed the expression of ~12,000 genes in seven chronic
and persistent AF patients and 10 matched controls. They
found a very large number of significantly differentially-
expressed genes and then focused on genes with a greater
than 0.5 U absolute difference in expression. This resulted in
the identification of only 11 genes, four of which were of
unknown function. Finally, Barth et al. [10] analyzed the
expression of ~45,000 genes in 10 permanent AF patients and
20 unmatched controls. They identified 1434 genes deregu-
lated in AF. These studies provided interesting insights but
were either directed towards limited components of the car-
diac transcriptome or did not contain a disease-matched sinus
rhythm group to differentiate changes associated with AF from
those related to underlying heart disease.

The present study was designed to pinpoint gene-
expression changes in the cardiac transcriptome that are spe-
cifically associated with AF in patients with valvular heart
disease (VHD), a cardiac disease frequently associated with
the arrhythmia. We constructed a long-oligonucleotide
microarray representing ~4000 human genes selected on the
basis of evidence for involvement in normal or pathological
cardiovascular functioning. With these microarrays, we deter-
mined the right atrial (RA) expression profile related to VHD
and identified genes specifically related to AF. The AF-specific
genes were involved in diverse functional categories
—particularly in fibrosis and coagulation pathways—
revealing potential new components of the pathophysiology
of AF.

2. Methods
2.1. Patients

RA appendage (RAA) samples were obtained from 29 pa-
tients undergoing mitral/aortic valve replacement or coro-
nary artery bypass graft surgery. These RAAs were from
11 patients with permanent AF and underlying VHD, consti-
tuting the AF-VHD group, seven patients in sinus thythm with
VHD and with no history of AF (SR-VHD) and 11 patients
with CAD and no history of AF. The CAD patients taken to
constitute a ‘control’ (SR-CTRL) group for normal RAA gene
expression were all undergoing routine aortocoronary bypass
surgery. They were selected to have: 1) sinus rhythm and no
history of previous cardiac arrhythmias (based on both no
clinical history of arrhythmias and the absence of tach-
yarrhythmias on any ECG recording in the patient’s medical
record prior to surgery); 2) normal left ventricular function;
3) no dilation of cardiac cavities. The clinical characteristics
of individual patients are shown in Table 1. The three groups
were comparable in mean age and gender distribution (72 =+ 3,
70+ 9, 69 £ 5 years; 83%, 83%, 82% male for AF-VHD,

SR-VHD, SR-CTRL groups, respectively). AF-VHD and
SR-VHD had similar left ventricular ejection fractions
(59 + 10%, 63 = 9%, respectively) and comparable valve-
disease distributions (respectively, 45%, 57% aortic valve
stenosis; 27%, 43% mitral regurgitation; remainder mixed dis-
ease). AF-VHD patients had a greater tendency to have hyper-
tension and atrial dilation, but the differences were not
statistically-significant (Fisher exact test). The AF duration
was between 1 and 13 years with an average of 7 + 4 years.

2.2. RNA isolation and labeling

Total RNA was isolated using TRIZOL®Reagent (Life
Technologies) and treated with DNase using the RNase-Free
DNase Set and the RNeasy Mini Kit (Qiagen). RNA quality
was assessed using an Agilent 2100 bioanalyzer and RT-PCR
with primers for B-actin. Absence of DNA contamination was
verified by PCR using the same primers. Cy3- and Cy5-
labeled cDNA was prepared using the CyScribe cDNA Post
Labeling Kit (Amersham Pharmacia Biotech). RAA samples
from AF-VHD patients and from SR-VHD patients were each
labeled individually with Cy5. SR-CTRL patients were pooled
and then labeled with Cy3.

2.3. Microarrays

Microarrays were prepared in-house using 50-mer oligo-
nucleotide probes (MWG Biotech). These oligonucleotides
were obtained from the MWG Biotech human genome-wide
microarray collection and had all been tested for specificity.
The probes were spotted onto epoxy-silane coated glass slides
using the Lucidea Array Spotter from Amersham. The
3863 genes that were represented on the microarray had been
selected for involvement in skeletal muscle and/or cardiovas-
cular normal and pathological functioning. Selection was
based on 1) subtractive hybridization experiments [11]; 2)
genome-wide microarray hybridizations [12], including an
AF-VHD vs. SR-CTRL hybridization; 3) literature data. Each
gene was spotted in quadruplicate on the microarrays. The
use of a relevant gene selection—as opposed to the whole
genome—allowed us to obtain sufficient replicate expression
values per gene to be able to identify statistically significant
gene expression changes as small as 15% [13]. For more
information see: http://cardioserve.nantes.inserm.fr/ptf-
puce/puce_multi_dediee.php?langue=_en&id=0. Each Cy5-
labeled sample was mixed with an equal amount of Cy3-
labeled SR-CTRL sample, pre-incubated with human Cot-I
DNA (Gibco-BRL), yeast tRNA and polyA RNA, and hybrid-
ized to the microarrays. Three independent hybridizations
were performed for each AF-VHD patient (except patient
AF-VHDO09, for whom only two hybridizations were pos-
sible) and two independent hybridizations were performed
for each SR-VHD patient. For each hybridization a different
Cy5-labeled sample was used. Hybridized arrays were
scanned by fluorescence confocal microscopy (Scanarray
3000, GSI-Lumonics). Measurements were obtained sepa-
rately for each fluorochrome at 10 um/pixel resolution.
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Table 1
Clinical characteristics of patients
Patient Age Sex AF Valvular LVEF (%) Ischemic LAD HTN Treatment
duration replacement heart (mm)
(years) indication disease
AF-VHD group
AF-VHD02 67 M 9 MR 41 - 62 + CR, FN, FR, LS, PV
AF-VHDO03 70 F 5 MS + TR 57 - 50 - DG, ID, FN
AF-VHDOS8 74 M 2 AS 71 - 40 - AM, DL, HCT, FEN
AF-VHDO09 67 M 2 MR* 45 - 49 + FN, RM
AF-VHDI10 76 M 12 AS + MR 58 - 56 + FN, FR, PR, PV
AF-VHDI13 74 F 1 AS + MR 49 + 46 + DG, DL, EL, FN, FR
AF-VHD14 72 F 10 MR 64 + 44 + CP, DT, FB, FN, FR, LT, NC, PV
AF-VHDI15 73 M 6 AS 75 + 45 + DL, EL, FR, PB
AF-VHD16 73 M 13 AS 61 - 52 + DG, EL, FN, FR
AF-VHD17 69 M 7 AS 70 + 40 + AT, FN, SM
AF-VHD20 75 M 10 AS 60 + 51 + DL, EL, FN, FR
72+3 3/8 T+4 59+10 49+6
SR-VHD group
SR-VHD31 76 M AS 64 - 40 - AA, FS
SR-VHD32 62 M MR 77 - 63 + FR, RM
SR-VHD34 30 M AS 62 + 44 + LS, PV
SR-VHD37 72 M AS 57 + 39 + SM, VL
SR-VHD39 52 M MR 64 - 46 - FR, RM
SR-VHD46 69 M MR 72 - 45 + IN, FL, PR, PV, ST
SR-VHD47 78 F AS 47 - 39 - DG, FR, RM, SP
709 1/6 63+9 45+8
SR-CTRL group
CTRLI10 64 M 47 + - AA, AC, MS, SM
CTRLI13 73 M 50 + - AT, CD,MS, TT
CTRLI14 68 M 57 + + AA, AT, PV
CTRLI16 72 M 71 + - AA, MS, MT, TT
CTRL17 70 M 52 + - AO, AT, FL, MS
CTRLI19 68 M 60 + - AA, AT, PV, RM
CTRL35 58 F 73 + - AA, AD, AT, MS, TT, PV
CTRL36 74 M 73 + + AA, AC, AD, AZ, PV, SP
CTRL48 71 M 72 + - AA, AD, BT, MS, SM, TT
CTRL42 73 F 66 + + AA, AT, FE, ID, PV, TT
CTRL43 73 M 74 + - AA,DL, TT
69+5 2/9 63 + 10

Group data are shown as mean + S.D. Gender data are summarized as females/males. HTN: arterial hypertension; AS: aortic valve stenosis; MR: mitral
regurgitation; *: patient AF-VHDO09 has undergone successtul aortic valve replacement surgery 12 years ago for treatment of aortic valve stenosis; MS: mitral
stenosis; TR: tricuspid regurgitation; LVEF: left ventricular ejection fraction; LAD: left atrium diameter; AA: acetylsalicylic acid; AC: acebutolol; AD: amlo-
dipine; AM: amiloride; AO: atorvastatine; AT: atenolol; AZ: altizide; BT: betaxolol; CD: clopidogrel; CP: captopril; CR: carvedilol; DG: digoxine; DL: diltia-
zem; DT: digatilin; EL: enalapril; FB: fenobarbital; FE: felodipine; FL: flubriprofen; FN: fluindione; FR: furosemide; FS: fosinopril; HCT: hydrochlorothia-
zide; ID: isosorbide dinitrate; IN: indapamide; LS: losartan; LT: levothyroxine; MS: molsidomine; MT: metoprolol; NC: nicardipine; PB: pirbuterol; PR:
perindopril; PV: pravastatin; RM: ramipril; SM: simvastatin; SP: spironolactone; ST: sotalol; TT: trinitrin; VL: valsartan.

2.4. Data analysis and statistics

Fluorescence values and expression ratios were analyzed

using GenePix (Axon). Consolidated expression values were
obtained using MADSCAN, developed in our laboratory
[13,14]. This step includes a physical validation of the spots
and a normalization of the Cy3 and Cy5 values, combining
the rank invariant and lowest fitness methods with spatial nor-
malization. This strategy excluded the need for dye-swap
experiments [15]. All arrays were scaled and outlier values
within arrays (based on quadruplicate spot replicates) and
between arrays (based on the ‘replicate hybridizations’ x
“quadruplicate spots’) were identified [13] and eliminated

from further analysis. For each gene, the median expression
ratio within each array was determined. Genes lacking valid
expression values for more than one array were eliminated
for all patients. One-class Significance Analysis of Microar-
rays (SAM) [16] and LInear Models for MicroArray data
(Limma) [17] were used to identify genes with statistically-
significant differential expression between SR-VHD and
SR-CTRL patients. Two-class SAM was used to identify
genes differentially-expressed between AF-VHD and SR-
VHD patients. With this method, each gene is first assigned a
score on the basis of a modified #-test and genes with scores
greater than a user-defined threshold are selected. Repeated
random sample permutations are used to estimate the percent-
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age of genes identified by chance (false-discovery rate, FDR)
among the selected genes. The FDR is similar to a P value
adjusted for multiple comparisons. For all SAM analyses, the
chosen delta threshold corresponded to the lowest median
FDR. Two-way hierarchical agglomerative clustering was
applied to the gene expression matrix consisting of the
18 patients (AF-VHD and SR-VHD) and the genes selected
by the two-class SAM analysis or a selection of these genes.
The input consisted of the median of the replicate expression
values for each gene. We applied average linkage clustering
with uncentered correlation using Cluster [18]. Clusters were
visualized using Treeview.

2.5. Gene ontology analysis

Genes differentially expressed between SR-VHD and
SR-CTRL patients were grouped according to the biological
process classification established by the Gene Ontology con-
sortium, using the Biological Process Pie Chart tool of the
PANTHER classification system [19]. To obtain a balanced
representation of different biological processes between 5%
and 25%, the following adjustments were made: ‘signal trans-
duction’ was divided into ‘signal transduction’, ‘cell commu-
nication’, ‘cell surface receptor mediated signal transduc-
tion” and ‘intracellular signaling cascade’; ‘muscle
contraction’ was merged with ‘cell structure and motility’;
‘nitrogen metabolism’, ‘phospor metabolism’ and ‘sulfur
metabolism’ were merged with ‘other metabolism’; ‘amino
acid metabolism’ was merged with ‘protein metabolism and
modification’.

2.6. Quantitative PCR

As a control for the results of microarray gene-expression
quantification, the relative expression levels of 20 genes were
analyzed in all patients using Tagman® Gene Expression
Assays (Applied Biosystems) on the ABI PRISM® 7900HT
Sequence Detection System, with methods previously de-
scribed in detail in [20]. Genes were selected from interest-
ing functional categories revealed by the microarray analy-
sis. The identity of all 20 genes is indicated in Table 3 in the
on-line data supplement and in Fig. 6. Myo-inositol 1-phos-
phate synthase A1 (ISYNA1) was taken as an internal stan-
dard. This gene was chosen based on ranking according to
least expression changes in the 18 microarray experiments
(selecting for genes with most constant expression over all
subjects and groups) and based on its housekeeping function:
ISYNAL is essential to the organism as the sole supplier of
the 6-carbon myo-inositol ring, the precursor of the inositol
phospholipids which are important structural components of
all membranes [21,22]. Duplicate experiments were per-
formed and each experiment contained duplicate PCR reac-
tions. Mean gene expression ratios were calculated for each
AF-VHD and each SR-VHD patient vs. the pooled SR-CTRL
patients. The AF-VHD/SR-VHD expression ratio was calcu-
lated by dividing the median AF-VHD/SR-CTRL ratio by the
median SR-VHD/SR-CTRL ratio.

3. Results

The strategy and overall results of our approach are sum-
marized in Fig. 1. RAAs from seven SR-VHD and 11 AF-
VHD patients were analyzed by hybridization against pooled
control samples on replicate microarrays containing quadru-
plicate 50mer oligonucleotides corresponding to 3863 non-
redundant genes. After analysis of all hybridizations, valid
expression values were obtained for 2996 genes in all patients.
The advantage of using dedicated as opposed to genome-
wide microarrays is reflected by this high percentage (78%)
of valid expression values.

3.1. Gene-expression changes associated with VHD

One-class SAM analysis of SR-VHD vs. SR-CTRL hybrid-
izations identified 1498 statistically-significant differentially
expressed genes (Fig. 1). One-class Limma analysis identi-
fied 832 genes differentially expressed in SR-VHD vs.
SR-CTRL patients (all 832 genes were present in the SAM
gene set). This suggests that VHD requiring valve-replacement
surgery produces major changes in cardiac gene expression
and that underlying VHD probably could influence the tran-
scriptomal remodeling observed in our AF-VHD patients.
Therefore, we set out to further characterize the VHD expres-
sion profile. Fig. 2A shows that the distribution of the
832 genes among the Gene Ontology biological processes
largely corresponds with the distribution of all analyzed genes.
Some functional categories appeared to be somewhat stron-
ger represented among the SR-VHD differential genes. These
categories include nucleoside, nucleotide and nucleic acid
metabolism (containing many genes involved in RNA tran-
scription), cell cycle and apoptosis. We next classified the
832 genes into two groups; the “most differentially expressed
genes’ (ratio > 1.5 or <0.67, N = 183), and the remaining
‘least differentially expressed genes’ (N = 649) and com-
pared their functional-category distribution. Fig. 2B shows
that genes involved in cell structure and motility (including

SAM: 1498 genes 169 genes
Modified t-test cut-off values: (-1.92, 1.87) (-2.37, 2.49)
FDR =0.01% FDR =0.39%

Limma: 832 genes

‘holm’ correction
p<0.01
Fig. 1. Experimental set-up and global results. Schematic representation of
the experimental set-up and the number of identified differentially expressed
genes.
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Fig. 2. Gene Ontology classification of genes differentially expressed in SR-VHD vs. SR-CTRL patients.

A: Representation of biological process categories (as defined by the Gene Ontology consortium) among all validated genes on the microarray and among the
genes differentially expressed in SR-VHD vs. SR-CTRL patients (according to one-class Limma analysis with ‘holm’ correction and P < 0.01). B: Represen-
tation of biological process categories among genes ‘most differentially expressed” in SR-VHD vs. SR-CTRL patients (ratio >1.5 or <0.67) as compared to the
remaining ‘least differentially expressed’ genes. The fold change reflects the difference between the number of observed ‘most differentially expressed’ genes
in a biological process and the number of expected ‘most differentially expressed genes’ based on the representation (percentage) of the biological process
among the ‘least differentially expressed’ genes.

genes involved in muscle contraction) and apoptosis were communication were mostly affected by large expression
mostly affected by relatively small expression changes, changes. A complete list of the 832 genes is available in the
whereas genes involved in immunity and defense and cell on-line data supplement (Table 2).
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Fig. 3. Two-way hierarchical clustering. Two-way hierarchical clustering of the 18 patients (11 AF-VHD patients and seven SR-VHD patients) and the 169 genes
differentially expressed between both patient groups. The duration of AF is indicated. The position of the 25 genes from Fig. 4B is shown. Expression values are
indicated by color coding; red > black > green. For each gene, the gene expression values were median centered and therefore represent relative expression

ratios.

3.2. AF-specific changes in cardiac gene expression

To identify AF-specific expression changes, we per-
formed two-class SAM analysis between AF-VHD and
SR-VHD patients (Fig. 1). This analysis identified 169 genes
with statistically-significant differential expression between
the two groups. Fig. 3 shows the results of unsupervised two-
way hierarchical clustering of the 18 VHD patients (11 AF-
VHD patients and seven SR-VHD patients) and the 169 AF-
specific genes. Nine of the 11 AF-VHD patients clustered
together (in patient cluster 1), as did six of the seven SR-VHD
patients (in patient cluster 3). One of the SR-VHD patients
(SR-VHD34) had a gene-expression profile closer to two
AF-VHD patients (AF-VHDOS8 and AF-VHD 13, patient clus-
ter 2) than to the other SR-VHD patients. These two AF-VHD
patients had a relatively short duration of AF (1 and 2 years).
After careful analysis of clinical parameters, we discovered

that patient SR-VHD34 was the only SR-VHD patient with
post-operative AF. Thus, possibly the similar gene-expression
profile of SR-VHD34 to the AF group represented a latent
AF gene-expression phenotype unmasked by surgery. In any
case, the ability of the profile of the 169 genes to divide the
patients into relatively distinct AF and SR clusters supports
the notion of a selective AF-related gene-expression pattern.

Among the 169 genes displaying AF-specific expression
changes, 93 are involved in well-defined functions (Fig. 4A).
All genes are displayed in Table 3 (on-line data supplement).
Many genes involved in gene and protein expression (N = 22)
and sarcomeric and cytoskeletal functions (N = 15) were dif-
ferentially expressed. Genes involved in gene and protein
expression showed both up- and downregulation, whereas
genes involved in sarcomeric and cytoskeletal functions were
mostly upregulated (e.g. B myosin heavy chain (MYH?7),
phospholamban (PLN) and nexilin (NEX)). Fourteen identi-
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SAM analysis of the Q-PCR results.

fied genes involved in the immune response displayed both
up- and downregulation, and the expression changes identi-
fied in metabolic genes (N = 10) were directed mainly towards
increased energy production (e.g. upregulation of cyto-
chrome ¢ oxidase assembly protein (COX17) and adenylate
kinase 1 (AK1)). Nine genes are potentially involved in the
development of fibrosis, and 7 gene expression changes are
indicative of a hypercoagulable state (e.g. upregulation of
02 macroglobulin (A2M) and von Willebrand factor (VWF)).
Based on this interesting finding related to coagulation we
analyzed four additional genes—either not present on our
microarray or not differential in our analysis—by quantita-

tive PCR: endothelial protein C receptor (EPCR), thrombo-
modulin (THBD), P selectin (SELP) and tissue factor (F3).
Of these, EPCR (not present on our microarray) was found to
be downregulated in AF-VHD patients. Finally, seven genes
were found with functions in apoptosis. No specific direction
(pro- or anti-apoptotic) was indicated by the gene changes.
Expression changes were also identified in a few ion channel
encoding genes. Since ion channel genes generally display
low levels of expression and are therefore difficult to assess
with broad-spectrum gene microarrays like those used in the
present study, they were analyzed in a separate investigation
with ion channel-selective analysis tools [23]. Changes in con-
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traction, coagulation and fibrosis-related genes are illus-
trated in Fig. 4B.

As stated in the previous section, VHD has a substantial
effect on the cardiac expression profile. However, among the
169 genes differentially expressed between AF-VHD and
SR-VHD patients, 30 genes were not affected by VHD. These
genes (indicated in bold in Table 3 in the on-line data supple-
ment and (partly) in Fig. 4B) were identified based on the
fact that they were not differentially expressed between
SR-VHD and SR-CTRL patients, but were differentially
expressed between AF-VHD and SR-VHD patients (based
on SAM analysis). Fig. 5 shows the unsupervised hierarchi-
cal clustering of these 30 VHD-independent, AF-specific
genes and all 18 patients. This clustering provided a compa-
rable separation of the AF-VHD and SR-VHD patients to the
clustering based on the 169 genes shown in Fig. 3. Patient
AF-VHDI13 (with the shortest duration of AF) still clusters
together with patient SR-VHD34, whereas patient AF-
VHDOS8 now clusters with the AF-VHD patients. This obser-
vation suggests that some gene changes independent of VHD
may be particularly characteristic of AF. Some of the promi-
nent differential genes in this analysis include genes involved
in inflammation and fibrosis (TGFB1), coagulation (VWF)
and contraction (cardiac troponin I, TNNI3).

Although valve-disease contributions in the AF-VHD and
SR-VHD patient groups were comparable, small differences

did exist. Since mitral valve and aortic valve disease may have
different effects on the atria, two-class SAM analysis was
performed between patients with pure aortic valve disease
(N =9) and patients with pure mitral valve disease (N = 6).
Of the 79 identified genes, only 4 were also found to be dif-
ferential between AF-VHD and SR-VHD patients (identified
in Table 3, on-line data supplement). Therefore, the small dif-
ference in valve disease distribution did not contribute sig-
nificantly to the AF-specific gene expression profile. Simi-
larly, gender differences did not contribute significantly to
the AF-specific gene expression profile (since only two of
62 genes that were differentially expressed between female
and male AF-VHD patients were also differentially expressed
between AF-VHD and SR-VHD patients).

3.3. Quantitative PCR

A comparison of data obtained with microarrays and with
quantitative PCR is shown in Fig. 6. Exact values can be found
in Table 3 (on-line data supplement). Out of 20 genes ana-
lyzed by quantitative PCR, microarray data were obtained
for 17. The remaining three genes either failed to provide
valid microarray values (atrial natriuretic factor, NPPA) or
were not present on the microarray (EPCR and SELP). Quan-
titative PCR results showed EPCR to be significantly down-
regulated. Of the 17 genes analyzed by both methods,
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Fig. 6. Quantitative PCR vs. microarray. Comparison of results obtained with microarray and quantitative PCR analysis. Statistical concordance: Genes dis-
playing similar results with both methods and similar results after statistical analysis. Non-statistical concordance: Genes displaying similar results with both
methods, but only showing statistical significance with one method. Non-statistical discordance: gene displaying different results with both methods, the result
of only one method is validated by statistical analysis. Q-PCR data only: Genes without available microarray data. *: Statistically significant according to

two-class SAM analysis.

11 showed concordant significant up- or down-regulation or
concordant unchanged expression levels. Five genes dis-
played significant up- or down-regulation by one method, and
a similar (same direction) non-significant expression change
by the other. One gene (phospholipase C gamma 2, PLCG2)
showed discordant results.

4. Discussion

With this study, we aimed to provide a global view of car-
diac gene expression changes related to permanent AF. We
have succeeded in obtaining an extensive transcriptomal
analysis, the largest to date on AF patients. The use of repli-
cate spots on our microarrays and replicate hybridizations
allowed us to reliably identify even small expression changes
[13]. This is the great advantage of using dedicated microar-
rays as opposed to genome-wide microarrays, which do not
contain replicate spots. Striking points included the extent to
which valve disease per se remodeled cardiac gene expres-
sion, and the prominent AF-specific changes in genes associ-
ated with fibrosis and thrombosis.

4.1. Comparison with previous genomic analyses
in AF and VHD patients

Thus far, four other studies have used a genomic approach
in the analysis of AF, three of which were on human samples.
In contrast to those studies, we analyzed a more defined AF
population by assessing only patients with chronic AF and
we were careful to include a sinus-rhythm group with similar
heart disease to AF patients. We did not identify the same

expression changes as Kim et al. [7]. This may be related to
the fact that their patients were not in chronic AF or to the
fact that they did not match their control group in underlying
cardiac disease. The latter is underlined by the fact that we
identified differentially-expressed genes from their study as
differently expressed between our SR-VHD and SR-CTRL
patients but none were differentially expressed between our
SR-VHD and AF-VHD patients. The analysis by Ohki-
Kaneda et al. [9]—on a mixed population of chronic and per-
sistent AF patients—resulted in the identification of only
11 AF-related genes (four of which were ESTs). These genes
were either not present on our microarray or not differential
between our SR-VHD and AF-VHD patients. A primary
objective of their study was to create a regression relating
gene expression to cardiac function. In concordance with the
study by Lai et al. [8] we identified up-regulation of the myo-
sin regulatory light chain. The main finding of the study by
Barth et al. [10] was that the atrial myocardium of AF patients
showed a ventricular-like genomic signature. In concordance
with their results we identified an upregulation of transform-
ing growth factor 1 (TGFB1) in human AF patients. Studies
on transgenic mice have shown that increased cardiac expres-
sion of TGFB1 leads to atrial fibrosis [24] and increased vul-
nerability to AF [25]. The upregulation of TGFB1 identified
in our AF patients may therefore play a significant functional
role in promoting atrial fibrosis, a known risk factor for AF
[26-28]. In addition, we identified increased expression of
two genes regulated by TGFB1: the hyaluronan mediated
motility receptor HMMR, whose function is related to the
extracellular matrix and whose mRINA stability is induced by
TGFB1 [29]; and the TGFB1-induced gene TGFB-I, a com-
ponent of the extracellular matrix [30]. The upregulation of
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platelet-derived growth factor f (PDGFB) that we noted in
AF may also lead to the activation of cardiovascular fibro-
blasts and increased collagen deposition [31]. This gene was
also identified by Barth et al. [10].

Our finding that VHD is associated with substantial car-
diac transcriptomal remodeling shows the importance of
matching AF and control patients in underlying cardiac pathol-

ogy.
4.2. Novel elements and potential significance

Numerous functional categories were affected by AF.
Expression levels of genes involved in transcription and genes
involved in protein synthesis or modification were found to
be both up- and downregulated in AF. Two of these genes are
known regulators of cardiac transcription: Gata binding pro-
tein 4 (GATA4), which was upregulated, and nuclear factor
of activated T cells (NFATC1), which was downregulated.
GATAA4 plays a crucial role in cardiogenesis [32] and regu-
lates a set of cardiac-specific genes. Among those genes are
brain natriuretic peptide (BNP) [33,34] and cardiac troponin
I (TNNI3) [35-37], which we found to be upregulated in AF.
NFATC1—as part of the NFAT transcription complex—also
has been found to be involved in cardiac development [38,39].
The differential expression of many genes involved in gene
and protein synthesis is consistent with the extensive changes
in electrical, contractile and structural properties associated
with AF.

AF has already been associated with a hypercoagulable
state by the following observations [40]: First, the loss of atrial
systole leads to increased blood stasis. Secondly, atrial
endocardial damage has been associated with AF. Thirdly,
abnormalities of procoagulant blood constituents have been
found in AF patients. In our study, the AF-specific differen-
tial expression of several genes was suggestive of a hyperco-
agulable state, a result of potential importance to understand-
ing the thromboembolic diathesis in AF. Of those genes, only
VWEF has been previously associated with AF. Several stud-
ies identified an increased plasma level [41-43], increased
endocardial protein expression [44,45], or increased endocar-
dial RNA expression [45]. VWF is a marker of damaged
endothelium and plays a role in platelet aggregation. We also
identified the adhesion glycoprotein CD226, a gene involved
in platelet activation and aggregation [46], as being upregu-
lated in AF. A third upregulated gene with a potential role in
platelet function is Hermansky—Pudlak syndrome 3 (HPS3),
a gene with loss-of-function mutation in patients with the HPS
[47,48]. One of the consequences of this syndrome is impaired
platelet function, related to the absence of platelet dense bod-
ies and decreased aggregation responses. Upregulation of the
gene encoding ectonucleoside triphosphate diphosphohydro-
lase 1 (ENTPD1) might, on the other hand, lead to inhibition
of platelet aggregation [49]. The differential expression of
two other factors may be linked to increased coagulation
directly related to protein C activation. A2M, which was
upregulated in our AF patients, inhibits the anticoagulant

action of activated protein C [50]. EPCR, which was down-
regulated in our AF patients, augments protein C activation
[51]. Finally, downregulation of the coagulation inhibitory
complement component 1 inhibitor precursor (SERPING1)
and upregulation of the plasminogen activator inhibitor (SER-
PINB2) may also be associated with increased coagulation.
Thus far, the search for prothrombotic markers has been
mainly performed by quantification of candidate proteins in
blood samples [52]. Only two studies analyzed potential mark-
ers on a local level in atrial endocardium [44,45]. Our study
identified novel potential prothrombotic markers in AF
patients. These findings may be relevant to both the patho-
physiology and prevention of thromboembolic complica-
tions in AF. Since the risk of stroke in AF is not homoge-
neous, better risk stratification for thromboprophylaxis is
needed.

Overall, we have provided the largest and most detailed
view thus far of gene expression changes related to VHD and
AF in humans. The results of our study may contribute to a
better understanding of the pathobiology of AF and the poten-
tial identification of new therapeutic targets.

4.3. Potential limitations

Since it is not ethically possible to obtain atrial samples
from patients with normal hearts, our SR-CTRL patients did
not have truly normal hearts. This may have affected the
SR-VHD vs. SR-CTRL comparison. However, this did not
affect the discovery of AF-specific genes, since these were
identified by comparing AF-VHD to underlying-disease
matched SR-VHD patients. Because of sample size limita-
tions it was not possible to perform multivariate analysis to
explore the combined effect of AF and potential other vari-
ables like age, mean ventricular heart rate prior to surgery,
the timing of atrial biopsy in relationship to bypass, etc. on
gene expression variations. We were limited to the use of RAA
tissue for our analysis. Our results may therefore not be rep-
resentative of transcriptomal remodeling processes in the atria
as a whole. Had we attempted to obtain samples from other
right and left atrial regions, it would have been virtually
impossible to obtain a large enough patient population, par-
ticularly of patients with sinus rhythm and no valvular dis-
ease.

It is now well-recognized that many episodes of AF can be
asymptomatic [53]. In fact, in patients with known AF, asymp-
tomatic episodes are more common than symptomatic ones
[54]. Therefore, although our SR-CTRL and SR-VHD patients
had no history of AF nor any pre-operative ECGs showing
AF, we cannot be sure that they had never had episodes of
asymptomatic AF prior to surgery. We reviewed all patient
files in detail to determine whether 24-hour Holter monitor-
ing recordings had been obtained in the SR groups. Record-
ings were available for three SR-CTRL patients and one
SR-VHD patient and none showed supraventricular tach-
yarrhythmias. On 6-month follow-up, only one patient had
an episode of AF (SR-VHD34, see Section 3), which was
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restricted to the immediate post-operative period. The possi-
bility of asymptomatic AF in sinus-rhythm control patients
has not been considered in previous studies comparing atrial
samples from AF vs. SR patients [7-10,23,28], and is poten-
tially a significant limitation. The effect of AF episodes in SR
patients would be to diminish the differences between them
and an AF group, and could have reduced our ability to detect
AF-related differences.

Most AF-VHD patients (10 of 11) received anti-
coagulation treatment (fluindone), which might conceivably
affect the expression of genes involved in coagulation,
although there is no known evidence for such regulation. Some
clinical heterogeneity exists within each patient group. If this
heterogeneity is reflected by a heterogeneous atrial gene
expression profile, the affected genes may not have reached
statistical significance in the SAM one- and two-class analy-
ses. Therefore, some genes may have been missed in our study.

Our list of genes involved in AF is probably not exhaus-
tive since we did not use genome-wide microarrays. We pre-
ferred statistical robustness over completeness by analyzing
a subset of the human genome with replicate experiments.
Furthermore, we used a set of genes that we have developed
on the basis of known or strongly suspected involvement in
cardiac physiology and/or pathophysiology (a fact under-
lined by the high percentage of valid expression values in our
study). The risk of missing potentially significant genes not
presently known to be involved in the heart is offset by the
large number of false-positive changes that would inevitably
be detected by adding the remaining ~20,000 genes in the
human transcriptome to the study.
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Résumé

Remodelage de I’expression des canaux ioniques cardiaques : role dans le phénotype
électrophysiologique

Les approches géne a géne ont montré que les cellules cardiaques sont capables d’adapter
leurs propriétés électrophysiologiques a des contraintes externes physiologiques ou
pathologiques, en modifiant I'expression transcriptionnelle de leurs canaux ioniques.
Cependant, elles n’ont fourni que des données partielles. La génomique autorise aujourd’hui
un abord global de ce remodelage. Au cours de ma thése j'ai utilisé des outils de génomique
afin de définir I'ensemble des canaux ioniques cardiaques dont la régulation
transcriptionnelle était modifiée face a des contraintes externes. J'ai d’'une part évalué la
distribution des transcrits des canaux dans différentes régions du cceur humain sain et sa
modulation en fonction du sexe. D’autre part, jai analysé le remodelage ionique associé a la
fibrillation auriculaire, au syndrome de Brugada et a linsuffisance cardiaque. J'ai pu ainsi
montrer que cette régulation transcriptionnelle est systématique, qu’elle concerne un grand
nombre de canaux et notamment leurs sous-unités régulatrices, et enfin qu'elle est
généralement cohérente avec les propriétés électrophysiologiques des cellules cardiaques.
On peut donc supposer que ces cellules utilisent de fagon préférentielle la transcription des
canaux pour adapter leurs propriétés électrophysiologiques. Il reste maintenant a définir
quels sont les facteurs de transcription impliqués dans la régulation des canaux et quels sont
les mécanismes de rétrocontréle qui existent entre le phénotype électrophysiologique des
cellules cardiaques et leur machinerie de transcription.

Mots clefs : génomique — canaux ioniques — remodelage moléculaire — arythmies cardiaques

Abstract

Cardiac ion channel expression remodeling: role in the electrophysiological
phenotype

Gene by gene approaches have shown that cardiac cells adapt their electrophysiological
properties to physiological or pathological situations by modifying gene expression levels of
ion channels. However, these approaches have only provided partial data. Today, genomics
allows to investigate this remodeling in a global way. During my thesis | used genomic tools
to determine which ion channels have a modified transcriptional regulation when exposed to
external pressure. First, the distribution of ion channel gene expression in different regions of
the human heart, and its modulation by gender, was evaluated. Secondly, ionic remodeling
associated with atrial fibrillation, Brugada syndrome and heart failure was analyzed. Thus, |
showed that transcriptional regulation of ion channels is systematic, that it concerns a large
number of ion channels and particularly auxiliary sub-units, and finally that it is generally
consistent with the electrophysiological properties of the cardiac cells. We therefore suggest
that cells preferentially use ion channel transcription to adapt their electrophysiological
properties. We have now to determine which transcription factors are implicated in channel
regulation and what are the feed-back mechanisms between the electrophysiological
phenotype of the cardiac cells and their transcription machinery.

Keywords: genomics — ion channels — molecular remodeling — cardiac arrhythmias
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