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Avant-propos

Les déces dorigine cardiovasculaire représentent la seconde cause de mortalité en France, soit environ
un tiers des déceés (INSEE). Certaines cardiopathies sont d“origine ischémique, liées a la survenue
d“infarctus du myocarde, et conduisant a une insuffisance cardiaque. Cependant, une part importante des
déces dorigine cardiovasculaire est liée des épisodes de troubles du rythme cardiaque conduisant a la
mort subite. Ces troubles du rythme ont pour certains été reliés avec des altérations génétiques
héréditaires. Parmi ces troubles du rythme cardiaque héréditaires, on retrouve entre autres les troubles
progressifs de la conduction cardiaque et le syndrome du QT long. Des avancées récentes montrent que
ces troubles du rythme se développent majoritairement sur des cceurs sains mais peuvent aussi étre

associés a des cardiomyopathies hypertrophiques ou dilatées.

Depuis de nombreuses années, un certain nombre de génes ont été impliqués dans ces troubles du
rythme héréditaires. Ces genes codent entre autre pour des canaux ioniques responsables de 1“activité
électrique cardiaque. Des avancées considérables ont été réalisées dans la compréhension des propriétés
¢électrophysiologiques des canaux ioniques mais aussi dans la compréhension des interactions
moléculaires qui existent entre ces canaux et les autres protéines cellulaires. L utilisation de modeles
animaux possédant le géne porteur de la mutation d“intérét permet aujourd hui d“aller encore plus loin

dans la compréhension des mécanismes pathologiques in vivo.

Parmi ces genes, le géne SCN5A4 qui code pour le canal sodique Navl.5 est associé a de nombreuses
pathologies cardiaques associant troubles du rythme et cardiomyopathie. Cette theése est consacrée a
I“¢tude de deux modéles murins. L*“un de ces modéles est invalidé a 1“état hétérozygote pour le géne
Scnsa (la souris Scn5a™) visant 4 comprendre les mécanismes impliqués dans le développement de
fibrose au cours des troubles progressifs de la conduction cardiaque. L“autre modeéle porteur de la

A . : ., . ) SOKP
délétion de trois acides aminés sur le géne Scnda (la souris Scn5a9%)

vise a comprendre les
mécanismes reliant le canal sodique a une cardiomyopathie dilatée observée dans les cas de syndrome

du QT long chez les patients porteurs de cette mutation.
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INTRODUCTION

Physiopathologie de Nav1.5

1 LE CANAL SODIQUE NAVI1.5

Le canal Navl1.5, codé par le géne SCN54, est le canal sodique cardiaque majoritaire (Yu and Catterall,
2003). 11 constitue la sous-unité o (260 kDa) d“un complexe protéique qui intégre des sous-unités 3
régulatrices et de trés nombreux partenaires protéiques régulateurs de son expression et de son activité
(Rook et al., 2012). La sous-unité o forme ainsi le pore du canal et récapitule ses principales propriétés.
Elle s“organise sous forme de 4 domaines (DI-DIV) similaires mais non identiques, composés chacun de
6 hélices o transmembranaires (S1-S6). Le segment S4 de chaque domaine, riche en résidus
positivement chargés, est responsable de la sensibilit¢ du canal aux variations de potentiel. La boucle
qui relie les segments S5 et S6 de chaque domaine est incluse dans la région transmembranaire du canal

et forme le filtre de sélectivité du canal au niveau extracellulaire (Figure 1).

A

DI DII DIl DIV

NH,*

NH,*
coo-

CO0 -

Figure 1 : Structure du canal sodique dépendant du potentiel. A. Schéma du canal sodique Nav1.5 composé de
4 domaines (DI a DIV) composés chacun de 6 segments transmembranaires. En gris une sous-unité 3 régulatrice.
NH;" : extrémité N-terminale ; COO™ : extrémité C-terminale ; DI a DIV : domaines I a4 IV du canal sodique.
D*aprés Amin et al., 2009. B. Structure cristallographique du canal sodique bactérien Na,Ab. D“apreés Payandeh et
al., 2011.

L“expression des canaux sodiques a été retrouvée chez différentes espéces au cours de 1“évolution

(Anderson and Greenberg, 2001). La présence des canaux sodiques au cours de 1“évolution remonte
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INTRODUCTION

avant la séparation vertébrés / invertébrés. Les propriétés biochimiques, biophysiques et
pharmacologiques sont identiques dans les différentes especes. Neuf isoformes (Navl.l a Navl.9) de
canaux sodiques dépendants du potentiel sont codés par 9 genes situés sur 4 chromosomes différents
(Chr2, 3, 15, 11), proches d“un groupe de genes de la famille HOX qui sont impliqués dans le
développement (Plummer and Meisler, 1999). Cette localisation chromosomique, proche de génes du
développement, peut expliquer I“implication du canal sodique dans le développement cardiaque en cas

de régulation commune de ces 2 fonctions au cours de [“embryogénése.

1.1 EXPRESSION CARDIAQUE DE NAV1.5

1.1.1 NAVI.5 AU COURS DU DEVELOPPEMENT CARDIAQUE

Au stade embryonnaire, le coeur a une activité contractile rythmique dés le stade 8-9 somites soit E8
chez la souris malgré 1“absence de valves et de systéme de conduction (Moorman and Lamers, 1994).
Au cours du développement embryonnaire, [“expression de SCN5A4 augmente. Elle devient détectable
des E9.5, augmente fortement a E11.5 et davantage encore au stade post-natal et adulte (Dominguez et
al., 2008) (Figure 2). Les souris invalidées & 1“¢tat homozygote pour Nav1.5 (Sen5a™) meurent in utero
a E10.5 de défauts de trabéculation du myocarde (Papadatos et al., 2002) (Figure 3). Il est intéressant de
noter que le profil d“expression de Scnja est identique a celui de Scnlb, le géne codant pour une sous-

unité régulatrice de Navl1.5.

A E9,5 E11,5 E12,5 E13,5

w

Expression@el ARNmEeBcn5al)

normaliséearitapportiaiag-actinelt]
N
3
=

1400%

1200%

1000%

800%

600%

400%

200%

Expression@ed ARNm@eScn5al
normaliséefparitapportiaiag-actineltl

*

E95 ENS5 E25 E135 E155 E175 | M N15 A
E95 E115 E125 E135 E155 E175

K

Figure 2 : Profil d’expression de Navl.5 au cours du développement embryonnaire chez la souris. A.
Expression protéique et localisation de Navl.5 au cours du développement cardiaque chez la souris. OFT :
chambre de chasse ; LCCA : partie gauche de 1“oreillette commune ; CV : ventricule commun ; RA : oreillette
droite ; LA : oreillette gauche ; RV : ventricule droit ; LV ventricule gauche ; IVS : septum interventriculaire. La
fleche montre 1“expression de Navl.5 au sein des branches du faisceau de His et la téte de fleche montre la
présence de Navl.5 au sein des trabéculations du myocarde ventriculaire. B. Niveaux d“expression d“ARNm de
ScnSa au cours du développement rapporté au niveau d“expression de la B-actine. D*aprés Dominguez et al., 2008.



INTRODUCTION

Dans les premiéres étapes du développement embryonnaire, Nav1.5 est uniformément exprimé au
niveau cardiaque. Cependant, dés E12.5-E13.5, c“est a dire au moment de la polarisation « apex-base »,
I“expression de Navl.5 se régionalise entre la paroi ventriculaire compacte et les branches droite et
gauche du faisceau de His. Cette cinétique d“expression de Navl.5 au cours du développement
embryonnaire suggere le role central de ce canal dans 1“activité €lectrique cardiaque mais aussi dans
I“architecture cardiaque. Aprés la naissance et jusqu‘au stade adulte, Navl.5 est plus exprimé dans les
oreillettes que dans les ventricules. Cette surexpression est aussi retrouvée au stade adulte chez la souris

et le cochon d“Inde (Li et al., 2002).

Sauvage Scn5a

Figure 3: Anomalies cardiaques a E10,5 chez les souris Scn5a”. Les souris Scn5a’ présentent un
développement normal des bourgeons endocardiques (*) et du tronc artériel (TA) mais un défaut léthal de
trabéculation des ventricules (#) comparé aux souris sauvages. Les fléches indiquent la couche de cellules
endothéliales. Barre = 100 um. D*aprés Papadatos et al., 2002.

1.1.2 LES VARIANTS D ’EPISSAGE DE NAVI1.5

L*¢pissage alternatif du géene SCN5SA conduit a des variants du canal sodique Navl.5. Les 6 variants
d“¢épissage de Nav1.5 sont finement régulés. Cela implique une régulation dépendante des espéces, du
tissu mais aussi de facteurs du développement. Certaines isoformes ont des propriétés
¢lectrophysiologiques identiques, d“autres ont des changements de sensibilit¢é au potentiel et enfin

d“autres ne sont pas fonctionnelles (Tableau 1) (Schroeter et al., 2010).

Parmi I“ensemble des variants, Navl.5e est le plus fréquent au niveau cardiaque ou il correspond a la
forme néonatale du canal sodique. Cette isoforme correspond a un changement de 7 acides aminés au
niveau des segments S3 et S4 du domaine DI. Ses propriétés électrophysiologiques sont différentes de la

forme adulte. Le role précis de cette isoforme dans le développement cardiaque est encore inconnu.

En raison de cette régulation d“¢épissage, 1“effet d“une mutation sur le canal sodique Navl.5 peut étre

amplifié¢ ou annihilé dans un tissu comparé a un autre ou a un stade précis du développement.
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Tableau 1 : Isoformes du canal sodique Nav1.5

d}:é?)l;;::;e Tissus Espéce Electrophysiologie Remarques
Navl.5a Ceeur Souris, rat, cochon Décalage négatif de Absent du coeur humain
Cerveau Souris [“inactivation Présent dans les lignées
Ganglions Rat HiBS5, NB-1 et ST14A
spinaux
Navl.5b Coeur Souris Non fonctionnel Absent du coeur humain,
de rat, de chien et de
cochon
Navl.5c Ceeur Humain, souris Aucun changement Ceeur sain et pathologique,
variant Q1077
Ganglions Rat Présent dans les lignées
trigémingés NB-1 avec la forme
Ganglions Souris, rat AQ1077
spinaux
Navl.5d Coeur Humain Diminution du courant au pic Absent chez la souris, rat,
Décalage positif de chien et cochon
I“activation et de 1“inactivation
Navl.5e Ceeur Souris Diminution du courant au pic ~ Présent au stade néonatal
Cerveau Décalage positif de Absent au stade adulte
Cancer du Humain [“activation et négatif de Role important dans les
sein I“inactivation métastases
Navl.5f Cerveau Humain, rat Non fonctionnel
Foie, reins Rat
Poumons, Rat
muscles
Testicules Absent du ceeur de
coeur nouveau-nés

D“aprés Schroeter et al., 2010. HiBS5 : lignée de cellules souches progénitrice de cellules hippocampales de rat ;
NB-1: lignée cellulaire humaine issue de neuroblastome ; ST14A : lignée cellulaire progénitrice des cellules
striatales de rat.

1.2 LOCALISATION TISSULAIRE ET CELLULAIRE DE NAV1.5 AU NIVEAU CARDIAQUE

Des études d“immunohistochimie, de RT-PCR et d*hybridation in situ ont permis de connaitre la
localisation de Nav1.5 dans le tissu cardiaque. Nav1.5 est exprimé au niveau de la membrane plasmique
des cardiomyocytes avec une concentration plus importante au niveau des disques intercalaires que des
membranes latérales du cardiomyocyte (Cohen, 1996; Maier et al., 2004). Un groupe de canaux a aussi
été mis en évidence au niveau des tubules transverses dont le réle est encore mal compris (Shy et al.,
2013). La régionalisation de Navl.5 suggére un réle primordial de ce canal dans I“initiation et la
propagation du potentiel d“action cardiaque. En plus du canal Nav1l.5 qui est majoritairement exprimé,
d“autres canaux « non cardiaques » tels que Navl.1, Navl.3, Nav1.6 et Navl.8 sont aussi exprimés au
sein du myocarde. Principalement localisés au niveau des tubules T, il semble qu‘ils aient un rdle de
propagation de I“influx électrique vers le centre des cardiomyocytes alors que Navl.5 a plus un role

dans la conduction électrique globale (Cusdin et al., 2008). Aucune étude ne démontre le role
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physiologique du canal sodique squelettique Nav1.4 endogéne dans le cceur. Une étude semble montrer

la présence d“ARNm de Nav1.4 sans que cela ne soit clairement démontré (Pereon et al., 2003).

L“expression de Navl.5 au sein du myocarde n“est pas homogene (Figure 4). Un gradient d“expression
transmural pour Nav1.5 existe au sein de la paroi ventriculaire et ce autant au niveau du ventricule droit
que du ventricule gauche. L*expression de Navl.5 est trés faible au sein du nceud sinusal et du nceud
atrio-ventriculaire alors que son expression est plus élevée en périphérie du nceud sinusal et au niveau
des faisceaux de His et fibres de Purkinje. Cette expression organisée de Navl.5 suggere son role dans

la conduction atriale et ventriculaire (Remme et al., 2009b).

Ventricule®GH Ventricule®D?

Figure 4 : Localisation tissulaire de Nav1l.5 au stade adulte chez la souris. L“expression de Navl.5 est plus
faible au niveau de 1“¢picarde (pointes) que de 1“endocarde du ventricule gauche. Au sein du ventricule droit,
I“expression est plus forte au niveau de 1“endocarde (fleches) que de 1“épicarde (pointes). LV : ventricule gauche ;
RV : ventricule droit ; m : cellules M. D*aprés Remme et al., 2009b.

Outre la différence de gradient d“expression de Nav1l.5 entre 1“¢épicarde et I“endocarde, la chambre de
chasse du ventricule droit (RVOT pour Right Ventricular Outflow Tract), est une région particuliere au
sein du ventricule droit. Cette région a une conduction myocardique ralentie comparée au reste du
ventricule droit en raison d“une expression réduite de Navl.5 et de la connexine 43, protéines clés du
couplage électrique entre les cardiomyocytes (Figure 5). Cette hétérogénéité au sein méme du ventricule
droit est a 1"heure actuelle une des pistes explicatives de 1“origine des pathologies cardiaques sodiques
débutant dans la partie droite du cceur et dans lesquelles un défaut de conduction est observé (Boukens

et al., 2013). Parmi ces pathologies, on retrouve le syndrome de Brugada.
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LV. RV RVOT

Nav1.5 260 kDa

Calnexine 100 kDa

Nav1.5/Calnexine

LV RV RVOT

Figure 5 : Réduction de ’expression de Nav1.5 dans la chambre de chasse du ventricule droit (RVOT) chez
la souris. A. Localisation anatomique du RVOT. AO : Aorte ; TP : tronc artériel pulmonaire ; LV : ventricule
gauche. B. Diminution significative de 1“expression de Navl.5 normalisé par rapport a la Calnexine dans le
RVOT. D*“aprés Boukens et al., 2013.

1.3 EXPRESSION DE NAV1.5 DANS LES AUTRES TYPES CELLULAIRES

L“&ude du muscle cardiaque est trop souvent limitée a 1“¢tude des cardiomyocytes. Des les années
1980, Nag a montré que le cceur était composé en majorité (65 a 70%) de cellules non musculaires
(fibroblastes, cellules endothéliales, péricytes, cellules musculaires lisses vasculaires et macrophages)
(Nag, 1980). Parmi ces 5 types cellulaires, les études de Camelliti ont montré que les fibroblastes étaient
trés nettement majoritaires (Camelliti et al., 2005). Une étude récente montre la présence du canal
sodique Navl.5 dans des fibroblastes atriaux humains. Je reviendrai par la suite (Partie 2, §5.2) sur le
role de ces fibroblastes dans les processus fibrotiques, mais il est intéressant de noter que les auteurs ont
observé que 1“expression et la fonctionnalité de Navl.5 augmentait lors de la différentiation des
fibroblastes en myofibroblastes (Chatelier et al., 2012). La conductance sodique portée par le canal
sodique nav1.5 a aussi été mise en évidence au niveau des myocytes des artéres coronaires (Quignard

etal, 1997).

En plus de son expression au niveau cardiaque, le canal sodique Navl.5 est exprimé dans différents
types cellulaires tels que les cellules endothéliales vasculaires et musculaires lisses bronchiques
(Andrikopoulos et al., 2011; Bocquet et al., 2010; Bradley et al., 2013) mais aussi au niveau des ilots
pancréatiques, astrocytes, macrophages, lymphocytes et cellules cancéreuses (Black and Waxman,
2013). Tous ces types cellulaires n“étant pas excitables, et bien que cela n“empéche pas le canal sodique
de jouer un réle important dans le maintien du potentiel de repos comme c“est le cas pour les cellules
cancéreuses, on peut imaginer un role de Nav1.5 bien plus complexe que celui d“un canal ionique ayant
pour seule et unique fonction de faciliter le passage des ions au travers de la membrane plasmique. La
place de Nav1l.5 au sein d“un macrocomplexe protéique est discutée par la suite en relation avec ses

partenaires.
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1.4 LE COURANT SODIQUE Iy,

1.4.1 ROLE PHYSIOLOGIQUE DU COURANT SODIQUE Iy,

Dans des conditions de repos, la concentration sodique intracellulaire varie entre 4 mM et 8 mM chez
les gros animaux tels que le lapin, le cochon d“Inde et le chien (Gao et al., 2005; Despa et al., 2002;
Gray et al., 2001) et est légérement plus importante (9 a 14 mM) chez le rat et la souris (Yao et al.,
1998; Despa et al., 2005; Donoso et al., 1992). Dans ces conditions de repos, le flux de sodium au
travers de la membrane plasmique n“est pas nul, il représente une entrée de 1| mM/min et est totalement
contrebalancé par 1“activité de la pompe Na'/K" ATPase du sarcolemme. Seulement 15% de ce flux est
assuré par les canaux sodiques dépendants du potentiel et la majorité (30%) est sous la dépendance de
I“échangeur Na/Ca (Despa and Bers, 2013). Le role physiologique de cet échangeur sera discuté par la
suite (Partie 3 §6.2.2).

Les enregistrements électrophysiologiques du flux de sodium au travers de Navl.5 montrent que le
courant généré est caractéris€¢ par une phase d“activation rapide (2-3 millisecondes) et d“inactivation
plus lente. Au cours de la dépolarisation membranaire, 50% de 1“entrée totale de sodium a lieu au cours
de 1“activation du canal et les 50% restant se faisant au cours de la phase d“inactivation plus lente qui
dure tout ou partie de la durée du potentiel d“action cardiaque (Makielski and Farley, 2006). La
conjonction de ces deux phénomeénes d“activation et d“inactivation du canal est responsable d“un flux
massif de sodium entrant dans la cellule. L“entrée de sodium via le canal Nav1.5 au cours d“un potentiel
d“action a été estimée a 8 uM (Bers et al., 2003). Pour une cellule se dépolarisant a la fréquence de
1 Hz, le flux de sodium est de 3 mM/min, soit 3 fois plus que dans des conditions de repos. Les canaux
sodiques dépendants du potentiel ne sont impliqués que dans 0,5 mM/min de cet influx. L“inactivation
du canal étant nettement plus lente que son activation, on peut aisément imaginer que tout défaut de
I“inactivation du canal sodique va conduire a une augmentation de la concentration de sodium sous-

membranaire plus importante et prolongée dans le temps.

Le flux de sodium n‘est pas porté exclusivement par les canaux Navl.5. La proportion de courant
imputable aux canaux Nav1.5 varie selon les études et les modéles entre 73% et 92% (Kaufmann et al.,
2013; Haufe et al., 2005; Sakakibara et al., 1992; Duclohier and Spach, 2001). Le r6le des autres canaux
dits « non cardiaques » n“est donc pas négligeable dans la physiologie cardiaque et surtout dans la
physiopathologie. De trés nombreuses études génétiques ont aussi démontré 1“implication du géne
SCN10A4 codant pour Navl.8 dans la modulation de la conduction cardiaque (Chambers et al., 2010)
ainsi que son implication dans la modulation des effets pro-arythmiques des mutations de Nav1.5 (Yang

et al., 2012; van den Boogaard et al., 2014) et comme facteur aggravant dans le syndrome de Brugada
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(Bezzina et al.,, 2013). Les travaux de 1“¢quipe de Rosen ont montré que la sur-expression
« thérapeutique» de Nav1.4 pourrait étre bénéfique dans la prévention des arythmies post-ischémiques

(Anyukhovsky et al., 2010).

L“entrée de sodium induit la dépolarisation de la membrane plasmique des cardiomyocytes et initie le
potentiel d“action cardiaque, c“est la phase 0 du potentiel d“action cardiaque. Les potentiels d“action
auriculaires et ventriculaires sont dits sodiques en raison du réle majeur des canaux Navl.5 dans la
phase de dépolarisation rapide. A la différence, les potentiels d“action nodaux sont dits calciques en
raison de leur phase de dépolarisation plus lente qui est dominée par 1“activation des canaux calciques.
A la suite de la phase de dépolarisation, une phase 1 de repolarisation transitoire portée par le courant I,
et 1“inactivation du courant sodique est suivie d“une phase 2 de maintien du potentiel assurée par les
canaux calciques (Ic,1) et I“échangeur Na/Ca (Inyca). Enfin, la phase 3 correspond a la repolarisation des
cardiomyocytes sous la dépendance des canaux potassiques KCNQI1 (Ig;) et hERG (Ik,). Le potentiel de
repos ventriculaire et atrial est maintenu par le courant Iy, et la pompe Na/K ATPase alors que la pente
de dépolarisation diastolique du nceud sinusal et du nceud atrio-ventriculaire est supportée par le courant
I, c“est la phase 4 du potentiel d“action (Figure 6A). L“expression des canaux ioniques qui régissent les
potentiels d“actions ventriculaires humain et murin est différente et explique la différence de

morphologie entre les deux types de potentiels d“action (Nerbonne, 2004) (Figure 6B).

A B

Hommel Souris@

Figure 6 : Potentiel d’action humain (A) et murin (B) et courants ioniques impliqués. La phase 0 correspond
a la dépolarisation rapide portée par le courant Iy,. La phase 1 de repolarisation précoce est portée par les courants
Ii, ainsi que par I“inactivation du courant sodique Iy,. La phase 2 de plateau, absente chez la souris est portée par
les courants Ic,1 et Inaco. La phase 3 de repolarisation est portée par les courants potassiques Ixs et I, Ces
courants sont pratiquement absents chez la souris alors qu“ils ont un réle important dans la phase de repolarisation
humaine. Le maintient du potentiel de repos est assuré par les courants Ix; et Iy,x. D“aprés Nerbonne, 2004.
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Comme nous avons pu le voir précédemment, [“expression du canal sodique n“est pas homogene au sein
du myocarde. De nombreuses études se sont intéressées a la densité relative du courant sodique dans les
différentes parties du myocarde ventriculaire sur des modeles animaux. Les résultats expérimentaux
restent assez contradictoires. Deux études ont montré que la densité du courant sodique Iy, sur des
cardiomyocytes sous-épicardiques était diminuée en comparaison avec des cardiomyocytes sous-
endocardiques (Ashamalla et al., 2001; Szab6 et al., 2005). Dans le méme temps, Cordeiro et ses
collaborateurs montrent que la densité de courant est homogene au sein du myocarde (Cordeiro et al.,
2008) et a I“inverse, dans un modéle de rat, Honen et ses collaborateurs montrent qu‘elle est augmentée
dans la région sous-épicardique (Honen and Saint, 2002). Une réduction de la densité de courant
sodique au niveau épicardique aurait pour conséquence une réduction de la vitesse de conduction mais
aussi un raccourcissement de la durée du potentiel d“action. Physiologiquement, au vu des
enregistrements de potentiels d“action in situ, 1"hypothése d“une réduction du courant dans les

cardiomyocytes sous-épicardique est privilégiée.

La somme des activités électriques cellulaires peut étre enregistrée par 1“électrocardiogramme de surface
(ECQG). Ainsi, sur un ECG humain, la premi¢re onde positive sur la dérivation périphérique DI
correspond a la dépolarisation des oreillettes, c“est I“onde P. Le complexe QRS refléte la dépolarisation
complexe autant dans le temps que dans 1“espace des ventricules et la derniére onde positive, [“onde T
traduit elle la repolarisation des ventricules (Figure 7). Il est donc possible a la vue d“un ECG de
détecter une anomalie de fonctionnement du canal sodique Navl.5. Par exemple, un élargissement de
I“intervalle QRS est le signe de troubles de la conduction ventriculaire liés a une perte de fonction du le
canal sodique alors qu“un allongement de 1“intervalle QT peut étre le signe d“un gain de fonction pour

Navl1.5 entrainant un syndrome du QT long.

D“un point de vue plus moléculaire et biophysique, [“activation du canal sodique Nav1.5 met en jeu le
mouvement des 4 segments S4 en fonction de la différence de potentiel entre 1“intérieur et 1“extérieur de
la cellule (Catterall, 2012). Les mécanismes complexes de 1“activation sont aujourd hui bien caractérisés
et ne seront pas abordés en détail dans cette thése. Cependant, notons que la notion d“activation du canal
sodique remonte aux débuts de 1“¢lectrophysiologie cellulaire puisque Hodgkin et Huxley ont postulé en
1952 que I*activation nécessitait le mouvement de charges positives au travers de la membrane
plasmique (Hodgkin and Huxley, 1952). Les mécanisme d‘activation du canal et sa sélectivité au
sodium sont traités de fagon détaillée dans la revue récente de Catterall, 2014. Lorsque 1°on s“intéresse
au canal sodique, on parle par abus de langage et par simplification de 3 états conformationnels, fermé,
ouvert et inactivé. Ces 3 états ne sont pas faux puisque c“est ainsi que Hodgkin et Huxley (Hodgkin and
Huxley, 1952) ont défini pour la premiére fois le mécanisme, mais on sait aujourd“hui qu“ils regroupent

plusieurs sous-états. A 1“heure actuelle, trois modeles basés sur 1“existence de 3 états fermés et un état
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ouvert et se différencient sur le nombre d“états inactivés (1, 3 ou 4) (Ulbricht, 2005).
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Figure 7 : Représentation schématique de I’électrocardiogramme (ECG) humain. La dépolarisation qui nait
au niveau du neceud sinusal se propage dans 1“ensemble des oreillettes, c“est 1“onde P. La dépolarisation se propage
au travers du nceud atrio-ventriculaire pour dépolariser les ventricules (complexe QRS) de [“apex vers la base et de
I“endocarde vers 1“¢picarde. La repolarisation des ventricules se fait ensuite de la base vers 1“apex et de [“€picarde
vers 1“endocarde, c“est 1“onde T. La repolarisation des oreillettes est noyée dans le complexe QRS.

Dans cette thése je ne m“intéresse pas aux régulations du canal sodique par les diverses
phosphorylations et glycosylations. Cependant, il faut savoir qu‘elles ont un role majeur dans la
physiologie du canal. La N-glycosylation du canal a ét¢ montrée in vitro et en conditions pathologiques
comme modifiant les dépendances au potentiel de 1“activation et de 1“inactivation du canal (Zhang et al.,
1999; Cohen and Levitt, 1993; Ufret-Vincenty et al., 2001). Les phosphorylations du canal sont plus
complexes et plus nombreuses. Ainsi la phosphorylation dépendante de la PKA aurait un role dans
I“adressage du canal & la membrane et aurait pour effet d“augmenter la densit¢ de courant sodique
(Murphy et al., 1996; Zhou et al., 2000; Frohnwieser et al., 1997). Les phosphorylations dépendantes de
la PKC sont encore mal comprises, elles peuvent augmenter ou diminuer 1“amplitude du courant et
modifier les sensibilités au potentiel de 1“activation et de I“inactivation (Watson and Gold, 1997; Qu et
al., 1994). Dautres kinases telles que la Calcium-Calmoduline Kinase II (CaMKII) et les tyrosines
kinases ont aussi des effets modulateurs de la fonction de Navl1.5 (Rook et al., 2012; Sag et al.,, 2014)

1.4.2 LE COURANT SODIQUE : UNE INACTIVATION EN 2 ETAPES
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Au cours d“une dépolarisation, le canal sodique s“inactive lentement, le rendant « non activable » pour
un certain temps. L“nactivation du canal sodique débute au méme potentiel que son activation, la
différence majeure de cinétiques étant responsable de la forme du courant sodique. D“un point de vue
physiologique, une fois dans un état inactivé les canaux ne peuvent s“activer de nouveau avant un
certain temps, qui correspond au temps de la levée de I“inactivation et détermine la période réfractaire

(Balser, 2001).

L“inactivation du canal Navl.5 se décompose en deux étapes : (1) une inactivation rapide, et (2) une

inactivation lente.

1.4.2.1 L’inactivation rapide
Plusieurs régions du canal sont impliquées dans son inactivation rapide (10 ms). Le mouvement du
segment S4 du domaine DIV lors de I“activation du canal initie le processus d‘inactivation.
L“inactivation du canal sodique met aussi en jeu le mouvement de la boucle entre les domaines DIII-
DIV (Stiihmer et al., 1989). Le troisi¢me partenaire est la boucle qui relie les segments S3 et S4 des
domaines DIII et DIV (Vassilev et al., 1988). Par la suite de nombreuses études ont précisé la région de
la boucle DII-DIV impliquée dans ce processus. Le domaine IFM (Isoleucine, Phénylalanine et
Meéthionine en position 1488-1490) de cette boucle est central dans ce mécanisme (West et al., 1992).
Les glycine et proline situées a proximité du domaine IFM servent au repliement du domaine IFM dans
le pore du canal (Kellenberger et al., 1996). On parle de mécanisme en « hinged lid ». Le domaine IFM
est stabilisé par des interactions avec les boucles intracellulaires entre les segments S4 et S5 des
domaines DIII et DIV (Catterall, 2014; Balser, 2001). L“utilisation d“anticorps contre la boucle DIII-
DIV bloque le mécanisme d‘inactivation rapide et inversement, [“utilisation intracellulaire du peptide
KIFMK restaure 1“inactivation (Tikhonov and Zhorov, 2007). Une fois le processus enclenché,
I“interaction avec la partie C-terminale stabilise 1“€tat d“inactivation rapide (Nguyen and Goldin, 2010;

Motoike et al., 2004).

1.4.2.2 L’inactivation lente
Aprés une dépolarisation prolongée, 1“inactivation lente des canaux sodiques se fait avec des constantes
de temps de I“ordre de la centaine de millisecondes a la seconde. Elle a ét¢ montrée pour la premiére
fois sur une préparation d“axone géant de Calmar (Adelman and Palti, 1969). Le mécanisme de
I“inactivation lente du canal sodique est moins bien connu que celui de 1“inactivation rapide. Ceci rend
confuse sa dénomination. On parle indifféremment d“inactivation intermédiaire, lente ou bien ultra-
lente, une troisiéme composante de 1“inactivation étant parfois méme supposée. Cependant, des études
ont montré que cette inactivation n“était pas liée a 1“inactivation rapide du canal. En effet, des mutations
abolissant 1“inactivation rapide n“affectent pas I“inactivation lente (Vedantham and Cannon, 1998;
Featherstone et al., 1996). L“utilisation de formes mutées au niveau du filtre de sélectivité du canal

(motif DEKA) (Hilber et al., 2005; Todt et al., 1999), des segments S6 et de la partie C-terminale du
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canal impliquent ces régions dans ce mécanisme (Chen et al., 2006¢; Xiao et al., 2005; Pavlov et al.,
2005; Vilin et al., 2001; Balser et al., 1996; Hilber et al., 2005; Todt et al., 1999). Expérimentalement,
au cours des protocoles de dépolarisations positives, une phase précoce de cette inactivation lente
apparait avec une constante de temps d“environ 20 ms. Une phase plus tardive ou intermédiaire de cette
inactivation lente apparait lorsque les dépolarisations sont répétées a une fréquence de 0,2 Hza 1 Hz. Le
courant sodique se réduit alors et le retour a 1¢tat initial est trés lent (Catterall, 2014). Dans le muscle
cardiaque, I“inactivation lente n“est jamais compléte contrairement a ce que 1“on peut observer dans le

muscle strié qui est soumis a des dépolarisations plus longues (Vilin et al., 1999).

Le processus d“inactivation du canal ne suit pas obligatoirement son activation. Les canaux sodiques
peuvent étre dans cet état indifféremment de leur état initial (fermé, activé, inactivé) (Zhou et al., 2001).
Lorsque les canaux sont initialement fermés, on parle alors d“état « inactivé-fermé ». Des mutations qui
favorisent cet état d“inactivation réduisent fortement 1“effet des molécules anti-arythmiques de classe I

(Balser, 2001).

1.4.3 LES COURANTS SODIQUES RETARDES

La notion de courant sodique retardé est assez variable dans la littérature. On retrouve les notions de
« sustained current I, » ou de « persistent current I,, » ou bien encore de « late current Iy e ». Ces
courants, souvent considérés comme un seul et unique courant sodique retardé, sont impliqués dans
différentes formes du syndrome du QT long de type 3. Cependant, leurs mécanismes ne sont pas

identiques et il est important de bien comprendre les différences qu“ils imposent.

1.4.3.1 Courant sodique retardé ou courant sodique persistant ?
Comme nous I“avons vu précédemment, les canaux sodiques s,activent au cours du potentiel d“action
cardiaque et sont inactivés a 99% a la fin de la phase 1 du potentiel d“action cardiaque. IIs ne peuvent
alors étre réactivés qu“aprés la levée dinactivation qui se fait au cours de la phase 4 du potentiel
d“action. Cependant, une trés faible partie des canaux sodiques peuvent étre réactivés au cours de la
phase 3 du potentiel d“action. Le courant généré par ces canaux (moins de 1% du courant sodique
généré pendant la phase 0) est appelé « le courant de fenétre ». Ce courant de fenétre correspond a la
gamme de potentiel ou se croisent les courbes d“activation et d“inactivation du canal a 1“état stable
(Figure 8). Dans des conditions purement expérimentales, si le potentiel membranaire est maintenu
constant dans cette gamme de potentiels, ce courant de fenétre peut résulter d*un courant a 1“état stable

(Moreno and Clancy, 2012).
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Figure 8 : Le courant de fenétre sodique. A. Le courant de fenétre du canal sodique Navl.5 (gris) correspond a
la gamme de potentiel ou se croisent les courbes d“activation (bleu) et d“inactivation (jaune). B. Le courant de
fenétre intervient au niveau de la fin de la phase 3 du potentiel d“action cardiaque. D*aprés Amin et al., 2009.

Trois mécanismes ont €té mis en évidence pour expliquer 1“augmentation du courant de fenétre (Figure
9). Le premier est un décalage de la courbe d“inactivation vers des potentiels plus dépolarisés
(Wedekind et al., 2001). Le second est un ralentissement de la cinétique d“inactivation du canal (Wang
and Wang, 1996). Le troisiéme mécanisme a été mis en évidence par Groenewegen et ses collaborateurs
lors de 1“¢tude de la mutation [1768V sur le canal sodique (Groenewegen et al., 2003). Au cours de la
phase de repolarisation d“un potentiel d“action, I“augmentation du courant de fenétre peut étre la
conséquence du mécanisme de « non equilibrium gating ». Ce mécanisme est la conséquence d“une

réactivation plus rapide des canaux sodiques. (Clancy, 2003).

L augmentation du courant de fenétre est corrélée avec le risque d“induire des activités déclenchées
arythmogénes (Zeng and Rudy, 1995). La gamme de potentiels de ce courant de fenétre est tres réduite
en conditions physiologiques ce qui minimise son réle dans le décours du potentiel d“action (Makielski
and Farley, 2006) mais certaines des mutations sur le canal Nav1.5, impliquées dans le syndrome du QT
long de type 3 (L619F, N1325S et R1644H), induisent une augmentation majeure du courant de fenétre,
en amplitude et en gamme de potentiel, pouvant étre causale dans le phénotype des patients (Wehrens et

al., 2003; Wang et al., 1996).

Dans des conditions physiologiques, [“inactivation sodique n“est jamais totalement compléte, le courant
sodique résiduel est appelé « courant sodique persistant (Inaue) » (Maier and Sossalla, 2013; Noble and
Noble, 2006; Zaza et al., 2008) (Bennett et al., 1995). Ce courant est négligeable, environ 0,1% du
courant sodique au pic. Il est la conséquence de la réouverture des canaux sodiques durant la phase de
dépolarisation. Cette réouverture se fait selon 2 mécanismes : un premier mécanisme de « burst
openings » et un second d“ouverture tardive aléatoire (Maltsev and Undrovinas, 2008). Ce courant a été
assez bien caractérisé dans chez les patients atteints de syndrome du QT long de type 3 grice aux
inhibiteurs sodiques tels que la Ranolazine ou la Mexiletine qui réduisent de maniére importante

I“intervalle QTc¢ en bloquant préférenticllement le courant persistant par rapport au courant sodique au
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pic (Benhorin et al., 2000; Moss et al., 2008).

La majorité des mutations dites « gain-de-fonction » se manifeste par un ralentissement de 1“inactivation
rapide du canal, induisant un courant sodique persistant (I, ou I,y suivant les publications). Il est
important de faire la différence entre ces mutations et celles dont I“inactivation ne sera pas totale.
Suivant le temps au cours de la dépolarisation ou 1“on mesure ce courant résiduel, on s“intéressera a I“un
ou l“autre des mécanismes. La mesure du courant sodique persistant, pour lequel 1“inactivation est
incomplete, s“effectue apres plus de 300 ms de dépolarisation. Toutes les mesures faites autour de 100
ms de dépolarisation surestiment ce courant en prenant en compte le ralentissement de la cinétique

d“inactivation.

Courant de fenétre Courant persistant
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Figure 9 : Courant de fenétre ou courant persistant. A. L“augmentation du courant de fenétre peut étre la
conséquence d“un décalage de la courbe d“inactivation ou d‘une inactivation ralentie. On parle alors de courant
retardé. B. Le courant persistant implique une inactivation non totale sans décalage obligatoire de la courbe
d“inactivation. D“aprés Amin et al., 2009.

Courant de fenétre, courant retardé et courant persistant sont trés différents d“un point de vue
fonctionnel mais ont des conséquences arythmiques communes au cours des phases 2 et 3 du potentiel
d“action cardiaque. IlIs maintiennent une dépolarisation des cardiomyocytes (en défaveur des courants
potassiques repolarisants) ce qui retarde la repolarisation et induit des troubles du rythme tels que les
post-dépolarisations précoces (EADs) qui sont connues pour déclencher de troubles du rythme

ventriculaire tels que des torsades de pointes (Yan et al., 2001).
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1.4.3.2 Régulation physiologique et pharmacologique du courant sodique
persistant

De maniére physiologique, les sous-unités [ régulatrices de Navl,5 augmentent le courant sodique
retardé en ralentissant les cinétiques d“inactivation (Maltsev et al., 2009). De la méme maniére, tous les
régulateurs de Nav1.5 qui vont ralentir ou décaler [“inactivation vers des potentiels plus positifs, vont
augmenter ce courant. Le courant persistant, qui est minime en conditions physiologiques, est régulé
positivement par la CaMKII et par la PKC (Ma et al., 2012). L“action de la CaMKII sera discutée par la
suite, mais il est important de noter qu“elle est activée par le calcium intracellulaire mais aussi par
I“oxydation, la forme Ox-CamKII étant capable d“augmenter le courant sodique persistant. Ward et ses
collaborateurs ont montré en 1997 que les espéces réactives de 1“oxygéne et, plus particuliérement le
peroxyde d“hydrogeéne H,O,, ralentissaient 1“inactivation sodique et augmentaient le courant sodique

persistant (Ward and Giles, 1997; Sag et al., 2013).

D“un point de vue pharmacologique, le courant sodique persistant peut étre induit par de nombreuses
toxines telle que I"ATX-II (Sea Anemonia Toxin) (Mantegazza et al., 1998) ou par les alcaloides tels que
la Veratridine (Zong et al., 1992). Ces molécules ont pour effet de ralentir et/ou de limiter I“inactivation
des canaux sodiques. L“ATX-II, par exemple, augmente le courant sodique persistant sans pour autant
augmenter le courant de fenétre. Le courant Iy, persistant est bloqué par 1“ensemble des inhibiteurs
connus pour le canal sodique (TTX, STX, Cd*, Flécainide, Lidocaine, Quinidine, Mexiletine, etc....)
(Sicouri et al., 1997; Maltsev et al., 2007; Nagatomo et al., 2000; Maltsev et al., 1998). Cependant ces
inhibiteurs ne discriminent pas le courant au pic du courant persistant. La Ranolazine est actuellement
I’inhibiteur le plus spécifique du courant persistant vis-a-vis du courant au pic (Fredj et al., 2006). La
Ranolazine discrimine le courant persistant mais bloque aussi d’autres courants (potassiques et
calciques) dans de moindres mesures (Antzelevitch et al., 2004). D*autres inhibiteurs tels que le F15845
(Bocquet et al., 2010) et le GS-(485)967 (Belardinelli et al., 2013) ont été développés avec une
spécificité accrue pour le courant persistant. Ils doivent étre mieux caractérisés dans les années a venir

(Figure 10).
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Figure 10 : Courbes doses-réponse de la Flécainide (A), de la Ranolazine (B) et du GS-967 (C) sur les
courants ioniques sodiques et potassiques. Contrairement a la Flécainide et a la Ranolazine qui, aux doses
efficaces pour bloquer de maniére significative le courant sodique persistant, affectent fortement le courant Iy, et
touchent aussi le courant sodique au pic, le GS967 ne semble pas avoir ces effets délétéres. D*aprés Belardinelli et
al., 2013.

1.4.3.3 Pertinence de la Ranolazine pour I’étude des conséquences
pathologiques du courant sodique persistant

Deux revues récentes (Pourrier et al., 2014; Papp et al., 2014) discutent de la pertinence du courant
sodique persistant et de son lien de causalité avec le développement de cardiomyopathies. Il est admis
qu‘une augmentation du courant sodique persistant induit une élévation du calcium intracellulaire et in
fine des troubles du rythme associés a une dysfonction ventriculaire (Shryock et al., 2013; Zaza and
Rocchetti, 2013). Une perfusion de Ranolazine a des patients LQT3 permet une réduction de 1“intervalle
QTc ainsi qu“une amélioration des parameétres de relaxation (Moss et al., 2008). L*implication du
courant sodique dans d“autres pathologies a ét¢ démontrée dans une étude de Sossalla et ses
collaborateurs, dans laquelle la Ranolazine augmente la relaxation myocardique sur des prélévements de
cceurs humains en insuffisance cardiaque (Sossalla et al., 2008). Dans un autre contexte pathologique
quest I“hypertension artérielle, il a été montré que le courant sodique persistant était augmenté et
qu“aprés 3 mois de traitement avec la Ranolazine, 1“hypertrophie cardiaque était ralentie et le cycle
calcique revenu a un état basal (Aistrup et al., 2013). L“ensemble de ces études montrent un réle clé du

courant sodique persistant et ce, bien au dela de ses conséquences rythmiques.

Cependant, il est vrai que la Ranolazine a d“autres cibles pharmacologiques que le canal sodique
cardiaque aux concentrations utilisées (Antzelevitch et al., 2004). Parmi ces cibles, on trouve les canaux
calciques de type L qui sont responsables d“une grande partie de 1“entrée du calcium dans la cellule.
Leur inhibition, a elle seule, peut réverser les processus de dysfonction diastolique. Un effet de la
Ranolazine sur la sensibilité des myofilaments au calcium a aussi été démontré (Lovelock et al., 2012).
La Ranolazine est aussi un inhibiteur de 1“oxydation des acides gras qui limite 1“entrée de H' dans la

cellule. Cette spécificité d“action est a la base de son utilisation comme molécule anti-ischémique. Deux
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autres études confirment que 1“utilisation de Ranolazine améliore la fonction cardiaque sans pour autant
faire de lien direct avec le courant sodique persistant (Sabbah et al., 2002; Rastogi et al., 2008). L*essai
clinique RALI-DHF qui a pour but de démontrer 1“effet de la Ranolazine dans le traitement de la
dysfonction diastolique ne semble pas montrer d“effet majeur sur I“amélioration des parameétres de

relaxation myocardique (Maier et al., 2013).

Une étude récente réalisée sur des cardiomyocytes de chien montre que le courant persistant n“est pas
uniquement di aux canaux Navl.5. En effet, en utilisant du MTSEA (2-aminoethyl
methanethiosulfonate) qui bloque de maniére irréversible les canaux Nav1.5 de maniére spécifique, Biet
et ses collaborateurs montrent que les canaux sodiques « non cardiaques » ont un role non négligeable

dans le courant persistant (Biet et al., 2012).

2 LES PARTENAIRES DE NAV1.5

Navl.5 a un réle de canal a part entiére mais n“est pas isolé dans la membrane plasmique. Il fait partie
d“un complexe macromoléculaire qui comprend des protéines régulatrices de son activité intrinséque,
des protéines régulatrices de sa stabilité membranaire, des protéines d“adhésion et des protéines de
communication intercellulaire (Tableau 1). Je ne ferai pas ici de revue exhaustive de ces protéines, je me

concentrerai sur les plus pertinentes dans la physiopathologie de nos modéles murins.

2.1 LESPROTEINES REGULATRICES DE NAV1.5

2.1.1 LES SOUS-UNITES BETA REGULATRICES

Les sous-unités B régulatrices sont composées dun domaine transmembranaire avec une courte
séquence C-terminale et un grand domaine N-terminal. Ce domaine N-terminal joue un réle majeur dans
les processus d“adhésion (superfamille des immunoglobulines) (Isom and Catterall, 1996). Ce domaine
facilite 1“interaction des cellules avec la matrice extracellulaire et régule les processus de migration,
d“agrégation cellulaire et d“interaction matrice/cytosquelette (Isom, 2002). Les sous-unités [
régulatrices sont aussi impliquées dans la localisation différentielle de Navl.5 entre les membranes

latérales et les disques intercalaires (Amin et al., 2010).

La sous-unité B1 est codée par le gene SCNIB qui est exprimé dans les tissus cardiaques et neuronaux
(Qu et al., 1999; Qin et al., 2003; Watanabe et al., 2009) sous la forme de 2 isoformes (218 aa et 268 aa)
(Watanabe et al., 2008). La régulation du canal Nav1.5 via la sous-unité B1 se fait selon 2 mécanismes :
le premier passe par l“interaction entre Navl.5 et B1 (Dhar Malhotra et al., 2001) et le second via
“interaction entre B1 et 1“ankyrine B (Malhotra et al., 2000). Les effets de la sous-unité B1 sur le courant
sodique sont assez discutés mais il apparait quelle a pour effet d“augmenter la densité de courant Iy, et

de diminuer le courant sodique persistant dans des modéles de réexpression (Nuss et al., 1995; Valdivia
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et al., 2002; Maltsev et al., 2009) mais aussi dans un mod¢le murin invalidé pour le géne Scnlb (Lopez-
Santiago et al., 2007). Une étude d“ARN interférence sur le géne Scnib, dans un modéle canin
d“insuffisance cardiaque, ne montre pas d“effet sur la densité de courant et une diminution du courant
sodique retardé (Mishra et al., 2011b). Des mutations sur le géne SCNIB ont été associées au syndrome

de Brugada, aux troubles de la conduction cardiaque et a la fibrillation atriale corroborant 1“effet gain-

de-fonction apporté par la sous-unité B1 sur Navl.5 (Watanabe et al., 2009; 2008).

Tableau 2. Partenaires protéiques de Navl.5.

Protéine Gene Interaction avec Navl.5 Effet de ’interaction
14-3-3n) YWHAH Boucle DI-DII Décalage négatif de I“inactivation,
Diminution de la réactivation
a-actinine 2 ACTN2 Boucle DIII-DIV Augmente le courant au pic
Ankyrine-G ANK3 Boucle DII-DIII Augmente la densité et le courant
au pic
B4-spectrine SPTBN4 CaMKII$ Décalage positif de 1“inactivation
Calmoduline CALM1 Domaine 1Q (C-ter), DIII-DIV, EF- Décalage positif de 1“inactivation
hand
CaMKII3 iso3 CAMK2D Boucle DI-DII, f4-spectrine Décalage négatif de 1“inactivation,
Augmentation du courant
persistant
Connexine 40 GJAS ? ?
Connexine 43 GJAl ? Augmentation du courant au pic
Desmogléine 2 DSG?2 ? Augmentation du courant au pic
Dystrophine DMD Syntrophine Augmentation du courant au pic
FGF12B,13 FGF12,13 C-terminal, Calmoduline Décalage positif de 1“inactivation,
Augmentation de la réactivation
A2-syntrophine SNTG2 Domaine PDZ C-terminal Décalage positif de 1“activation
MOG-1 MOGI Boucle DII-DIII Augmentation du courant au pic
Nedd4-2 NEDD41 Domaine PY C-terminal Augmentation du courant au pic
nNOS NOS1 al-syntrophine Augmentation du courant
persistant
Plakophiline-2 PKP2 Site inconnu Augmentation du courant au pic,
Décalage positif de 1“inactivation
PMCA4b ATP2B4 al-syntrophine Diminution du courant persistant
SAP97 DLGI Domaine PDZ C-terminal Augmentation du courant au pic
Telethonine TCAP Site inconnu Décalage négatif de 1“activation
PTPHI PTPN3 Domaine PDZ C-terminal Décalage négatif de I“inactivation
Utrophine UTRN al-syntrophine Diminution du courant au pic
Zasp LDB3 Telethonine ?

Daprés Adsit et al., 2013; Rook et al., 2012.

La sous-unité B2 est codée par le géne SCN2B qui est exprimée dans les tissus cardiaques adultes, autant
au niveau atrial que ventriculaire mais avec une sur-expression au niveau épicardique (Gaborit et al.,
2007). Sa localisation cellulaire est trés précise puisqu‘elle n“est retrouvée qu“au niveau des disques
intercalaires (Maier et al., 2004). La sous-unité 32 a globalement les mémes effets que f1 sur le courant

sodique en augmentant sa densité a la membrane. Sa sur-expression dans des systémes hétérologues
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semble cependant montrer un décalage vers des potentiels plus négatifs des courbes d“activation et
d“inactivation en cas de glycosylation (Johnson, 2006). Comme pour la sous-unité 1, une é¢tude d“ARN
interférence dans un modele canin d“insuffisance cardiaque ne montre pas d“effet sur le courant au pic
avec cependant une augmentation du courant sodique retardé (Mishra et al., 2011b). Aucune étude n*a

encore été faite dans un modéle de souris invalidé pour le géne Scn2b.

La sous-unité B3, codée par le géne SCN3B est exprimée dans les oreillettes et ventricules murins et
humains (Valdivia et al., 2009). Elle a été montrée comme interagissant avec Navl.5 dans des cellules
HEK293 et chez la souris mais ceci est trés discuté (Fahmi et al., 2001). Il semble que la sous-unité 33
interagisse avec la sous-unité Bl et que ce soit 1“une ou 1autre qui interagisse avec Navl.5 (Goldin,
2003). La sur-expression de la sous-unité 3 dans des oocytes de Xénope affecte positivement la densité
de courant sodique en augmentant sa densité, en accélérant la levée dinactivation et en décalant vers
des potentiels plus positifs la courbe d*“inactivation (Fahmi et al., 2001). La souris invalidée pour le géne
Scn3b présente une densité de courant sodique réduite d“environ 30% comparé aux contréles (Hakim et
al.,, 2008). Des mutations sur le géne SCN3B ont été associées au syndrome de Brugada de type 7, et a

des cas de fibrillation atriale et ventriculaire (Adsit et al., 2013).

La sous-unité B4 est codée par le géne SCN4B et est exprimée au niveau neuronal et dans les ventricules
de souris (Maier et al., 2004; Cannon and Bean, 2010). Sa sur-expression dans des cellules tsA201
montre qu‘elle a un effet gain de fonction sur le courant sodique en décalant vers des potentiels négatifs
sa courbe d“activation (Yu et al., 2003). Une mutation sur le géne SCN4B a été associée au syndrome du
QT long de type 10. Elle a pour conséquence d“induire une augmentation du courant sodique retardé

(Medeiros-Domingo et al., 2007).

2.1.2 LE COMPLEXE CALMODULINE / CAMKII

Dans cette partie, je me concentrerai uniquement sur la régulation du courant sodique par la Ca*'-
Calmoduline Kinase II. Les implications physiopathologiques de la CaMKII seront abordées par la suite

(Partie 3, §6.2.1).

La CaMKII régule le courant sodique Iy, de par son activité kinase sur Navl.5 (Herren et al., 2013).
Dans des cardiomyocytes, la CaMKII s“associe avec Navl.5 avant de le phosphoryler (Wagner et al.,
2006). La surexpression de la CaMKII, qu“elle soit chronique via 1“utilisation de mod¢les murins ou
transitoire via 1“utilisation d“adénovirus, conduit a un gain de fonction puis a une perte de fonction du
courant sodique Iy,. Yoon et ses collaborateurs ont montré [“effet de la CaMKII endogéne sur le courant
sodique dans des cardiomyocytes de rat (Yoon et al., 2009). IIs démontrent que la CaMKII décale la
courbe d“inactivation du courant sodique vers des potentiels plus négatifs, ralentit 1“inactivation rapide
des canaux Navl.5, ralentit la cinétique de levée d“inactivation et augmente le courant sodique

persistant (Figure 11). Dans un modéle canin d“insuffisance cardiaque, le ralentissement de la cinétique
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d“inactivation au travers de 1“activation de la CaMKII est plus marqué sur des cardiomyocytes issus de

chiens malades comparé aux chiens sains (Maltsev et al., 2008).
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Figure 11 : Régulation du courant sodique par la CaMKII (pointillés). L interaction entre la canal sodique et
la CaMKII a pour effet de décaler vers des potenticls négatifs la courbe d“inactivation (A) et de ralentir la
cinétique de levée d“inactivation (B). La CaMKII a aussi pour effet d“augmenter le courant sodique persistant (C)
et de ralentir la cinétique de 1“inactivation lente du canal sodique. D*aprés Herren et al., 2013.

Avant d“interagir avec la boucle reliant les domaines I et II de Navl.5, la CaMKII doit tout d“abord
s“autophosphoryler (Ashpole et al., 2012). Parmi les nombreux sites consensus pour la CaMKII sur
Navl.5 (RxxS/T), Hund et ses collaborateurs ont identifié la Ser571 comment étant centrale dans le
décalage de la courbe d“inactivation induit par la CaMKII (Hund et al., 2010). Une seule étude infirme
ceci (Aiba et al., 2010).

L*“mhibition de la CaMKII décale la courbe d“inactivation vers des potentiels plus positifs lors d“une
surexpression de la CaMKII dans un mode¢le de cellules HEK293 (Deschénes et al., 2002) alors que
dans un modele de cellules CHO 1“inactivation n“est pas modifiée et 1“activation est décalée vers des
potentiels plus hyperpolarisés (Young and Caldwell, 2005). Cette différence deffet en fonction du
modele d“¢tude montre toute la complexité de la régulation de Navl.5 par la CaMKII et laisse penser
que d“autres protéines différemment exprimées dans ces deux systémes d“expression interviennent dans

cette régulation dépendante de la CaMKII.

2.1.3 LA PROTEINE 14-3-3

La protéine 14-3-3 est une petite protéine d“ancrage qui se présente sous de nombreuses isoformes. Les

travaux de Allouis et ses collaborateurs en 2006 ont montré que 14-3-3n interagissait avec
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I“interdomaine I-II de Navl.5 uniquement sous forme de dimeéres et ce, principalement au niveau des
disques intercalaires (Figure 12). Sur le plan biophysique, 14-3-3n a pour effet de diminuer légérement
I“amplitude du courant sodique au pic, de décaler vers des potentiels plus négatifs la courbe
d“inactivation du canal et de ralentir sa levée d“inactivation. Cela a des conséquences sur le décours du

potentiel d“action cardiaque en ralentissant la vitesse de dépolarisation maximale (Allouis et al., 2006).

Nav1.58 14-3-30

Nav1.58 Nav1.58
14-3-30 14-3-30

Figure 12 : Colocalisation de Navl.5 et 14-3-3 dans des cardiomyocytes murins. L“expression de Navl.5
semble étre concentrée au niveau des disques intercalaires (rouge) alors que celle de 14-3-3 (vert) semble plus
diffuse dans la cellule. L“interaction entre ces deux protéines semble se faire principalement au niveau des disques
intercalaires (jaune). Barre = 10 pm. D*aprés Allouis et al., 2006.

En plus de son interaction avec Navl1.5, d“autres protéines telles que la plakophiline-2 et la connexine43
interagissent avec 14-3-3 (Park et al., 2006). Le site d“interaction de ces protéines avec Nav1.5 n“a pas
¢été identifié et 1“on peut penser que cette interaction se fait par 1“intermédiaire de 14-3-3. Il s“agirait
alors d“une protéine clé dans 1“interaction entre le canal sodique Navl.5 et nombre de ses partenaires

fonctionnels.

En plus de son role de partenaire de Navl.5, la protéine 14-3-3 est connue pour moduler 1“expression de
nombreux geénes. Gurusamy et ses collaborateurs ont montré en 2005 qu“une baisse d“expression de la
forme active de 14-3-3 était associée a une activation de la voie du TGFp et une augmentation de la
synthése de collagéne de type III aboutissant a une fibrose accrue (Gurusamy et al., 2005). Dans un
modele de souris diabétiques, la déplétion de 14-3-3 induit 1“expression de CTGF (facteur pro-

fibrotique) et exacerbe la fibrose associée (Thandavarayan et al., 2011).
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Ces travaux démontrent la complexité d“action de 14-3-3 qui a de trés nombreux partenaires et joue un

role central dans la localisation et la régulation de nombreux canaux et autres protéines régulatrices.

2.2 LES PROTEINES D“ANCRAGE

Le canal sodique Navl.5 est localisé dans 3 régions des cardiomyocytes : (1) les membranes latérales,
(2) les disques intercalaires et (3) les tubules transverses (Shy et al., 2013). La régulation de Navl.5 et
ses interactions protéiques sont tres différentes en fonction de sa répartition. Les canaux sodiques étant
majoritairement localisés au niveau des disques intercalaires, la conduction cardiaque est anisotrope

(Kucera et al., 2002).

La stabilisation de Navl.5 se fait via son interaction avec des protéines différentes selon qu“il soit
localisé au niveau des membranes latérales ou des disques intercalaires. Cependant, 1“interaction avec
I“ankyrine G a été observée au niveau des deux régions. Lowe et ses collaborateurs ont montré que
I“ankyrine G interagissait avec Nav1l.5 au niveau de la boucle reliant les domaines II et III et qu“elle
adressait le canal Navl.5 a la membrane des cardiomyocytes autant néonataux qu“adultes. Ils ont aussi
pu démontrer que I“interaction avec 1“ankyrine G était indispensable a 1“adressage du canal au niveau
des disques intercalaires et participait a la stabilisation du canal dans la membrane plasmique (Lowe et

al., 2008).

2.2.1 NA4VI1.5 SUR LES DISQUES INTERCALAIRES

Au niveau des disques intercalaires, le canal Nav1l.5 est localisé trés proche des desmosomes (Cerrone
and Delmar, 2014) et la littérature récente fait émerger 1“idée d“un regroupement des canaux sodiques
avec les desmosomes et les jonctions communicantes. Petitprez et ses collaborateurs ont récemment
montré que la stabilisation de Navl.5 au niveau des disques intercalaires se faisait via son interaction

avec la protéine SAP97 et non pas avec le complexe syntrophine/dystrophine (Petitprez et al., 2011).

Les desmosomes sont une structure dense aux €lectrons formée au niveau de la zone d“interaction entre
cellules. Ils sont composés de protéines transmembranaires et de protéines de stabilisation qui
permettent 1“interaction avec les filaments intermédiaires. Les travaux de Sato et ses collaborateurs ont
montré récemment une perte de fonction du canal sodique en lien avec une perte d“expression d“une de
ces protéines de stabilisation, la plakophiline2 (Sato et al., 2009). Cette démonstration confirme le role
de I“interaction directe ou indirecte mais dans tous les cas fonctionnels entre les protéines stabilisatrices

et le canal sodique Nav1.5 au niveau des disques intercalaires.

2.2.2 NAVI.5 SUR LES MEMBRANES LATERALES

En utilisant un modéle murin déficient pour la dystrophine, protéine sous membranaire a 1“interface

entre la matrice extracellulaire et le cytosquelette, Gavillet et ses collaborateurs ont montré que le canal
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sodique interagissait avec le complexe syntrophine/dystrophine (Figure 13) et que le courant sodique
¢tait réduit en 1“absence de dystrophine (Gavillet et al., 2006). Par la suite il a ét€ montré que cette
interaction se faisait uniquement au niveau des membranes latérales ou est exprimée le complexe
syntrophine/dystrophine. Ces travaux ont confirmé que la baisse du courant sodique observée dans le
modele mdx, déficient pour la dystrophine, résultait de la perte des canaux Navl.5 au niveau des

membranes latérales uniquement (Petitprez et al., 2011).

Figure 13 : Navl.5 sur les membranes latérales de cardiomyocytes. Nav1l.5 (vert) est exprimé au niveau des
membranes latérales et des disques intercalaires. La syntrophine (rouge) est quant a elle exprimée uniquement au
niveau des membranes latérales. La colocalisation de Navl.5 avec la syntrophine montre que le canal Navl.5
interagit avec le complexe Syntrophine/Dystrophine uniquement au niveau de la membrane latérale des
cardiomyocytes. Les fleches montrent les disques intercalaires dépourvus de syntrophine. Barre = 20 pm Petitprez
etal., 2011.

Bien que la conduction soit anisotrope, c‘est a dire favorisée dans le sens longitudinal, la population de
canaux sodiques présents au niveau des membranes latérales a un role important mais pas encore
parfaitement compris. La perte d“expression de Navl.5 au niveau des membranes latérales n“a pas
d“effet sur la conduction anisotrope des cardiomyocytes (Figure 14). Cependant au niveau cardiaque, les
souris mdx présentent un ralentissement de la conduction ventriculaire marqué par un allongement de
I“intervalle QRS (Petitprez et al., 2011). Ces données fonctionnelles confirment un réle physiologique

important des canaux Navl.5 localisé dans les membranes latérales.
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Figure 14 : Troubles de la conduction chez les souris mdx. A. ECG caractéristique des souris mdx montrant un
allongement du complexe QRS. Barre = 50 ms. D“apres Gavillet et al., 2006 B. La perte de Navl.5 sur les
membranes latérales réduit les vitesses de conduction mais ne modifie pas I“anisotropie. D“apres Petitprez et al.,
2011.
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Le complexe syntrophine/dystrophine est trés important dans |“organisation du cytosquelette de la
cellule et on peut aisément imaginer qu“une modification de [“interaction entre Navl.5 et ce complexe
perturbe 1“organisation du réseau protéique sous-membranaire et ait des conséquences structurales et
non pas tant électriques. Bien que les souris mdx présentent un €largissement du QRS, celui-ci n“est pas
majeur et pourrait aussi bien étre la conséquence d“un remodelage protéique induit par le remodelage du
cytosquelette. Le role de Navl.5 comme protéine d“ancrage ou tout du moins comme partic d“un

complexe protéique intervenant dans la structure cardiaque est ici clairement avancé.

La répartition des canaux Navl.5 a trois endroits distincts de la cellule n“est pas toujours retrouvée.
Seuls les canaux situés au niveau des disques intercalaires et des membranes latérales ont actuellement
été caractérisés (Figure 15). La localisation de Navl.5 au niveau des disques intercalaires et des
membranes latérales semble étre admise aussi bien chez le rat (Yarbrough et al., 2002) que chez la
souris (Westenbroek et al., 2013) ou encore chez 1"homme. Mais certaines études démontrent que
Navl.5 n“est exprimé qu“au niveau des disques intercalaires (Kucera et al., 2002; Maier et al., 2004).
Ces différences peuvent étre dues a la technique de détection et de préparation des échantillons puisque
sur des cardiomyocytes isolés, on a une réorganisation des canaux Nav1.5 a la membrane allant vers une

localisation préférentielle au niveau des disques intercalaires.

A B

Disques intercalaires Membranes latérales

Intermédiaire ? Syntrophine

Dystrophine

Figure 15: Les partenaires de Navl.5 varient en fonction de sa localisation. Au niveau des disques
intercalaires (A) Navl.5 interagit préférentiellement avec la SAP-97 alors que 1“interaction avec la syntrophine se
fait uniquement au niveau des membranes latérales (B). Ces interactions se font au travers du domaine SIV de
Navl.5 et des domaines PDZ des protéines d“ancrage. SIV : Ser-Ile-Val ; PDZ : domaine de 80-90 acides aminés,
acronyme de Post synaptic density protein (PSD95), Drosophilia disc large tumor suppressor (DIgl) et Zonula
occuldens-1 (ZO-1). D“apres Petitprez et al., 2011.

2.3 LA CONNEXINE 43 : UN PARTENAIRE PRIVILEGIE DE NAV1.5

Les jonctions communicantes sont essentielles a la propagation de 1“influx électrique cardiaque. Parmi
les protéines connues pour former des jonctions communicantes ou gap junctions, la Connexine 43

(Cx43) est la connexine majoritaire au niveau ventriculaire. Dans cette partie, je me focaliserai
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uniquement sur le réle de la Cx43 dans le cadre de son interaction fonctionnelle et physique avec
Navl1.5. D“autres connexines sont exprimées au niveau cardiaque et ont un role clé dans la propagation
¢lectrique allant du nceud sinusal aux ventricules (pour revue voir (Kurtenbach et al., 2014).

L*“mplication de la Cx43 dans les troubles de la conduction cardiaque sera discutée par la suite.

Les connexines sont composées de 4 segments transmembranaires qui s“assemblent en hexaméres
homo- ou hétéromériques pour former des connexons. En s“associant aux connexons de la cellule
voisine, ils forment des canaux jonctionnels intercellulaires. Les connexons doivent s“assembler en
plaques jonctionelles pour permettre la communication intercellulaire (Figure 16 A). Au travers de ces
canaux peuvent passer des petites molécules inférieures a 1 kDa telles que les seconds messagers

(AMPc, GMPc), les ions, les miRNA, etc ...

La formation des plaques jonctionelles a fait 1“objet de nombreuses études. Les connexines
nouvellement synthétisées sont adressées a la membrane dans de grosses vésicules et s“ajoutent aux
plaques existantes par [“extérieur. A I“inverse, les connexines devant étre recyclées sortent de la plaque
par le centre de celle-ci sous la forme de petites vésicules (Lauf et al., 2002; Gaietta et al., 2002). Les
travaux de Johnson sont allés plus loin dans la compréhension des mécanismes d“agrégation. Ils ont pu
montrer que les Sérines de la partie C-terminale des connexines étaient essentielles dans la régulation de

I“agrégation des plaques (Johnson et al., 2012).

Au niveau cardiaque, la connexine 43 (codée par le géne Gjal) est la plus représentée. On la retrouve
exprimée dans 1“ensemble du myocarde a 1“exception du nceud sinusal, du nceud atrio-ventriculaire et du
faisceau de His et ses branches proximales (Hervé et al., 2008) (Figure 16 B). Les souris invalidées a
1“état homozygote pour le géne Gjal meurent quelques heures aprés leur naissance (Wei et al., 2004). 11

semble donc que le r6le de la Cx43 soit essentiel pour le bon fonctionnement du myocarde.

Au niveau des cardiomyocytes, les plaques de Cx43 sont localisées principalement au niveau des
disques intercalaires et participent a la propagation de 1“influx électrique. Malhotra et ses collaborateurs
ont montré que la Cx43 et Nav1.5 interagissent de maniére physique (Malhotra, 2004). Une réduction de
50% de I“expression de la Cx43 n“affecte pas la conduction électrique, et seule une diminution drastique
de 90% a des répercussions sur la conduction cardiaque, aboutissant a des arythmies ventriculaires (van
Rijen, 2004). Ces études ont cependant été réalisées dans des conditions physiologiques et on ne connait
pas 1“impact d“une diminution de 50% de [“expression de la Cx43 en cas de trouble de la conduction

établi.
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Une plaque jonctionelle Une connexine

Membrane
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Cellule 1

Cellule 2

Canaux jonctionnels

Figure 16 : Les connexines cardiaques. A. Organisation des connexines sous forme de plaques jonctionelles. En
cryofracture (en haut) les plaques apparaissent comme des agrégats. Barre = 2 um. En insert, on peut voir une
dépression au centre des particules formant le pore du canal. B. Expression (en gris) des différentes connexines au
sein du myocarde. nsa : noeus sino-atrial ; nav : nceud auriculo-ventriculaire ; or : oreillettes ; vent : ventricule ;
fH : faisceau de His ; bfH : branches du faisceau de His ; fP : fibres de Purkinje ; siv : septum interventriculaire.
Daprés Hervé et al., 2008.

Les travaux de Jansen et ses collaborateurs ont récemment mis en évidence un nouveau role de la Cx43
dans la régulation du canal sodique Nav1.5 (Jansen et al., 2012). IIs ont pu montrer que la formation des
plaques de Cx43 était nécessaire a la stabilisation du canal sodique au niveau des disques intercalaires.
Ainsi, une perte d“expression de la Cx43 aurait non seulement des effets néfastes sur la communication
intercellulaire, mais impacterait aussi 1“initiation de la dépolarisation cardiaque. Cette étude est
corroborée par les travaux de Rhett et ses collaborateurs qui ont montré que les canaux sodiques
interagissaient avec la Cx43 située sur les bords des plaques jonctionelles au niveau du perinexus
(Figure 17). Ils démontrent ainsi que le canal Navl.5 interagit avec la Cx43 non incorporée dans les

plaques et donc non fonctionnelle (Rhett et al., 2012).

Cx43/Nav1.5 Duolink Cx43 totale Superposition

Figure 17 : Colocalisation Cx43 et Navl.5 au sein du perinexus. Le marquage duolink (rouge) refléte
I“interaction entre la Cx43 et Navl.5. Cette interaction ne se fait qu“autour de la plaque dense de Cx43 (vert).
Cette zone d“interaction entre Nav1.5 et la Cx43 est appelée le perinexus. Le noyau est marqué en bleu. Barre = 10
pm. D“aprés Rhett et al., 2012.
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Bien que les cardiomyocytes soient majoritaires en volume, les fibroblastes représentent une part
importante des cellules cardiaques. Leur role dans la physiopathologie cardiaque sera discutée par la
suite (Partie 2, §5.2) mais il est important de noter qu‘il s“agit de cellules qui expriment la Cx43 bien
que son expression soit nettement inférieure a celle observée dans les cardiomyocytes et que le
marquage de la Cx43 soit plus ponctiforme, les plaques fonctionnelles ne semblant pas se former
(Zhang et al., 2008). Linteraction entre la Cx43 et Navl.5 n"a pas encore ét¢ démontrée dans les

fibroblastes cardiaques.

En plus de son implication dans la conduction cardiaque, de nombreuses études montrent d“autres roles
de la Cx43 (Agullo-Pascual and Delmar, 2012). Les travaux de Dai et ses collaborateurs montrent que la
Cx43 module positivement la voie de signalisation du TGFP dépendante des Smad. La Cx43
cytosolique rentre en compétition avec les Smad au niveau des microtubules. L*“augmentation de la

Cx43 libére les Smad ce qui active la voie du TGFp (Dai et al., 2007).

D“un point de vue plus physiopathologique, de trés nombreux travaux ont montré¢ un remodelage de
I“expression de la Cx43 dans les cardiomyopathies dilatées, hypertrophiques et ischémiques. Le point
commun de ces pathologies est la diminution de 1“expression de la Cx43 en association avec une
hétérogénéité de sa localisation au sein du myocarde, une diminution de la vitesse de conduction
cardiaque et le développement de fibrose (Fontes et al., 2012). Les études portant sur la dysplasie
arythmogeéne du ventricule droit (ARVC/D) ont montré que l“expression et 1“organisation de la Cx43
¢taient remodelées lorsque 1“adhésion intercellulaire €tait perturbée. Dans le cadre de cette pathologie,
les plaques de Cx43 sont plus petites et moins nombreuses (Kaplan, 2004) et le couplage intercellulaire
est réduit en lien avec une diminution d“expression de la plakophiline-2, protéine clé dans la formation

des desmosomes (Oxford et al., 2007).

3 CANALOPATHIES ASSOCIEES A NAV1.5

De nombreuses pathologies cardiaques sont associ¢es a des mutations sur le géne SCN54. On peut
classer les pathologies suivant 1“effet global des mutations sur le courant sodique. On distingue ainsi des
mutations « perte de fonction » qui sont responsables du Syndrome de Brugada et des troubles
progressifs de la conduction cardiaque (maladie de Lenégre-Lev) et des mutations « gain de fonction »

responsables du syndrome du QT long de type 3.

Je n“aborderai pas dans cette partie les troubles progressifs de la conduction cardiaque ainsi que le

syndrome du QT long de type 3, un chapitre complet leur étant consacré (Partie 2 et 3 respectivement).

3.1 LE SYNDROME DE BRUGADA

Le syndrome de Brugada se caractérise par une ¢lévation de 2 mV du segment ST de manicre spontanée
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ou induite par 1“administration de bloqueurs du courant sodique (1“ajmaline étant classiquement utilisée
en clinique) et une inversion de [“onde T sur au moins une dérivation précordiale droite (V1 ou V2)
(Priori et al., 2013b). Les patients atteints du syndrome de Brugada ont la particularité d“avoir une forte

incidence de mort subite cardiaque tout en ne présentant pas d“anomalie structurale.

Peu de données précises sur la prévalence du syndrome de Brugada ne sont disponibles. Cependant, sa
prévalence est plus importante dans la région asiatique. A titre d“exemple, la prévalence atteint 0,5 a
1/1000 au Japon (Priori et al., 2013c). Il est en revanche clairement démontré que le syndrome de
Brugada affecte majoritairement (8 a 10 fois plus) les hommes plutdt que les femmes et se manifeste

vers 1“dge de 40 ans bien que de jeunes enfants aient été€ diagnostiqués (Antzelevitch et al., 2005).

Martini et ses collaborateurs ont montré en 1989 chez 3 patients atteints de fibrillation ventriculaire
idiopathique une sur-élévation du segment ST avec inversion de 1“onde T et la présence d“un bloc de
branche droit. Ils ont aussi montré des signes d“anomalie structurale au niveau du ventricule droit de ces
patients (Martini et al., 1989). La premicre hypothése selon laquelle il s“agissait d“une pathologie
cardiaque fonctionnelle a été proposée par Brugada et ses collaborateurs. Leur étude décrit dans un
groupe de patients atteints de fibrillation ventriculaire idiopathique que 8 de ces patients ont présenté
des épisodes de syncope et de mort subite récupérée causés par des arythmies ventriculaires
polymorphes (Brugada and Brugada, 1992). Le syndrome de Brugada ainsi décrit représente entre 40%
et 60% (200 patients) des fibrillations ventriculaires précédemment considérées comme idiopathiques

(Alings and Wilde, 1999).

Seize génes ont été mis en cause dans le syndrome de Brugada (Brugada et al., 2014). Les mutations sur
le géne SCN5A représentent environ 20% des cas. Bezzina et ses collaborateurs ont mis en évidence une
mutation dans la partie C-terminale de Nav1.5 (1795insD) qui ségrége dans une famille présentant un
syndrome de Brugada et un allongement de I“intervalle QT a I'ECG (Bezzina et al., 1999). Ce double
phénotype démontre la complexité de la caractérisation des mutations de SCN5A et a aussi été retrouvé
pour la mutation Y1795H (Rivolta, 2001). Une autre mutation (G1406R) sur le canal sodique
conduisant soit au syndrome de Brugada soit a des troubles de la conduction cardiaque dans une méme

famille a été mise en évidence (Kyndt et al., 2001).

Longtemps considéré comme une maladie monogénique, des facteurs de risque génétique ont été
récemment montrés comme pouvant moduler le phénotype (Bezzina et al., 2013). Cette étude ouvre la

voie a la compréhension des variations de phénotype observées.

Le mécanisme physiopathologique responsable des arythmies ventriculaires a été trés discuté ces
derniéres années. Au moment de la description de ce syndrome, les fréres Brugada ont suggéré que les
arythmies étaient causées par une réentrée fonctionnelle induite par une dispersion de la repolarisation

ventriculaire (Brugada et al., 1998). Néanmoins, 2 hypothéses s“affrontent, une premicre dite
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« hypothése de repolarisation » et une seconde dite « hypothése de dépolarisation ».

La premiere hypothese, proposée par Antzelevitch, est basée sur I“existence d“un gradient transmural de
repolarisation au sein du ventricule droit (Figure 18 A). La premiére phase de repolarisation rapide est la
résultante de I“inactivation des canaux sodiques et de I“activation des canaux Kv4.2 et Kv4.3
responsables du courant I,. Ce courant potassique est présent dans les cardiomyocytes épicardiques
mais pratiquement absent dans les cardiomyocytes endocardiques. Le plateau du potentiel d“action
résulte de la combinaison de ces courants. Ainsi, la réduction du courant sodique lors d“une mutation
perte-de-fonction, peut contribuer a la perte de cette phase de plateau (Antzelevitch et al., 1991; Yan

and Antzelevitch, 1998).

La seconde hypothése proposée par Wilde est basée sur 1“hétérogénéité électrique entre la chambre de
chasse du ventricule droit (RVOT) et le reste du ventricule droit (Figure 18 B). En effet, le potentiel
d“action enregistré dans le RVOT est retardé par rapport a 1“ensemble du ventricule droit. Cette
différence crée une différence de potentiel membranaire dans le ventricule doit et constitue une source
de stimulation pour le RVOT. Sur 'ECG, cela se traduit par une élévation du segment ST en dérivation
V2. Lors de la repolarisation, les gradients sont inversés, le potentiel membranaire est plus positif dans
le RVOT, la repolarisation a lieu dans le sens inverse. Cette inversion des gradients entre le ventricule
droit et le RVOT explique 1“aspect biphasique observé dans le syndrome de Brugada, un segment ST
positif et une onde T négative. La diminution physiologique de 1“expression de Navl.5 dans la chambre
de chasse du ventricule droit en comparaison avec le reste du ventricule droit semble étre a [“origine de
cette hétérogénéité. En cas de mutation perte de fonction sur le canal sodique, cette hétérogénéité est

augmentée et conduit au phénotype pathologique.

Ces deux hypothéses ne sont pas exclusives et sont méme assez complémentaires. Elles se rejoignent sur
I“origine ventriculaire droite du syndrome de Brugada. Cependant, un des arguments majeurs contre la
théorie de la repolarisation est que si 1“hétérogénéité de repolarisation était aussi présente, cela
conduirait a de trés nombreuses arythmies. Les arythmies sont des événements rares pour les patients
atteints de syndrome de Brugada. A 1“inverse, un des arguments majeurs contre 1“hypothése de la
dépolarisation est la normalisation de 1“¢lévation du segment ST a I“ECG lors d“une augmentation du
rythme cardiaque. Si les troubles de la conduction étaient majeurs, l“augmentation du rythme

aggraverait le phénotype alors que I“on observe sa normalisation (Wilde et al., 2010).
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Figure 18 : Deux hypothéses a I’origine du syndrome de Brugada. A. Hypothése de la repolarisation. Selon
cette hypothése, le gradient de repolarisation transmural est responsable de 1“é1évation du segment ST observé sur
I“ECG. Endo : endocarde ; M : cellules M ; Epi : épicarde. Naccarelli and Antzelevitch, 2001. B. Hypothése de la
dépolarisation. Selon cette hypothése, 1“hétérogénéité de dépolarisation du RVOT (chambre de chasse du
ventricule droit) associée avec la réduction de 1“expression de Nav1.5 est a 1“origine de 1“¢lévation du segment ST
et de I"onde T inversée. RV : ventricule droit. Meregalli et al., 2005.

3.2 LE « SICK SINUS SYNDROME »

La premicre description de « sick sinus syndrome » a été faite en 1967 par Lown et ses collaborateurs
(Lown, 1967). 1l s“agissait de complications rythmiques suite a une cardioversion. Aujourd“hui, ce
terme regroupe 1“ensemble des atteintes du noeud sinusal et affecte principalement les personnes agées
qui ont un terrain pro-arythmique (pathologie ou chirurgie cardiaque). Les principales manifestations
cliniques sont la syncope, les vertiges et la fatigue. Au niveau électrocardiographique, les patients
atteints d“un « sick sinus syndrome » présentent une bradycardie associée a des blocs sino-atriaux

marqués la présence d“onde P manquantes. Des épisodes de tachycardie atriale peuvent aussi exister lors
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des phases de bradycardie, on parle alors de « syndrome de tachycardie-bradycardie ». Des cas de « sick
sinus syndrome » ont aussi été rapportés chez de trés jeunes enfants sans atteinte cardiaque sous-jacente

suggérant une pathologie congénitale progressive (Benson et al., 2003).

Les études génétiques ont montré que des mutations perte de fonction sur le géne SCN5A étaient
impliquées dans la forme autosomique récessive du « sick sinus syndrome ». 1l s“agit des mutations
T2201, P1298L, G1408R, R1623H, delF1617 et R1623X (Benson et al., 2003). Une forme autosomique
dominante causée par des mutations sur le gene HCN4, qui code pour la protéine HCN4 impliquée dans
le courant pacemaker 1; a été mise en évidence dans ce syndrome sinusal (Schulze-Bahr et al., 2003).
Enfin, il a ét€ montré que des variations d“expression du géne MYHG6 qui code pour la chaine lourde de
la myosine cardiaque pouvaient induire une susceptibilité accrue pour le syndrome nodal (Holm et al.,

2011).

Les premiéres autopsies sur de jeunes patients ont montré une augmentation du tissu conjonctif fibreux
et élastique au niveau de la paroi endocardique des oreillettes et des ventricules (Ward et al., 1984). Ceci
laisse a penser a un remodelage myocardique li¢ aux troubles de la conduction cardiaque. Cependant, vu
le jeune age des patients, [“atteinte structurale parait étre une cause de la pathologie. Dans ce cas, des
mutations sur le géne SCN5A4 n“auraient pas comme seule conséquence une perturbation électrique mais

aussi structurale.

3.3 LES CARDIOMYOPATHIES DILATEES

Les cardiomyopathies dilatées sont caractérisées par une dilatation cardiaque associée a une dysfonction
systolique. Cest la cause de la majorité des transplantations cardiaques chez des patients de moins de
10 ans. Un aspect héréditaire est présent dans 30% des cas. Pour les formes génétiques, de tres
nombreux geénes ont été¢ mis en cause dans diverses formes de cardiomyopathies dilatées avec comme

point commun une transmission autosomique dominante.

Les premiers cas de cardiomyopathies dilatées associées a des troubles du rythme cardiaque ont été
rapportés par Greenlee et ses collaborateurs en 1986. Ils ont pu montrer qu“une cardiomyopathie dilatée
¢tait associée a des troubles de la conduction, des arythmies, une dysfonction sinusale pour les plus
jeunes patients. Ils ont aussi montré que la dilatation cardiaque se faisait dans un premier temps au
niveau atrial puis au niveau du ventricule droit pour conduire in fine a une dysfonction cardiaque gauche
(Greenlee et al., 1986). Deux autres études récentes (Laurent et al., 2012; Mann et al., 2012) ont

confirmé 1“existence d“un lien entre cardiomyopathie dilatée et troubles du rythme liés au géne SCN5A4.

Les études génétiques n“ayant pas pu étre réalisées a 1°époque des premicres observations de Greenlee,
McNair et ses collaborateurs ont identifié dans cette méme famille la mutation D1275N présente a 1“¢tat

hétérozygote sur le géne SCN5A (McNair, 2004). La mutation DI1275N avait été précédemment
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retrouvée associée a des polymorphismes de la Connexine40 chez des patients présentant des pauses
sinusales sans aucun signe de cardiomyopathie dilatée. Cette controverse sur 1“effet structural de la
mutation D1275N a posé la question de la causalité de cette mutation mais aussi du lien possible entre le
gene SCNSA et les cardiomyopathies dilatées. Une des explications possibles a cette différence de
phénotype hormis les différences environnementales et autres variations génétiques, est la différence
génétique entre les 2 familles étudiées, la premiére ayant en plus un polymorphisme sur le Connexine40
(Groenewegen and Wilde, 2005). L“étude de Olson et ses collaborateurs en 2005 a mis en évidence 4
nouvelles mutations de SCN5A présentes a 1“état hétérozygote (T2201, R814W, D1595H et 2550-
2551insTG) sur 156 patients atteints de cardiomyopathie dilatée sans étre porteurs de mutations sur les

principaux genes connus (Olson et al., 2005).

La quasi totalité des mutations associées a des cardiomyopathies dilatées ont été¢ étudiées dans des
systémes de réexpression hétérologue. Les études biophysiques montrent que certaines ont un effet perte
de fonction (R225W, W156X et T220I) alors que d“autres n“ont pas de conséquence sur les parameétres
biophysiques du canal. C*est le cas des mutations D1275N, R814W, R814Q, D1595H et A1180V(Ge et
al., 2008; Groenewegen, 2002).

La corrélation entre des mutations sur le canal sodique Navl.5 et les cardiomyopathies dilatées est
aujourd“hui établie pour certaines dentre elles (Bezzina and Remme, 2008). Ces données ont fait
émerger 1“idée selon laquelle le canal sodique Navl.5 n“a pas seulement une composante électrique
mais aussi structurale. Cela complexifie davantage la relation arythmies/anomalies structurales
(dilatation, hypertrophie et fibrose). Ces anomalies ne sont pas obligatoirement la conséquence sur le
long terme des mutations a effet purement électrophysiologique. Cependant, les mécanismes impliqués
dans cette relation ne sont pas encore bien établis. Un premier modéle de souris hétérozygote pour la
mutation D1275N sur le géne SCN54 a été développé pour comprendre les mécanismes sous-jacents. La
compréhension de ces mécanismes en lien avec les troubles progressifs de la conduction cardiaque a fait

1“objet de la premiére partie de ma thése.

4 MODELES MURINS ASSOCIES A NAV1.5

Aprés avoir assez largement caractérisé les mutations de SCN5A in vitro, il a été nécessaire de
développer des modeles animaux porteurs de ces mutations afin de comprendre les mécanismes de
régulation du canal sodique en jeu dans les processus arythmiques. A ce jour, de nombreux modeles
murins invalidés ou exprimant une forme mutée de ScnSa sont caractérisés. Nous avons publié¢ en 2012

dans Frontiers in Physiology une revue qui synthétise ces différents modeles.
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Mutations of SCN5A gene, which encodes the a-subunit of the voltage-gated Na* channel
Nay 1.5, underlie hereditary cardiac arrhythmic syndromes such as the type 3 long QT syn-
drome, cardiac conduction diseases, the Brugada syndrome, the sick sinus syndrome, a trial
standstill, and numerous overlap syndromes. Patch-clamp studies in heterologous expres-
sion systems have provided important information to understand the genotype-phenotype
relationships of these diseases. However, they could not clarify how SCN5A mutations can
be responsible for such a large spectrum of diseases, for the late age of onset or the pro-
gressiveness of some of these diseases and for the overlapping syndromes. Genetically
modified mice rapidly appeared as promising tools for understanding the pathophysiological
mechanisms of cardiac SCN5A-related arrhythmic syndromes and several mouse models
have been established. This review presents the results obtained on these models that,
for most of them, recapitulate the clinical phenotypes of the patients. This includes two
models knocked out for Nav1.5 1 and B3 auxiliary subunits that are also discussed. Despite
their own limitations that we point out, the mouse models still appear as powerful tools
to elucidate the pathophysiological mechanisms of SCN5A-related diseases and offer the
opportunity to investigate the secondary cellular consequences of SCN5A mutations such
as the expression remodeling of other genes. This points out the potential role of these
genes in the overall human phenotype. Finally, they constitute useful tools for addressing
the role of genetic and environmental modifiers on cardiac electrical activity.

Keywords: Nay 1.5, arrhythmia, conduction disease, long QT syndrome, Brugada syndrome, sinus node dysfunction

Mutations in the SCN5A gene, which encodes the a-subunit of the
cardiac voltage-gated Na' channel Nay1.5, underlie hereditary
arrhythmic syndromes (so-called cardiac channelopathies). On
one hand, gain-of-function mutations, that increase the late com-
ponent of the Na™ current (I,) and thus prolong the ventricular
action potential, are responsible for the type 3 long QT syndrome
(LQT3; Moss and Kass, 2005). On the other hand, loss-of-function
mutations decrease I, and are responsible for cardiac conduction
diseases (Schott et al., 1999; Tan et al., 2001; Probst et al., 2003),
Brugada syndrome (Gussak et al., 1999), sick sinus syndrome
(Benson et al., 2003), and atrial standstill (Groenewegen et al.,
2003). To complicate matters further, some SCN5A mutations can
lead to more complex diseases associating different phenotypic
traits such as, for instance, bradycardia, conduction disease, LQT3,
and Brugada syndrome (so-called overlap syndromes; Bezzina
et al., 1999; Kyndt et al., 2001; Grant et al., 2002; Rossenbacker
et al., 2004; Smits et al., 2005; for review, see Remme et al., 2008).
Finally, there is also an association between SCN5A genetic defects
and susceptibility to dilated cardiomyopathy (DCM; McNair et al.,
2004) and atrial fibrillation (Laitinen-Forsblom et al., 2006; Ellinor
et al., 2008).

Although patch-clamp studies in heterologous expression sys-
tems have provided a great deal of information to understand the
genotype-phenotype relationships of these diseases, these models
could not clarify how loss-of-function-mutations can be respon-
sible for such a large spectrum of diseases and the late age of onset

or the progressiveness of some of them. They are even less adapted
to overlap syndromes.

Genetically modified mice thus appeared as promising tools
for understanding the pathophysiological sequence of cardiac
SCN5A-related channelopathies and several mouse models have
been established (Table 1). Fortunately, whereas some geneti-
cally modified mice related to K™ channel dysfunction did not
reach investigators’ expectations because of major electrophys-
iological differences between mice and men (Nerbonne et al,
2001; Charpentier et al., 2004), mouse models of inherited SCN5A
channelopathies, on the contrary, appeared to be informative.

MODELS FOR THE LQT3 SYNDROME

SCNb5A-relatedlong QT syndrome (LQT3; Wangetal., 1995) isless
frequent but often more lethal than LQT1 and LQT?2 (Priori et al.,
2003). Like in other LQT syndromes, the abnormal prolongation
of ventricular repolarization is associated with a susceptibility to
a specific polymorphic ventricular tachycardia called torsades de
pointes and ventricular fibrillation, leading to syncope and sudden
death. Clinically, LQT3 is characterized by an increased duration of
the ST segment with a late appearance of the T-wave (Moss, 2002).
Bradycardia and pauses occurring at rest, and more particularly
during sleep, are often at the origin of the arrhythmias. However,
fatal tachycardia-induced arrhythmias have also been reported for
a third of the patients (Schwartz et al., 2001). Two thirds of the
SCN5A mutations found in LQT3 alter the fast inactivation process
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Table 1 | Mouse models of SCN5A-related cardiac genetic diseases.

Mouse Genetic Human disease ECG phenotype Arrhythmias Effect on Iy, Original
modification publication
Scnbablt Kl/heterozygote/ LQT3 QT prolongation VT EADs in vitro Increased late current Nuyens et al.
150-56KPQ-1507 (2001), Head
del et al. (2005)
hSCN5BA- Tg/point mutation  LQT3 QT prolongation VT EADs in vitro Delayed inactivation Tian et al.
N1325S increased late current (2004)
Scnba*t KO/heterozygote  Brugada, PCCD P wave, PR and QRS Triggered VT ~b50% decrease in peak Papadatos
prolongation (spontaneous in old)  current et al. (2002)
Scnba'798insb/+ - K|/heterozygote/  Overlap syndrome PR, QRS and QT Sinus pauses EADs  ~40% decrease in peak Remme et al.
insertion (LQT3 - Brugada — prolongation in vitro current, increased late (2006)
CCD) current
SCN5A- RMCE/hetero- Arrhythmogenic Bradycardia, P wave, AT/AF, VT and sinus ~b0% decrease in peak Watanabe
D1275N and homozygote/ DCM PR and QRS node dysfunction in  current (heterozygote) et al. (2011)
point mutation prolongation homozygote
Sen1b~"~ KO/hetero- and LQT3 Bradycardia and QT Not investigated ~60% increase in peak Lopez-
homozygote prolongation and late current Santiago et al.
(homozygote) (homzygote) (2007)
Scn3b~~ KO/homozygote Brugada, CCD Bradycardia, P wave  Triggered VT ~b0% decrease in peak Hakim et al.
and PR prolongation  spontaneous and current, negative shift of (2008)
triggered AT steady-state inactivation

AT, atrial tachycardia; AF, atrial fibrillation, DCM, dilated cardiomyopathy, del, deletion; EAD, early afterdepolarization; Kl, knock-in; KO, knockout; LQT3, type 3 long QT

syndrome,; PCCD, progressive cardiac conduction defects;, RMCE, recombinase mediated cassette exchange,; VT, ventricular tachycardia; Tg, transgenic.

of the channel (Zimmer and Surber, 2008). For example, the first
identified mutation, which leads to the deletion of three amino
acids (1505-KPQ-1507) in the inactivation domain of Nay1.5,
results in a persistent inward Nat current (Wang et al., 1996)
and prolongation of the action potential plateau phase (Moss and
Kass, 2005).

SCN5AASU-1507KPO/+ KNQCK-IN MOUSE

Nuyens et al. (2001) generated a knock-in mouse model lack-
ing the same KPQ residues. Mice heterozygous for this muta-
tion (Scn5a®/*) showed typical features of the LQT3 syndrome
and spontaneously developed ventricular arrhythmias. Compared
with wild-type mice, transmembrane action potentials recorded
in ventricular preparations were markedly prolonged in Scn5a™/*
mice and showed a steeper “heart rate” versus “action poten-
tial duration” relationship (Nuyens et al., 2001). Action potential
amplitude and upstroke velocity were not altered. Whole-cell
patch-clamp recordings performed on cardiomyocytes confirmed
the increase in late inward Na't current previously observed in
heterologous expression system, which explains the action poten-
tial prolongation (Wang et al., 1996). Surprisingly, there was also
a two-fold increase in the peak Na™ current density, which could
not be explained by an over-expression of Nay1.5 or changes in
the steady-state activation and inactivation of the current. How-
ever, this finding was not confirmed in a more recent study on the
same model (Fredj et al., 2006) and the reason for this discrepancy
remains to be clarified. Nuyens et al.’s (2001) study also revealed
an acceleration of the recovery from inactivation, a property that
might favor re-entrant arrhythmias. Indeed, intracardiac pacing
with extra stimuli, short-long-short pacing sequences and abrupt

accelerations of heart rate reproducibly induced polymorphic ven-
tricular arrhythmias in Scn5a®/* mice but not in wild-type mice.
The Scn5a®/* mice were also characterized by a paradoxical tran-
sient action potential prolongation upon abrupt acceleration of
pacing rate that favored the occurrence of early after depolariza-
tions. This prolongation was blocked by the Na™ channel blocker
mexiletine and the adrenergic agonist isoproterenol. It can be
explained by the increase of both fast and slow components of
the Nat current which causes a sudden increase of Nat load,
and secondarily of Ca?* load. As a consequence, during each
action potential, the increased Ca®* release from the sarcoplas-
mic reticulum activates a larger Na/Ca exchanger current which
generates early after depolarizations. The autonomic modulation
of cardiac electrical activity and arrhythmias of Scn5a®/* mice
has been recently investigated in more details both in vivo in freely
moving mice and ex vivo (Fabritz et al., 2010). As expected from
clinical investigations, cholinergic stimulation was shown to favor
arrhythmias by inducing bradycardia. In contrast, f-adrenergic
stimulation suppressed arrhythmias by shortening repolarization
and increasing cardiac rate, while B-blockers had no effect on
their own.

A second Scn5a®'T mouse line, exhibiting the same phenotype
as the previous line, was created (Head et al., 2005) and submit-
ted to an extended pharmacological analysis. Electrophysiological
studies performed on Langendorff-perfused whole hearts con-
firmed the anti-arrhythmic properties of mexiletine (Fabritz et al.,
2003; Head et al., 2005) and showed that another Nat channel
inhibitor, flecainide, could also prevent arrhythmias by preferen-
tially inhibiting the late Nat current (Fredj et al., 2006), whereas
B-blockers were inefficient (Head et al., 2005; Stokoe et al., 2007b;
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Sabiretal.,2008). These results have been confirmed in freely mov-
ing mice (Fabritz et al., 2010). More recently, it was shown that a
specific inhibition of the L-type Ca®* channels with nifedipine
was also efficient in preventing arrhythmias through the suppres-
sion of early after depolarizations (Thomas et al., 2007). Finally,
nicorandil, an activator of the ATP-sensitive Kt channel, also
reduces arrhythmogenicity in Scn5a®/+ mice (Hothi et al., 2008),
confirming previous results obtained with the canine wedge prepa-
ration pharmacological model of LQT3 (Shimizu and Antzele-
vitch, 2000). In contrast, quinidine was proarrhythmic (Sabir
et al., 2008). Ex vivo studies also confirmed the key role played
by bradycardia and increased dispersion of repolarization on the
occurrence of spontaneous ventricular arrhythmias (Fabritz et al.,
2003). Sudden rate accelerations initially and transiently increased
the dispersion of repolarization due to early after depolarizations
and action potential alternans (Fabritz et al., 2003; Hothi et al.,
2008),as previously observed in vivo (Nuyens et al.,2001),and then
secondarily suppressed and prevented ventricular tachycardia by
decreasing dispersion of repolarization and suppressing early after
depolarizations. Arrhythmogenesis, as assessed by programmed
electrical stimulation on Langendorff-perfused hearts, has also
been associated with abnormal patterns of myocardial activation
and abnormally reduced transmural gradients of repolarization
resulting from a larger increase in action potential duration in
subepicardium than in subendocardium (Stokoe et al., 2007b). In
addition, Scn5a™/* mice exhibit larger differences between action
potential duration and refractory period, so-called local critical
interval (APD-ERP), in subepicardial regions than in wild-type
mice. Those anomalies may support re-entrant events following
premature excitation. More recently, Sabir et al. (2008) proposed
that the increases of the slopes of restitution curves (plotting action
potential duration versus the preceding diastolic interval; Gilmour,
2003) to values greater than one, rather than increased dispersion
of repolarization, was associated with arrhythmogenicity. All these
anomalies, including action potential alternans are corrected by
nicorandil (Hothi et al., 2008).

Altogether, Scn5a™/* mice recapitulate most of the LQT3 asso-
ciated clinical symptoms. They confirmed previous studies sug-
gesting that arrhythmias in LQT3 syndrome may result from
reentries provoked by early after depolarizations and enabled to
unveil the mechanisms of tachycardia-induced arrhythmias. Stud-
ies of Scn5a®* mice have also provided a rationale for the use of
Na™ channel blockers and pacing to prevent cardiac arrhythmias
and sudden death in the context of LQT3, for which B-blockers
have shown low efficacy. Finally, they suggest that Ca?* channels
inhibitors and ATP-sensitive K™ channel activators might be inter-
esting pharmacological approaches to prevent arrhythmias in this
context.

In addition to early after depolarizations, the occurrence of
delayed after depolarizations, resulting from the transient inward
current (Iyj), was also clearly demonstrated in myocytes of
Scn5a®* mice (Fredj et al., 2006). Most recently, Lindegger et al.
(2009) showed that Iy; induction occurs under conditions of ele-
vated sarcoplasmic reticulum Ca?" content that is most probably
related to the mutation-induced increase in late Na™ current.
Indeed, both Iy; and its underlying Ca?t wave were suppressed
by ranolazine, an antianginal agent well known to block the late

Na™ current (Hale et al., 2008). Whether delayed after depolariza-
tions participate to spontaneous arrhythmic events in Scn5a®/+
mice, and of course in LQT3 patients, remains to be determined.
Investigating the potential anti-arrhythmic effects of ranolazine in
this model also remains to be performed.

Patients with LQT syndrome (EI Yaman et al., 2008; Johnson
et al., 2008; Zellerhoff et al., 2009), including LQT3 (Benito et al.,
2008), may be at increased risk for atrial fibrillation. Therefore,
the atrial phenotype of Scn5a®/* mice was characterized. Using
Langendorff-perfused hearts, Blana et al. (2010) showed that atrial
action potential duration and effective refractory period were pro-
longed in Scn5a®/* mice. Short runs of rapid pacing-induced
a larger increase in post-pacing spontaneous atrial cycle length
and action potential duration in Scn5a®/* mice than in wild-type
mice, leading to the occurrence of atrial tachycardia in Scn5a™/*
mice but not in wild-type mice. Extra stimuli triggered arrhyth-
mias similarly in wild-type and Scn5a®/* mice (in 30-40% of
the mice). Contrasting results had been previously observed with
the second mouse line suggesting that Scn5a®/* mice are pro-
tected against pacing-induced atrial tachyarrhythmias when young
(3 months; Dautova et al., 2009), whereas they exhibit an increased
atrial arrhythmogenicity when old (1 year; Guzadhur et al., 2010).
Without excluding the influence of variable experimental condi-
tions, those discrepancies might also rely on the fact that the two
lines have different genetic backgrounds, as we will discuss later
for the Scn5a'78mP/+ knock-in mouse. Both mouse lines, how-
ever, exhibit decreased heart rate and atrioventricular conduction
(prolonged PR interval) versus wild-type mice.

Sinus node dysfunction has been reported in patients with
SCN5A-related long QT syndrome whether these mutations only
lead to an increased late Nat current (Moss et al., 1995; Wei et al.,
1999) or lead to more complex biophysical alterations of the chan-
nel (Bezzina et al., 1999; van den Berg et al., 2001; Grant et al,,
2002). Because QT prolongation is more pronounced at lower
heart rates, bradycardia represents an important indirect factor in
predisposition to lethal arrhythmias in LQT3 families (Schwartz
et al., 1995). The mechanisms for LQT3-related bradycardia were
investigated for the 1795insD mutation of Nay 1.5 (Veldkamp et al.,
2003), a mutation inducing an overlap syndrome with bradycar-
dia, conduction disease, LQT3 and Brugada syndrome (Bezzina
et al., 1999). This mutation induces both a decrease in Na™ peak
current and the occurrence of a late Nat current (see dedicated
section below for details). By combining current clamp studies and
computational modeling, Veldkamp et al. (2003) suggested that
both the decreased availability of Na™ channels and the increase
of late current accounted for bradycardia. However, the effect of
action potential prolongation secondary to the increased late cur-
rent appeared more prominent. The contribution of the late Na™
current to sinus node dysfunction has been further confirmed on
Scn5a®T mice (Wu et al,, 2012). Sen5a®/* mice exhibit sinus
node dysfunction with episodes of bradycardia, sinus pauses, and
longer sinus node recovery times. Sino-atrial preparations from
Scn5a®* mice had lower intrinsic rate from the sinus node to
the surrounding atrium than wild-type preparations. Computa-
tional studies confirmed that the decrease in sinus rate could be
attributed to the increased late current. Ex vivo experiments on
sino-atrial preparations also showed that conduction through the
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sinus node to the surrounding atrium was decreased, a result that
computer modeling could only explain by a decrease in Na™ peak
current amplitude, which has not been experimentally confirmed.

hSCN5A-N1325S TRANSGENIC MOUSE MODEL

The N1325S mutation of Nay1.5, located in the intracellular
region between segments 4 and 5 of domain III, also causes
LQT3 syndrome (Wang et al., 1995). This mutation, like many
similar mutations, leads to an increased late inward Nat current
(Dumaine etal., 1996; Wang et al., 1996). A transgenic mouse with
cardiac selective expression of human SCN5A-N1325S mutation
under the control of the mouse a-myosin heavy chain promoter
was established (Tian et al., 2004). Transgenic mice showed some
of the typical features of the LQT3 syndrome such as prolonged
QT interval, ventricular arrhythmias, and a high rate of sudden
deaths due to documented polymorphic ventricular tachycardia
and ventricular fibrillation. However, transgenic mice were also
characterized by increased heart rate and shorter PR intervals that
are not observed in LQT3 patients. Some of these features might
result from over-expression of the channel rather than from the
mutation itself since short PR interval was also observed in the
control mouse over-expressing wild-type hSCN5A gene (Zhang
et al., 2007).

Voltage-clamp experiments on cardiomyocytes isolated from
wild-type and hSCN5A-N1325S mice confirmed that the N1325S
mutation does not modify the peak current but delays the inac-
tivation process and generates a late persistent current (Tian
et al., 2004), which decreases with increasing pacing rates (Yong
et al., 2007). Action potentials from hSCN5A-N1325S ventricu-
lar myocytes were longer than wild-type ones and exhibited early
after depolarizations. As in Scn5a®/* mice, mexiletine shortened
ventricular action potential duration and prevented arrhythmias
(Tian etal.,2004). Interestingly, action potential duration of trans-
genic but not wild-type myocytes paradoxically increased with
pacing rate (Tian et al., 2004) and became highly variable with
occurrence of repolarization alternans (Yong et al., 2007). Whether
this phenomenon was only transient, as in Scn5a”/* mice, or per-
sisted during long periods of increased pacing rate is unclear. The
Ca®* channel blocker verapamil reduced these alternans, suggest-
ing an involvement of intracellular Ca?* deregulation in this phe-
nomenon. Previous studies had shown that patients with long QT
syndrome can exhibit T-wave alternans during sinus tachycardia
(Cruz Filho et al., 2000; Viskin et al., 2004).

Like the Scn5a2/t mouse model, the hSCN5A-N1325S mouse
provided key information to our understanding of arrhythmias in
LQT3 syndrome. For instance, it showed that the N1325S mutant
dysfunction can explain both bradycardia- and non-bradycardia-
related arrhythmias observed in patients carrying this mutation
(Yong et al., 2007). However, the model might be taken with cau-
tion because of the limitations linked to the over-expression of the
channel. Indeed, there is a clear relationship between the level of
hSCN5A-N1325S expression and the extent of QT prolongation,
i.e., by 23% with 1-2 copies and by 91% with 10 copies. Most
recently, this model was shown to exhibit cardiomyocyte apop-
tosis, cardiac fibrosis, and contractile dysfunction during aging
(Zhang et al., 2011). But signs of heart failure were markedly
larger in the mouse line with 10 copies. Although heart failure

is probably not related to SCN5A over-expression per se, because
old mice over-expressing 10 times the wild-type channel remained
normal, one should better consider the model over-expressing the
least the mutant channel to extrapolate the results to the patients.
In this second line, left ventricular fractional shortening was less
decreased and only 30% of the mice showed features of DCM, a
result more consistent with the scarcity of heart failure in LQT3
patients (Nguyen et al., 2008; Shi et al., 2008).

A MODEL FOR THE BRUGADA SYNDROME AND
CONDUCTION DISORDERS: THE Scn5a KNOCKOUT MOUSE
The Brugada syndrome is a genetic disease which associates ST
segment elevation in the right precordial leads V1 to V3 of the
ECG, often with signs of conduction slowing, with a high risk of
sudden cardiac death secondary to ventricular tachycardia or fib-
rillation (Gussak et al., 1999; Antzelevitch et al., 2005). In 20-30%
of the patients, the disease is related to mutations in SCN5A lead-
ing to a complete or partial loss-of-function of Nay 1.5 (Tan et al.,
2003). Loss-of-function mutations are also responsible for inher-
ited Progressive Cardiac Conduction Defects (PCCD), also called
Lev-Lenegre disease (Schott et al., 1999), or non-progressive con-
duction defects (Tan et al., 2001). More recently, PCCD has also
been linked to gain-of-function mutations in TRPM4 gene (Tran-
sient Receptor Potential cation channel, subfamily M, member
4), which encodes a Ca**-activated non-selective channel (Kruse
et al., 2009; Liu et al., 2010). PCCD is a slowly evolving disease
which progressively affects cardiac conduction leading ultimately
to pacemaker implantation to prevent the risk of complete atri-
oventricular block and Stokes—Adams syncope. Inherited PCCD
associates haploinsufficiency of SCN5A together with an addi-
tional yet unknown mechanism related to aging (Probst et al.,
2003). Despite their major clinical differences, Brugada syndrome,
and inherited conduction diseases share common features. First,
both diseases can be caused by SCN5A haploinsufficiency. Second,
Brugada patients with SCN5A mutations exhibit altered conduc-
tion whereas Brugada patients without SCN5A mutations do not
(Smits et al., 2002). Finally, both Brugada syndrome and PCCD
can be found in the same pedigree (Kyndt et al., 2001). In other
families, patients carrying loss-of-function mutations can exhibit
symptoms of Brugada syndrome, conduction disease, and sick
sinus syndrome, either combined or not (Smits et al., 2005). Severe
forms of sick sinus syndrome have also been found in patients with
double inheritance of SCN5A loss-of-function mutations (Benson
et al., 2003).

A mouse model with targeted disruption of Scn5a gene has
been established (Papadatos et al., 2002). Homozygous knockout
mouse embryos die during mid-gestation due to severe defects in
ventricular morphogenesis whereas heterozygous (Scn5a*) mice
show normal survival. However, 8- to 10-week-old Scn5a® mice
have several cardiac electrical defects such as decreased atrial
and atrioventricular conduction and increased susceptibility to
pacing-induced ventricular arrhythmias (Papadatos et al., 2002).
Following this initial report, the model was further analyzed to
investigate the potential pathophysiological mechanisms involved
in the progressive evolution of SCN5A-related PCCD (Royer et al.,
2005; van Veen et al., 2005). It was found that in addition to atrial
and atrioventricular conduction, ventricular conduction was also
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decreased. Moreover, ECG studies performed on mice ranging
from 4 to 71 weeks of age showed that the ventricular phenotype
of Scn5a* mice worsened with age. This feature was confirmed by
activation mapping studies performed on Langendorff-perfused
hearts. In young Scn5a® mice, conduction velocity was only
affected in the right ventricle. In old mice, right ventricular con-
duction defect worsened and was in addition associated with
conduction velocity defect in the left ventricle. This age-dependent
deterioration of ventricular conduction was associated with the
occurrence of fibrosis in ventricular myocardium. In some aspects,
this phenotype resembles PCCD, although in the later fibrosis was
found to be limited to the conduction system area (Lenegre and
Moreau, 1963; Lev, 1964). However, it is worth noting that fibro-
sis has also been observed in patients with the Brugada syndrome
(Coronel et al., 2005; Frustaci et al., 2005). More recently, it was
shown that Scn5a™ mice display variable degrees of conduction
defects when young (10 weeks old): some mice have only mild pro-
longation of the QRS interval while others have more severe QRS
prolongation associated with RR’ or SS’ patterns (Leoni et al.,
2010). The extent of fibrotic remodeling was dependent on the
severity of the initial conduction disorders: mice with larger QRS
prolongation when young have the most severe fibrotic remodel-
ing when they get older, suggesting that the ventricular activation
pattern is a key element for triggering remodeling. Whatever their
triggering mechanism, fibrosis, and redistribution of connexin 43
expression most likely contribute to the age-dependent degra-
dation of ventricular conduction in the mouse model. Whether
SCN5A-related inherited PCCD in human also results from a pri-
mary decrease in Na™ current and a secondary progressive fibrosis
with aging remains to be clarified. In this context, Scn5a® mice
could be used for testing preventive therapies as an alternative to
pacemaker implantation.

In their initial report on the Scn5a® mouse model, Papadatos
etal. (2002) showed that programmed ventricular electrical pacing
of Langendorff-perfused hearts induced ventricular tachyarrhyth-
mias in two thirds of Scn5a® mice but not in wild-type mice
and proposed that the model could be used for elucidating the
mechanisms of arrhythmias in the context of SCN5A-related Bru-
gada syndrome. Pathophysiological findings have implicated the
right ventricular outflow tract as the primary location for elec-
trical disorders in Brugada syndrome. Two hypotheses have been
proposed to explain both ST segment elevation and occurrence of
arrhythmias (Wilde et al., 2010). The first one, mainly based on
experimental data obtained in arterially perfused canine right ven-
tricular wedges, implicates alterations in transmural and regional
repolarization gradients leading to localized losses of the subepi-
cardial action potential dome and phase 2 reentries as the arrhyth-
mogenic mechanism. The second one, mainly based on clinical
studies, implicates abnormal conduction. To elucidate the arrhyth-
mogenic mechanisms in Scn5a* mice programmed electrical
stimulation, monophasic action potential (MAP) recording, and
bipolar electrogram recording was performed on Langendorff-
perfused hearts. These experiments showed that Scn5a™ mice were
characterized by increased electrogram duration with shortening
extrasystoles intervals, especially in the right ventricular outflow
tract, and increased transmural and regional heterogeneity of
MAP duration and refractory periods in the right ventricle with

the shortest in the right ventricular outflow tract (Stokoe et al.,
2007a; Martin et al., 2010, 2011a,b). Scn5a® mice also exhibited
increased incidence of MAP alternans. As a consequence, ventric-
ular tachycardia occurred earlier in the right ventricular outflow
tract (Martin et al., 2011b). All these mechanisms were potentiated
by flecainide, a Na™ channel inhibitor which is well described to
favor ST segment elevation and arrhythmias in patients with the
Brugada syndrome. Ventricular tachycardia also occurred sponta-
neously both in vivo (Leoni et al., 2010; Martin et al.,2011c) and ex
vivo (Martin et al., 2011d), but with a much higher incidence under
flecainide treatment (Martin et al., 2011c,d). Multielectrode array
studies showed that the initiation of spontaneous arrhythmias
resulted from a combination of conduction slowing and repo-
larization heterogeneities leading to lines of conduction blocks
and unidirectional conduction (Martin et al., 2011d). Altogether
these results seem to contradict the hypothesis that arrhythmias
in the Brugada syndrome result from phase 2 re-entrant mecha-
nisms. However, the main limitation of the mouse model is that
the ventricular action potential lacks a plateau phase, and for the
subepicardial action potential, a spike, and dome morphology,
present in larger mammals and prerequisite for phase 2 reentries.

In addition, Scn5a* mice turned out to be useful for under-
standing the role of Nay1.5 in sinus node normal function and
the pathophysiology of sinus node dysfunction associated to
SCN5A loss-of-function mutations (Benson et al., 2003; Smits
et al., 2005). Indeed, Scn5a® mice also display moderate brady-
cardia that can be associated with occasional sino-atrial blocks
in older animals (Lei et al., 2005). Lei et al. showed that small
central sino-atrial node cells, which do not express Nay 1.5, exhib-
ited normal intrinsic pacemaker rate. In contrast, larger peripheral
sino-atrial node cells, which normally express Nay1.5, exhibited
reduced intrinsic pacemaker rate associated to reduced expression
of Nay1.5. These data were consistent with the slower sino-atrial
conduction and frequent sino-atrial conduction blocks observed
in Scn5a® sino-atrial node preparations compared to wild-type
although they exhibited normal activation patterns. A computer
model successfully reproduced these findings and implicated In,
in action potential propagation through the sino-atrial node, from
sino-atrial node to atria, and in modifying heart rate through a
coupling of sino-atrial node and atrial cells. More recently, this
same team has shown that both aging and Scn5a disruption affect
sino-atrial node function through electrical remodeling and TGEF-
p1-mediated fibrosis, with the most severe phenotype observed in
old Scn5a® mice (Hao et al., 2011). Interestingly, this in vivo sino-
atrial node dysfunction appears less severe than expected from ex
vivo experiments and computer simulations seems to be due to
an increase in sympathetic regulation of sino-atrial node with age,
partly explained by an over-expression of f;-adrenoceptors (Hao
etal., 2011).

AN OVERLAP SYNDROME MODEL: THE Scn5a'7%8INSD/+
KNOCK-IN MOUSE

In 1999, a SCN5A mutation (1795insD) associated with an over-
lap syndrome of cardiac Na™ channelopathies was described in
a large Dutch family. The patients’ ECG presented features of
bradycardia, conduction disease, LQT3, and Brugada syndrome
(Bezzina et al., 1999). The analysis of the 1795insD mutation
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biophysical properties led to contrasting results depending on
the heterologous expression system used. In Xenopus oocytes, the
mutation reduced the Nat current through a negative shift in
voltage-dependence of steady-state inactivation but did not pro-
duce the persistent current commonly observed in LQT3 (Bezzina
et al.,, 1999). In contrast, in HEK293 cells, 1795insD mutation
disrupted fast inactivation leading to sustained inward Na* cur-
rent that could prolong repolarization at slow heart rates and,
at the same time, increased slow inactivation, delaying recovery
of Nat channel availability between stimuli and reducing the
Na™ current under conditions mimicking fast heart rates (Veld-
kamp et al., 2000). Computer modeling showed that this dual
mechanism could indeed explain the overlap syndrome, depend-
ing on the heart rate (Clancy and Rudy, 2002). Because of these
discrepancies and because the co-inheritance of other genetic
variants besides the 1795insD mutation as a cause of the phe-
notype complexity in the family could not be ruled out, Remme
et al. (2006) generated a knock-in mouse carrying the mouse
equivalent (1798insD) of the human SCN5A-1795insD mutation.
Homozygous mice are not viable. Heterozygous Scn5a!798insP/+
mice recapitulate many of the pathological features of the patients
including sinus node dysfunction, conduction slowing, and QT
prolongation at slow rates. Patch-clamp experiments performed
on ventricular Scn5a'7%"P/+ cardiomyocytes have shown that
action potential duration was longer than in wild-type cardiomy-
ocytes and that this prolongation was more pronounced at slow
pacing rates. Also, at fast pacing rates, action potential upstroke
velocity, which reflects Nat channel availability, was reduced
in Scn5a'7°%0P/+ mice compared to wild-type. However, the
potential biophysical mechanisms thought to explain decreased
availability of Na™ channels in heterologous expression systems
were not confirmed in Scn5a!798mD/+ mice. Indeed, rather than
changes in the voltage-dependence of activation and inactivation
or slow inactivation properties, dysfunctional mutant channels at
the membrane or ineffective trafficking of mutant channels to
the membrane more likely explained the marked decrease of Na*t
current in Scn5a'7?"P/* mice. In addition, a small persistent
inward Na* current was found in Scn5a'7%"P/+ cardiomyocytes,
explaining the prolongation of action potential duration and QT
interval. These studies constitute another example of the limita-
tions of heterologous expression systems and illustrate the benefits
of genetically engineered mouse models. In summary, the phe-
notypic characterization of this mouse model has demonstrated
that a single SCN5A mutation is sufficient to cause an overlap
syndrome of cardiac Na™ channel diseases.

This unique model also represented a useful tool to investigate
the impact of genetic and environmental modifiers on cardiac
conduction and repolarization. Indeed, also genetic background
has often been proposed to affect the phenotypic consequences
of ion channel mutations, the identification of genetic modi-
fiers of disease severity in genetically inherited arrhythmias is
rare (Scicluna et al.,, 2008). In order to identify genetic modi-
fiers of conduction disease, Remme et al. (2009) studied the effect
of the Scn5a-1798insD mutation in mice of two distinct inbred
genetic backgrounds. They showed that the phenotype severity
of mice carrying the Scn5a'7°8"sP/* mutation varies depend-
ing on the genetic background. This variability is associated with

differential expression of a large number of genes including some
encoding ion channels. In particular, ventricular expression lev-
els of Nay1.5 regulatory B4-subunit (encoded by Scn4b gene)
were markedly reduced in the mouse strain with the most severe
conduction defects, leading to a shift of Nay1.5 channel activa-
tion curve toward more positive voltages and consequently to
a further decrease of In,. Most recently, these authors went a
step further and applied linkage analysis to a F2 cross resulting
from the two strains carrying the Scn5a-1798insD mutation to
identify quantitative trait loci (QTL) for heart rate, ECG para-
meters, and susceptibility to arrhythmias (Scicluna et al., 2011).
This first genetic mapping analysis for cardiac electrical traits in
mice identified 3 QTL linked with heart rate (chromosome 4),
PR interval (chromosome 3), and QRS interval (chromosome
7) at baseline. Additional significant linkage to chromosome 4
locus was observed for post-flecainide heart rate and ventricular
arrhythmias. Unexpectedly, numerous sex-specific QTLs were also
identified. Finally, QTL for ECG parameters and arrhythmias coin-
cided at five chromosomal locations suggesting pleiotropic effects
at these loci. Interestingly, identified QTLs coincided with chro-
mosomal locations of genes found differentially expressed between
the two parental strains in the prior study (Remme et al., 2009).
This considerably reduces the number of candidate genes respon-
sible for these QTLs. Nevertheless, additional experiments are still
needed to reduce linkage intervals and identify the causal genes.
In spite of their success, genome-wide association studies (GWAS)
performed in large human populations identified only a very small
fraction of heritability of ECG traits and often failed to identify
the causal genes. In this context, QTL analysis studies performed
in mice could provide independent information pointing to the
right genes (Dina, 2011).

A MODEL FOR SCN5A-RELATED DILATED CARDIOMYOPATHY:
THE Scn5a-D1275N MOUSE

The D1275N SCN5A mutation has been related to different car-
diac diseases. It was first reported in a family affected by atrial
standstill, mild conduction disease, and atrial enlargement. How-
ever, all affected members also carried a variant in the connexin
40 promoter (Groenewegen et al., 2003). Subsequently, D1275N
mutation was reported in a family affected by DCM, sinus node
dysfunction, atrial and ventricular tachyarrhythmias and conduc-
tion disorders (McNair et al., 2004; Olson et al., 2005; Ge et al.,
2008). More recently, it was also reported in a family with atrial
tachyarrhythmias, conduction disease, and ventricular enlarge-
ment, but without impaired contractility, as opposed to the previ-
ous family (Laitinen-Forsblom et al., 2006). Finally, this mutation
was also identified in a patient with atrial flutter, atrial standstill,
conduction disease, and sinus node dysfunction (Watanabe et al.,
2011). Despite these phenotypic differences, patch-clamp studies
that have compared wild-type and D1275N channels in heterolo-
gous expression systems have not shown major differences in the
biophysical properties of the mutant channel (Groenewegen et al.,
2003; Gui et al., 2010; Watanabe et al., 2011).

To address this discrepancy, Watanabe et al. (2011) used recom-
binase mediated cassette exchange to engineer a mouse model
expressing the human D1275N mutant channel and compare it
to the mouse model expressing the human wild-type channel
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(Watanabe et al., 2011). The D1275 allele was associated with
slow heart rate and prolonged atrial, atrioventricular and ventric-
ular conduction in a gene-dose-dependent manner, i.e., D1275N
homozygous mice had a more severe phenotype. Interestingly,
conduction disease increased with age. In addition, sinus node
dysfunction, second degree atrioventricular block, atrial tachycar-
dia/fibrillation, and polymorphic ventricular tachycardia occurred
in homozygous D1275N mice. Patch-clamp studies of isolated
cardiomyocytes demonstrated that D1275N mutation causes a
severe decrease in peak In, by 54% in heterozygous mice and
78% in homozygous mice in relation to a decreased sarcolem-
mal expression of Nay1.5. Moreover, homozygous D1275N mice
exhibited an increased late Nat current, leading to prolonged
action potential duration. Finally, the mutant was also associated
with a gene-dose-dependent reduction of contractile function and
DCM. These results are in line with the clinical findings described
in the mutation carriers.

Scn1h KNOCKOUT MOUSE

The cardiac Na* channel is a heterotrimer composed of Na, 1.5,
the pore-forming a-subunit, and two auxiliary B-subunits (Mead-
ows and Isom, 2005): a non-covalently linked $1-subunit (Nayf1
or $3) and a disulfide-linked subunit (Nayf2 or p4). In a genetic
screening of 282 probands with Brugada syndrome and 44 with
conduction disease, none of whom had mutations in SCN5A gene,
three mutations in the gene encoding Nayf1 (SCNI1B) were iden-
tified in three kindred (Watanabe et al., 2008). Two mutations
were located in a newly described alternately spliced transcript,
Nayp1B (Qinetal.,2003). Both transcripts are expressed in human
heart and to a greater extent in Purkinje fibers than in ventric-
ular myocardium (Watanabe et al., 2008). The E87Q mutation,
located in the extracellular immunoglobulin loop of both $1- and
B1B-subunits, was identified in a family affected by conduction
disease. The two other mutations, which resulted in a $1B-subunit
truncated after the amino-acid tryptophan-179, were identified
in a family affected with both Brugada syndrome and conduction
disease and in a kindred affected with conduction disease. Electro-
physiological studies showed that peak Iy, amplitude was lower
when Nay 1.5 was co-expressed with mutant Nayp1- and Nayp1B-
subunits versus wild-type subunits. This result was consistent with
the patients’ phenotypes.

The cardiac electrophysiological phenotype of a mouse model
invalidated for Scnlb markedly differed from the phenotype of
the patients presented above (Lopez-Santiago et al., 2007). Com-
pared to wild-type mice, Scnlb knockout mice exhibited lower
heart rates and prolonged QT intervals, without any signs of con-
duction disease. Surprisingly, loss of NayB1 expression resulted
in an increase in both peak and persistent Nat current while
channel gating and kinetics were unaffected. This increase in cur-
rent was most likely due to the increased expression of Nay1.5
observed in these mice. Immunostaining studies revealed no alter-
ations in the localization of Na™ channel a- or B-subunits. Action
potentials were prolonged, supporting the increased QT interval.
These results are consistent with the observation that the D1790G
mutation of SCN5A, which affects the interaction of Nay 1.5 with
Nayp1, also leads to a long QT phenotype (Benhorin et al., 1998;
An et al,, 1998). Once again, studies performed in heterologous

expression systems led to contrasting results. Indeed, the D1790G
mutation was first found to shift negatively steady-state inacti-
vation of the Na%t current without increasing its late component
(Anetal., 1998). The action potential prolongation was attributed
to alterations of calcium-sensitive exchange and ion channel cur-
rents (Wehrens et al., 2000). By contrast, a second study showed
that the mutation-induced a marked prolongation of the late
Na' current, a result more consistent with the long QT pheno-
type (Baroudi and Chahine, 2000). Interestingly, the phenotype of
Scnlb knockout mice resembles that found in a family of patients
carrying a mutation on SCN4B, the gene encoding the f4-subunit.
These patients exhibit a markedly prolonged QT interval (LQT10;
Medeiros-Domingo et al., 2007) due to a large increase of the late
Na™ current amplitude, as in LQT3 patients.

Scn3b KNOCKOUT MOUSE

In order to understand better the role of Nayf3 subunit on Nay 1.5
function, Hakim and co-workers generated a mouse model lack-
ing the Scn3b gene (Scn3b™'~ mouse; Hakim et al., 2008). They
showed that the lack of Nayf3 induced a &30% decrease in cardiac
Na™ peak current amplitude associated with a shift of the steady-
state inactivation curve toward negative potentials while other In,
biophysical parameters were not altered, thus confirming previous
studies in mammalian heterologous expression system (Ko et al.,
2005). As a consequence, Scn3b! mice exhibited decreased ventric-
ular conduction, shortened ventricular action potential duration,
and refractory period and increased incidence of arrhythmias
under programmed electrical stimulation in ex vivo Langendorff-
perfused hearts (Hakim et al., 2008). Arrhythmogenic incidence
was reduced by flecainide and quinidine (Hakim et al., 2010b), in
contrast to what had been observed previously for flecainide in
Sen5aT mice (Martin et al., 2011¢,d). Like Scnsat mice, Sen3b=/~
mice also exhibited sinus node dysfunction and decreased atrial
and atrioventricular conduction, sometimes leading to atrioven-
tricular block (Hakim et al., 2010a). Finally, Scn3b~'~ mice were
more prone than wild-type mice to develop atrial tachycardia and
fibrillation upon burst pacing in ex vivo Langendorff-perfused
hearts. Altogether, these studies suggested that Scn3b gene could
also be involved in cardiac channelopathies in human.

This hypothesis has been confirmed. Indeed, SCN3B mutations
have been identified in patients with either Brugada syndrome
(Hu et al., 2009), idiopathic ventricular fibrillation (Valdivia et al.,
2010) or lone atrial fibrillation (Olesen et al., 2011). All the muta-
tions lead to a loss-of-function of NayP3 and consequently a
decrease in cardiac Na* current.

CONCLUSION

Most mouse models of SCN5A-related cardiac channelopathies
recapitulate most of the diverse clinical phenotypes observed in
patients. However mouse models also have their own limitation
as a phenotype observed in mice may not be encountered in
patients. For example, the Scnlb knockout mouse shows pro-
longed ventricular repolarization, a feature that is not seen in
patients with SCN1IB loss-of-function mutations. These discrep-
ancies relate to either species differences or differences between a
heterozygous point mutation and complete invalidation of a gene
on one allele.

www.frontiersin.org

June 2012 | Volume 3 | Article 210 | 7

-390-



INTRODUCTION

Derangeon et al.

Mouse models of SCN5A-related channelopathies

Mouse models also turned out to be powerful tools to eluci-
date the pathophysiological mechanisms of SCN5A-related dis-
eases. For instance, the Scn5a'7°%mP/+ mouse clearly demon-
strated that a single SCN5A mutation is sufficient to cause
an overlap syndrome. This mouse also illustrated the limita-
tions of heterologous expression systems in the elucidation of
the biophysical consequences of the mutation on the channel
function.

Finally, mouse models of Nay1.5 (or Nay1.5-associated pro-
teins) dysfunction offer the unique opportunity to investigate the
secondary cellular consequences of SCN5A mutations such as the
expression remodeling of other genes, which is hardly accessi-
ble in the hearts of patients, but that might participate to the
overall phenotype and explain some of the differences among

patients. The most exiting benefit of mouse models is that they
raise new working hypotheses such as the putative link between
Nay 1.5 loss-of-function and occurrence of fibrosis in the context
of PCCD, thereby providing new potential therapeutic approaches.
One limitation, though, is that remodeling might be partly species
dependent. They also constitute useful tools for future stud-
ies addressing as yet unanswered questions, such as the role of
genetic and environmental modifiers on cardiac conduction and
repolarization.
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INTRODUCTION

Les troubles progressifs de la conduction cardiaque — Souris

ScnSa’™”

1 DEFINITION

Les troubles progressifs de la conduction cardiaque (PCCD) font partie de la grande famille des blocs de
la conduction cardiaque qui correspondent a des atteintes autosomiques dominantes qui débutent par un
bloc de branche et se poursuivent par un bloc de conduction complet (Brink and Torrington, 1977; van
der Merwe et al., 1988; 1986). Sur 1“¢lectrocardiogramme, ils se définissent par un élargissement de

I“intervalle QRS, signe d“un bloc de branche droit et gauche.

Les troubles progressifs de la conduction cardiaque ou maladie de Lenégre-Lev (Lenégre and Moreau,
1963; Lev et al., 1970) sont les troubles de la conduction les plus fréquents. L“altération de la
conduction cardiaque est progressive et débute dans le réseau de His-Purkinje avec 1“apparition d“un
bloc de branche droit ou gauche marqué par un allongement caractéristique de 1“intervalle QRS (Figure
19). Chez les patients les plus atteints, cela peut conduire a des épisodes de syncope et de mort subite.
Les PCCD sont a I*heure actuelle la principale cause d“implantation de stimulateur cardiaque dans le
monde (0,15/1000 habitants / an dans les pays développés). A I“heure actuelle, la pose d“un stimulateur
cardiaque constitue le seul traitement. En plus de cette atteinte électrique, les analyses histologiques
post-mortem réalisées par Lenégre montrent que les cceurs des patients sont trés fibrosés et ce,

majoritairement au niveau des faisceaux de conduction (Lenégre and Moreau, 1963).

L“&ude des mécanismes impliqués dans cette pathologie constitue la premiére partie de ma thése. Une
des principales questions que posent les PCCD est de savoir quel est le lien entre pathologie

« électrique » et pathologie « structurale ».
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Figure 19 : Les troubles progressifs de la conduction cardiaque. A. Elargissement progressif du complexe du
QRS chez un patient atteint de PCCD. Probst, 2003. B. Coupe histologie post-mortem montrant la fibrose
cardiaque en bleu (Trichrome de Heidenhein). D*aprés Cristina Basso, Université¢ de Padova.
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2 GENETIQUE DES TROUBLES DE LA CONDUCTION

CARDIAQUE

La premiére mutation génétique reliée aux troubles progressifs de la conduction cardiaque a été mise en
évidence par Schott et ses collaborateurs en 1999. Ils ont identifié, par analyse de liaison dans une
famille francaise, que le géne SCN5A était porteur d“une mutation sur un site d*épissage (IVS22+2
T>C) chez les membres de la famille atteints de PCCD (Schott et al., 1999) (Figure 20). Dans cette
méme étude, les auteurs ont mis en évidence, dans une famille néerlandaise, la délétion d“un nucléotide
en position 5280 induisant un décalage du cadre de lecture et un codon stop prématuré. Cette mutation
est associée avec une perte de 1“adressage a la membrane du canal et donc a une réduction totale du
courant sodique dans les cellules COS-7 (Probst, 2003). Par la suite, deux autres mutations, G298S et
DI1595N, sur le géne SCN5A4 chez 2 enfants atteints de bloc de conduction ont été mises en évidence.

Ces mutations induisent toutes deux une perte de fonction du canal sodique (Wang, 2002).

Figure 20 : Pedigree de la famille porteuse de la mutation IVS22+2 T>C impliquée dans la maladie de
Lenégre-Lév. Les porteurs de la mutation sont indiqués avec un « + », les patients atteints de troubles de la
conduction sont en noir et ceux suspectés en gris. « PM » pacemaker. D*aprés Schott et al., 1999.

D“autres mutations sur le gene SCN5A ont été reliées a des troubles de la conduction cardiaque mais
aussi associés a un syndrome de Brugada. Seules les 4 mutations présentées ici sont associées

uniquement a des troubles de la conduction.

Des mutations sur la sous-unité Bl régulatrice de Nav1.5 ont aussi été¢ impliquées dans les troubles
progressifs de la conduction cardiaque. Ces mutations ont pour conséquence de diminuer le courant

sodique (Watanabe et al., 2008).

Un autre géne a été identifié dans une famille atteinte de PCCD par Makita et ses collaborateurs. Ils ont
pu montrer que le variant Q58L empéchait la formation des plaques de Cx40 au niveau de la jonction
cellule-cellule (Makita et al., 2012). C*est a ce jour la seule mutation connue dans un géne codant pour
une connexine associée a des troubles du rythme ventriculaire. Des études plus fondamentales ont

confirmé I“implication de la Cx40 dans cette pathologie (Simon et al., 1998).
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Enfin, les troubles progressifs de la conduction cardiaque ont été reliés a des mutations sur le géne
codant pour le canal cationique TRPM4 activé par le calcium intracellulaire et impliqué dans de
nombreux phénomeénes arythmiques. Une étude de Liu et ses collaborateurs a mis en évidence 3
mutations distinctes (Argl64Trp, Ala432Thr et Gly844Asp) associées a un gain-de-fonction de TRPM4
dans 3 familles distinctes (Liu et al., 2010). Le phénotype observé chez les patients porteurs de ces
mutations est trés proche de celui observé chez les patients porteurs d“une mutation perte de fonction sur
le canal sodique. Ceci suggére que les canaux TRPM4 et Navl.5 s“influencent 1“un sur 1“autre ou font

partie d“un méme complexe de signalisation a [“origine de |“excitabilité cellulaire.

3 LE COMPLEXE QRS CHEZ LA SOURIS

L“électrocardiogramme murin est trés différent de celui enregistré chez 1“homme. Le premier ECG de
souris a été publié par Goldbarg et ses collaborateurs en 1968 (Goldbarg et al., 1968). Comme nous
avons pu le voir précédemment, les potentiels d“action humains et murins ont des morphologies tout a
fait différentes. Cela a des répercussions sur la phase de dépolarisation des ventricules, le complexe
QRS, et de repolarisation, [“onde T sur I“"ECG. Dans ce paragraphe, je me concentrerai sur la différence
de morphologie du complexe du QRS et sa difficulté de mesure. Dans la partie traitant du syndrome du

QT long, je reviendrai sur 1“onde T et sa mesure (Partie 3 §4).

Les études électrocardiographiques faites chez la souris se font en 6 dérivations et la dérivation DI est la
plus utilisée pour réaliser les mesures. C“est en effet sur cette dérivation que la fin de 1“onde T est la
plus discernable. Ainsi, en DI (mais aussi en aVR et aVL), le complexe QRS débute avec une premiére
onde négative, parfois difficilement détectable (1“onde Q), suivie d“une onde trés positive (1“onde R) et
enfin une seconde onde négative (I“onde S). Dans I“ensemble des dérivations, a 1“exception de aVR,
1“onde S est suivie d“une onde positive qui précéde 1“onde T. Cette déflection est appelée point J ou R
(Figure 21) (Boukens et al., 2012). La mesure du complexe QRS a souvent fait débat. Comme rapporté
par Salama et London en 2007, la fin du complexe QRS a souvent été placée a la fin de 1“onde J (Salama
and London, 2007). Cependant, trés tot, [“onde J a été décrite comme faisant partie de la phase de
repolarisation et donc exclue du complexe QRS (Goldbarg et al., 1968). Ainsi, en prenant a tort en
compte 1“onde J dans le complexe QRS, celui-ci peut durer jusqu‘a 30 ms alors qu“une mesure correcte
jusqu“au point d“intersection entre [“onde S et la ligne isoélectrique donne une durée de 9 a 17 ms selon
les dérivations (Danik et al., 2002). L“absence de segment ST isoélectrique chez la souris est la
conséquence d“une phase 1 de repolarisation rapide et de 1“absence de plateau sur le potentiel d“action.
Le complexe QRS murin correspond donc a la dépolarisation des ventricules mais aussi & une phase

précoce de repolarisation (Boukens et al., 2012).

En conditions pathologiques, 1“¢largissement du QRS chez 1“homme refléte un trouble de la conduction

ventriculaire. Ceci n“est pas toujours le cas. Wiegerink et ses collaborateurs ont montré que
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1“¢largissement pouvait aussi résulter d“une augmentation de la masse du cceur indépendamment d*“une
variation positive ou négative de la vitesse de conduction (Wiegerinck et al., 2006). A I“inverse, les
travaux de Boukens et ses collaborateurs ont récemment montré, chez la souris, que la mesure du QRS
pouvait sous-estimer le ralentissement de la conduction cardiaque. En cas de conduction ralentie par
1“injection d“ajmaline par exemple, ils montrent que la fin du complexe QRS arrive bien avant la fin de

I“activation ventriculaire (Boukens et al., 2012).

A B

Homme Souris

Repolarisation
précoce

Fin du QRS

Repolarisation transitoire

Repolarisation marquée

Figure 21 : Différence de morphologie des complexes QRS entre I’homme (A) et la souris (B). Le segment ST
n“est pas isoélectrique chez la souris, la repolarisation précoce observée se manifeste par une onde J positive qui
est parfois comprise a tort dans le complexe QRS. Le potentiel d“action murin a ainsi une phase de repolarisation
précoce plus importante que chez I'Homme et une phase de plateau nettement moins marquée. Ligne pleine :
potentiel d“action endocardique ; ligne pointillée : potentiel d“action épicardique. D*aprés Boukens et al., 2014 in
pressa.

4 LE MODELE DE SOURIS SCN54""

Afin de comprendre les mécanismes reliant la perte de fonction de canal Navl.5 observée dans les
systémes de réexpression et le mécanisme fibrotique décrit chez les patients, le modele murin invalidé a
1“état hétérozygote pour le géne Scnja a été utilisé comme modele d*¢étude des troubles progressifs de la
conduction cardiaque. Initialement développé par Papadatos et ses collaborateurs en 2002, ce mod¢éle
murin présente une réduction de 50% de 1“intensité du courant sodique au pic associé a un allongement
de la conduction atriale et atrio-ventriculaire a 10 semaines (Papadatos et al., 2002) (Figure 22). Sous
stimulation électrique, les cceurs issus de ces souris sont plus susceptibles de faire des tachycardies

ventriculaires polymorphes que ceux des souris contréles (Martin et al., 2011).
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Figure 22 : Génération du modéle murin Scn5a™. A. Schéma de 1“insertion de la forme délétée. Leinsertion de
la cassette NEO dans 1“exon 2 empéche la transcription d“un canal fonctionnel B. Diminution du courant sodique
chez les souris Scn5a™". D aprés Papadatos et al., 2002.

Les travaux de Royer et ses collaborateurs de 2005 montrent une atteinte de la conduction ventriculaire
marquée par un allongement de 1“intervalle QRS en plus des troubles de conduction atriaux observés
précédemment (Royer, 2005). Ces troubles de la conduction sont progressifs, s“aggravent avec le
vieillissement des souris et sont en adéquation avec ce qui avait été observé précédemment chez
I“Homme (Probst, 2003) (Figure 23). Cette premiere étude démontre aussi que la fibrose ventriculaire
apparait uniquement chez les souris agées invalidées pour le géne ScnSa. Les défauts de conduction et la
présence de fibrose valide ce modele murin comme modeéle d“étude des troubles progressifs de la

conduction cardiaque.

En plus de ces atteintes typiques de la maladie de Lenégre, des signes d“hypertrophie ont été observés
avec I"“augmentation de 1“expression de la f-MHC, de 1“a-actine et des facteurs de transcription associés
Egr-1 et Atf3 (Okamoto et al., 2001) sans que cela n“ait de conséquences fonctionnelles clairement
¢tablies par échocardiographie. Dans le méme temps, les travaux de van Veen et ses collaborateurs

montrent que I“altération de la conduction cardiaque uniquement chez les souris Scn5a™”

agées est
associée a une redistribution spatiale du profil d“expression de la Cx43 dans les zones fibrosées (van
Veen, 2005). Ces travaux posent les bases des acteurs fondamentaux de cette pathologie : (1) le canal
sodique Navl.5 pour l“excitabilit¢ cardiaque, (2) la fibrose pour 1“anomalie structurale et (3) la

connexine 43 pour le couplage intercellulaire.
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Figure 23 : Comparaison de I’évolution des paramétres ECG entre ’homme (A) et les souris Scnsa*" (B).
Les ronds blancs correspondent aux membres sains de la famille ou souris sauvages. Les ronds noirs correspondent
aux membres porteurs de la mutation IVS22+2 T>C ou souris Scn5a"". D“aprés Royer, 2005 et Probst, 2003.

Leoni et ses collaborateurs ont voulu aller encore plus loin dans les mécanismes de compréhension du
remodelage fibrotique associé aux troubles de la conduction. Aprés une analyse électrocardiographique
et biochimique plus précise, ils ont pu mettre en évidence 2 phénotypes de souris Scn5a"". Le premier
phénotype présente un €largissement modéré de 1“intervalle QRS associé a une diminution de seulement
25% de I“expression de Navl.5. Le second phénotype est quant a lui plus marqué au niveau de
I“¢largissement du QRS avec une réduction de 50% de 1“expression de Navl.5. Les analyses
histologiques ont montré la présence de fibrose chez les 2 phénotypes (Figure 24). L“augmentation de
I“expression des facteurs Egrl et Atf3 précédemment observée n“a cependant été retrouvée que chez les

souris au phénotype le plus marqué (Leoni et al., 2010).

Cest dans cette suite que s“inscrit la premicre partie de mes travaux de thése. En se basant sur ces faits,
nous avons voulu identifier les mécanismes moléculaires a 1“origine de la fibrose. Nous avons aussi
voulu comprendre comment la réduction du courant sodique pouvait induire un tel remodelage

structural.
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Figure 24 : Caractérisation des souris Scn5a™. A. ECGs caractéristiques a 10 semaines montrant 1“allongement
du complexe QRS. Barre = 100 ms. B. Distribution des QRS en fonction du phénotype a 10 semaines chez les
souris sauvages (blanc, ligne pointillée), Scn5a" avec un phénotype léger (gris, ligne grise) et Scn5a™ avec un
phénotype sévére (noir, ligne noire). C. Développement de fibrose chez les souris Scn5a™ de plus de 80 semaines.
Coloration au rouge picrosirius. D. Evolution du QRS avec 1"4ge chez les souris sauvages (ronds blanc), Scnsa*”
avec un phénotype léger (ronds noir) et Sen5a™ avec un phénotype sévére (triangles noir). Daprés Leoni et al.,
2010.

Ce modele murin est aussi utilisé par 1“équipe de Huang et Grace a Cambridge comme modele d“étude
pour le syndrome de Brugada en raison de la perte-de-fonction observée sur le courant sodique. Selon ce
groupe, ce modele réunit de nombreuses caractéristiques cliniques observées chez les patients atteints de
syndrome de Brugada telles que [“augmentation de 1*hétérogénéité de repolarisation (Martin et al., 2010)
et la propension a développer des arythmies sous Flécainide (Matthews et al., 2012; Stokoe et al., 2007).
Rappelons que le syndrome de Brugada se caractérise par une ¢lévation du segment ST sur
I“¢électrocardiogramme et que 1“ECG de souris ne présente pas de segment ST isoélectrique. Cette
différence constitue a mes yeux une limite majeure dans le développement de modeles murins pour le

syndrome de Brugada.

5 ACTEURS DE LA FIBROSE CARDIAQUE

Dans des conditions physiologiques, les fibres musculaires cardiaques sont entourées d“un réseau de
fibres de collagéne. Plus de vingt types de collagéne composent ce réseau. Parmi eux les collagéne I et
IIT sont trés nettement majoritaires (respectivement 80% et 11%) et jouent un réle fondamental de
soutien mais aussi dans la fonction myocardique (Weber, 1989; Borg and Caulfield, 1981). Le collagéne
I apporte davantage de rigidité et de solidité alors que le collagéne III apporte plus de souplesse dans la

structure (Pauschinger et al., 1999).
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La fibrose correspond a une accumulation de matrice extracellulaire riche en collagéne. Une certaine
quantité de matrice est physiologique mais tout excés est pathologique. Par abus de langage on parle
souvent de présence de fibrose mais en réalité ceci est faux, il faudrait parler de présence

d“accumulation de collagéne (Figure 25).

A Coeur sain Ceeur fibrosé B métabolisme du collagéne
Pro-collagéne M
X X
Cardiomyocyte hypertrophique MATURATION
Cardiomyocyte v
Fibrose périphérique Myofbroblaste Collagéne BEELE8885% ",
Collagéne périphérique /\/‘
Fibroblaste PI/IIINP X ’0<\
Capillaire PI/lnce
Fibrose péri-vasculaire ASSEMBLAGE
Collagéne interstitiel =
Fibrose interstitielle Fibre mature m
X
DEGRADATION
Y

Collagéne e
CI/TP A

Mise en évidence du collagéne au Rouge PicroSirius

Figure 25 : Réle et métabolisme du collagéne A. Les fibres de collagéne enveloppent le muscle cardiaque. En
condition pathologique, 1“accumulation de collagéne aboutit a une fibrose marquée. B. Synthése et dégradation du
collagéne. PI/IIINP : pro-peptides N-terminaux des collagénes I et III ; PI/IIICP : pro-peptides C-terminaux des
collagénes 1 et III; CI/IITP : télopeptides C-terminaux des collagénes I et III D"aprés Biernacka and
Frangogiannis, 2011 et Brown et al., 2005.

Selon que 1“on s“intéresse a la fibrose qui s“installe en post-infarctus, a une fibrose réactive aprés un
phénomeéne inflammatoire ou bien a une fibrose liée au vieillissement, les aspects morphologiques sont
différents. Quatre types de structures fibrotiques sont admisses dans la littérature (de Jong et al., 2010)

(Figure 26) :

* une fibrose diffuse dans I“ensemble du myocarde sans localisation préférentielle,

= une fibrose interstitielle qui est la conséquence de 1“expansion de matrice extracellulaire entre
les fibres musculaires,

= une fibrose dite « patchy » ou focale, assez localisée, dont les fibres apparaissent assez larges.
Cette fibrose est souvent une expansion de la fibrose interstitielle,

= une fibrose compacte qui est observée dans les cas d“infarctus du myocarde, trés localisée et

sans fibres musculaires en son sein.
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Diffusel Interstitiellel Focalel Compactel

Figure 26: Différents types de fibrose. La fibrose, marquée au rouge picrosirius, apparait en rouge. Barre = 1
mm. D“aprés de Jong et al., 2010.

De maniére physiologique, la matrice extracellulaire de collagéne n“est pas une structure figée, elle est
en perpétuel réarrangement, entre synthése et dégradation. Le remplacement du collagéne se fait entre
80 et 120 jours (de Jong et al., 2010) ce qui met en évidence la stabilité de la matrice et la difficulté
d“interagir sur cette balance en conditions pathologiques. En conditions pathologiques telles que les
troubles progressifs de la conduction cardiaque, cette vitesse est trés nettement augmentée et est en

faveur d“une accumulation de collagéne (Bozkaya et al., 2008).

Nous avons vu précédemment que le modéle de souris Scn5a” développait de la fibrose au cours de
1“évolution de la pathologie. Dans cette partie, je vais poser les bases des mécanismes fibrotiques que

nous avons mis en évidence dans ce modéle murin.

5.1 FIBROSE ET TROUBLES DU RYTHME / DE LA CONDUCTION

L*accumulation de collagéne a été observée au cours de différentes pathologies cardiaques affectant
aussi bien les valves que le myocarde Iui méme. En lien avec cette augmentation, des études ont montré
que les cardiomyopathies dilatées (CMD) étaient associées a une augmentation du collagéne I et du ratio
Collagene I /Collagene 111 (Marijianowski et al., 1995; Bishop et al., 1990). Des travaux plus récents de
Pauschinger et ses collaborateurs montrent que les collagénes I et III augmentent chez des patients
atteints de CMD et que ’augmentation de collagéne I est en lien avec une réduction de la fonction

myocardique (Pauschinger et al., 1999).

La fibrose constitue une véritable barriére au sein du myocarde au travers de laquelle la conduction ne
peut se faire mais qui permet aussi la survenue de réentrées. Dans les cas de légere fibrose interstitielle,
cette barriere est principalement longitudinale par rapport aux fibres cardiaques et ne perturbe peu ou
prou la conduction cardiaque qui est majoritairement longitudinale (Spach et al., 1988). Cependant,
lorsque celle-ci augmente, une désynchronisation apparait entre la conduction transversale (affectée par
la fibrose) et la conduction longitudinale. De maniére schématique, le chemin pour aller d’un point & un

autre est plus sinueux, la conduction cardiaque est ralentie (Tusscher and Panfilov, 2007; de Bakker et
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al., 1993) (Figure 27). L’irrégularité de la fibrose au sein du myocarde est a 1’origine de zones de
conduction hétérogenes trés arythmogenes (Lammers et al., 1990). Dans une cohorte de patients atteints
de CMD, Anderson et ses collaborateurs ont démontré que plus la fibrose était importante, plus la
conduction était ralentie (Anderson et al., 1993). La présence de fibrose créant des zones de conduction
lente et d’autres plus rapides, la dépolarisation du myocarde n’est pas uniforme. Cela se manifeste par
une alternance dans la durée des potentiels d’action et I’apparition de tachycardie ventriculaire

polymorphe (Nguyen et al., 2014; Qu et al., 2004).

En plus du ralentissement de la conduction cardiaque, de grosses zones de fibrose favorisent 1“apparition
de blocs de conduction unidirectionnels. Dans le cas d“un infarctus du myocarde, ce n“est pas la fibrose
compacte qui est arythmogéne mais la fibrose présente au niveau de la zone bordante. Cette région
contient des cardiomyocytes viables emprisonnés qui sont eux d“excellents substrats pour induire des
circuits de réentrée. Les réentrées se manifestent cliniquement par des épisodes de tachycardie

ventriculaire monomorphe (Nguyen et al., 2014).

A B

Figure 27 : Arythmogénicité de la fibrose. A. La fibrose (en rouge) ralentit la conduction cardiaque en favorisant
une conduction en « zig-zag ». B. Les zones de fibrose induisent des circuits de réentrées (« source-sink »).
D“apres Nguyen et al., 2014.

5.2 FIBROBLASTES : REGULATEURS DE LA FIBROSE CARDIAQUE

5.2.1 ORIGINE DES FIBROBLASTES CARDIAQUES

Comme j“ai déja pu le mentionner préalablement, les fibroblastes représentent une part cellulaire non
négligeable de la masse cardiaque. Ainsi, dans un cceur de souris adulte, les cardiomyocytes
représentent 56% des cellules contre 27% pour les fibroblastes (Banerjee et al., 2007). Ces résultats
récents different de 1“¢tude princeps de Nag datant de 1980 et réalisée chez le rat qui montrait que 67%
des cellules étaient des fibroblastes pour seulement 30% de cardiomyocytes (Nag, 1980). Cette
différence de pourcentage peut s“expliquer par 1“avancée des techniques, par la découverte de marqueurs
de plus en plus spécifiques des fibroblastes, mais aussi par la différence inter-espece. L origine des
fibroblastes cardiaques n“est pas clairement établie. Trois origines sont présentées a [“heure actuelle

comme possibles. De maniére physiologique et principalement au cours du développement, la transition
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épithélio-mésenchymateuse (EMT) depuis le pro-épicarde est la principale source de fibroblastes
cardiaques (Carmona et al., 2010; Norris et al., 2008; Snider et al., 2009). Apres avoir migré au sein du
myocarde, ces cellules se différencient en fibroblastes interstitiels, périvasculaires ou encore en cellules

musculaires lisses des coronaires (Takeda and Manabe, 2011).

En plus de cette origine majoritaire, de nombreuses équipes ont mis en évidence diverses origines
observées en conditions physiologiques ou pathologiques. En condition physiologique, les péricytes
vasculaires peuvent se différencier en fibroblastes par EMT, tout comme les cellules endothéliales par
un mécanisme similaire, la transition endothélio-mésenchymateuse (Zeisberg et al., 2007; Snider et al.,
2009). En condition ischémique, les cellules dérivées de la moelle osseuse ainsi que les fibrocytes
circulants et les cellules immunitaires de type macrophage et monocyte, peuvent acquérir un phénotype
trés proche de celui des fibroblastes en exprimant les marqueurs ad hoc tels que 1“o-actine des muscles
lisses (a-SMA) (Haudek et al., 2006; Hong et al., 2007; Mollmann et al., 2006; van Amerongen et al.,
2008) (Figure 28).

Endothélium@

Fibrocytel

Monocytel

Péricytel

EMTR EndMTE

Proépicardel

EMTE

FIBROBLASTER MYOFIBROBLASTE®

Figure 28 : Origine des fibroblastes cardiaques. En condition physiologique, les fibroblastes proviennent de
I“épicarde (1), de 1“endothélium ou des péricytes (2). En conditions pathologiques, ils peuvent aussi dériver des
monocytes et fibrocytes (3). D“aprés Takeda and Manabe, 2011.

5.2.2 PHYSIOLOGIE DES FIBROBLASTES

Morphologiquement les fibroblastes sont des cellules trés plates, trés étalées, avec de nombreux
prolongement cytoplasmiques sans membrane basale (Baudino, 2006). Au cours des différentes études,
de trés nombreux marqueurs ont été utilisés pour les identifier sans grande réussite en raison de leur
origine mésenchymateuse. Cependant, il semble que le récepteur DDR2 (Discoidin Domain Receptor 2)
soit un bon marqueur spécifique des fibroblastes (Camelliti et al., 2005; Goldsmith et al., 2004). Les

travaux de leda et ses collaborateurs ont affiné cette détection en montrant que les fibroblastes étaient
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des cellules positives pour le CD90 (Cluster de Différenciation 90 spécifique des thymocytes et retrouvé
dans les cellules souches), DDR2 (Discoidin Disc Receptor 2, dont le ligand est le collagéne) et
négatives pour le CD31 (Cluster de Différenciation 31 spécifique des cellules endothéliales) (Ieda et al.,

2009).

Electrophysiologiquement, les fibroblastes sont des cellules non excitables, plus dépolarisées que les
cardiomyocytes. L expression des canaux ioniques dans ces cellules est trés variable suivant les études.
D*“un c6té, Vasquez et ses collaborateurs ont montré que les fibroblastes n“expriment pas de canaux
activés par le potentiel (Vasquez et al., 2011). D"un autre c6té, Li et ses collaborateurs indiquent que les
fibroblastes expriment des canaux ioniques dont le canal sodique Navl.5 et dans le méme temps,
Benamer et ses collaborateurs ont mis en évidence la présence du canal Kir6.1 dans ces cellules (Li et
al., 2009; Benamer et al., 2009). Ces différences d“expression peuvent s“expliquer par les artéfacts de

culture cellulaire et la propension des fibroblastes a se différencier en myofibroblastes.

Les fibroblastes ont de trées nombreux roles (Figure 29), encore mal connus pour certains, dans la
physiologie cardiaque et ce bien au dela de la synthése de collagéne (Baudino, 2006; Manabe, 2002;
Takeda et al., 2010).

Une des principales fonctions des fibroblastes est le maintien de 1“équilibre et du renouvellement de la
matrice extracellulaire (MEC). Celle-ci est composée de collagénes mais aussi de protéoglycanes,
glycoprotéines, cytokines, facteurs de croissances et protéases (Bowers et al., 2010). La MEC forme un
réseau organisé¢ de connexion et de soutien entre les différentes cellules, répartit les forces mécaniques
sur 1“ensemble et adresse des signaux spécifiques. Enfin, elle joue le role de barriére entre les oreillettes
et les ventricules ce qui assure leur propre contraction. Les stimuli chimiques tels que le TGF,
I“interleukine-6, 1“interleukine-1B ou le TNFo (7issue Necrosis Factor o) activent de maniére
physiologique les fibroblastes ce qui active la synthése de collagéne. La dégradation de la MEC est
effectuée par les MMP (Matrix Metalloproteinase) et leurs inhibiteurs les TIMP (Tissue Inhibitor of
Matrix Metalloproteinase) qui sont eux aussi produits par les fibroblastes cardiaques (Nagase et al.,
2006; Lovelock et al., 2005). Les fibroblastes sécrétent de nombreux facteurs autocrines ou paracrines

qui activent ou inhibent ces processus.

Les travaux de Inoki et ses collaborateurs montrent que les fibroblastes modulent 1“angiogenése au
travers de la sécrétion de CTGF (Connective Tissue Growth Factor) et de PDGF (Platelet-Derived
Growth Factor) qui ont des effets antagonistes (Zhao and Eghbali-Webb, 2001; Inoki et al., 2002). La

mécanique d“action précise des fibroblastes reste cependant mal comprise.

Bien qu“il s“agisse de cellules non excitables, les fibroblastes jouent un rdle clé dans 1“activité électrique
cardiaque en séparant les myocytes les uns des autres. L“anneau fibrotique qui sépare les oreillettes des

ventricules est essentiel a leur contraction séquentielle (Zhou et al., 2010). Les fibroblastes expriment a
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leur surface membranaire des canaux ioniques activés par 1“étirement, les « stretch-activated channels »
(Hu and Sachs, 1997). Cette propriété fait des fibroblastes d*excellents méchanotransducteurs mais leur

réle physiologique est encore mal compris (Kamkin et al., 2003).

L*“&ude in situ des fibroblastes est trés difficile. L“¢tude de Camelliti et ses collaborateurs en 2004
démontre, au niveau du neeud sinusal de lapin, une connexion des fibroblastes avec les cardiomyocytes
(Camelliti et al.,, 2004b). Ce groupe a aussi mis en évidence une interaction in situ au niveau

ventriculaire mais sans que cela ne soit bien caractérisé (Camelliti et al., 2004a).
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Figure 29 : Role des fibroblastes cardiaques. A. Organisation des fibroblastes cardiaques (vert) in sifu entourant
les fibres musculaires (rouge). Les fibroblastes sont des cellules de soutien qui orientent la propagation de I“influx
¢électrique au sein des cardiomyocytes B. Roles des fibroblastes cardiaques. NN : néonataux. D*“aprés Souders et
al., 2009.

5.2.3 PHYSIOPATHOLOGIE DES FIBROBLASTES/MYOFIBROBLASTES

Dans des situations pathologiques, les fibroblastes se différencient en myofibroblastes. Ils peuvent étre
considérés comme des « super » fibroblastes ayant des fonctions similaires mais exacerbées en faveur
d“une accumulation de collagéne comme cela peut étre le cas dans les 1ésions post-infarctus (Sun,
2000). Leorigine des myofibroblastes est elle aussi discutée. Traditionnellement, les études montrent
quils sont issus des fibroblastes déja implantés au sein du myocarde mais d“anciens travaux de 1973
montrent que dans des cas de cardiomyopathies hypertrophiques, les fibroblastes et myofibroblastes
dérivent d“autres sources cellulaires (endothélial, circulant, ...) (Mandache et al., 1973). Les travaux de
Zeisberg et ses collaborateurs montrent que 30% des myofibroblastes proviennent des cellules
endothéliales dans un modele expérimental de fibrose (Zeisberg et al., 2007; Deb and Ubil, 2014). Une
part non négligeable des myofibroblastes (de 3% a 24%) provient des cellules issues de la moelle

osseuse (Haudek et al., 2006; van Amerongen et al., 2008).
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La différenciation des fibroblastes en myofibroblastes (Figure 30) est sous la dépendance de 2 facteurs :
le TGF-B1 produit par les cellules inflammatoires au moment de I“initiation de la pathologie
(Dobaczewski et al., 2010) et les contraintes mécaniques (Hinz et al., 2001; MacKenna et al., 2000). La
différenciation en myofibroblastes nécessite une premiére étape de différenciation en proto-
myofibroblastes dans lesquels 1“actine G se polymérise en actine F pour former des fibres de stress puis
une seconde étape au cours de laquelle 1“expression de 1“0-SMA (a smooth muscle actin) augmente
(Tomasek et al., 2002). L expression de 1“a-SMA est conditionnée par la translocation nucléaire des
facteurs MRTFs (Myocardin-Related Transcription Factors) retenus dans le cytoplasme lorsque 1“actine
est glomérulaire (Small et al., 2010). Dans de trés nombreuses études réalisées in vitro, les auteurs
ajoutent du sérum, riche en TGF-B1 dans le milieu de culture. De plus les cultures sur des supports en
plastique, recouverts ou non de collagéne, augmentent la rigidité de la matrice. Ces deux conditions de
culture favorisent la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes. Ceci doit permettre de
relativiser les différences d“expression géniques observées dans les études réalisées sur des fibroblastes

en culture dont on ne maitrise pas 1“état d“activation.

Un processus de dédifférenciation des myofibroblastes est bien décrit pour les cellules non cardiaques
mais est relativement mal connu pour les cellules cardiaques (Artaud-Macari et al., 2013; Hecker et al.,
2011) (Figure 30). En cas de réduction des contraintes mécaniques ou de [“inhibition de la
phosphorylation du récepteur au TGF-B1, une réversion des myofibroblastes peut étre observée mais
uniquement pour ceux qui sont en cours de prolifération (Driesen et al., 2014). Ces travaux apportent
des pistes dans le traitement des processus fibrotiques. La cinétique d“action semble montrer qu‘il faut
agir dans les premiers temps de prolifération avant que la différenciation ne soit irréversible. Des
travaux antérieurs de Rosker et ses collaborateurs ont montré que la suppression de 1“expression de 1“o-

SMA supprimait les troubles du rythme cardiaque (Rosker et al., 2011).

Les myofibroblastes atriaux humains ont ét¢é montrés comme exprimant un canal sodique Navl.5
fonctionnel alors que son expression était négligeable lorsquil ne s“agissait que de fibroblastes
(Chatelier et al., 2012). Cette étude ouvre la voie a la compréhension du réle de ces canaux dans des

circonstances pathologiques.

L*“mhibition de la formation des myofibroblastes semble étre une cible importante dans la prévention
des processus arythmiques. Il a ét¢ montré que la sur-activation de 1“adénylate cyclase limitait la
formation des myofibroblastes et diminuait 1“accumulation de collagéne par voie de conséquence
(Swaney et al., 2005). Les travaux d“Askar ont confirmé par la suite que 1“inhibition de la prolifération

des myofibroblastes était centrale dans la prévention des arythmies (Askar et al., 2011).
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Figure 30 : Différenciation des fibroblastes en myofibroblastes. La premicre étape de différenciation nécessite
des forces de tension (1), la seconde est quant a elle dépendante de facteurs sécrétés tels que le TGF-f1 (2).
D“aprés Tomasek et al., 2002.

5.2.4 INTERACTIONS CARDIOMCYOYCTES/MYOFIBROBLASTES

Que ce soit au cours du développement cardiaque, dans des conditions physiologiques ou pathologiques,

les fibroblastes dialoguent en permanence avec leur environnement, cardiomyocytes et vaisseaux.

5.2.4.1 Interactions paracrines
Les fibroblastes sont connus pour sécréter des facteurs paracrines de maniére physiologique mais leur

role dans le développement des arythmies est aujourd“hui clairement admis (Tian and Morrisey, 2012;

Vasquez and Morley, 2012).

Au cours du développement embryonnaire, la communication entre les fibroblastes et les
cardiomyocytes est indispensable a leur prolifération. Une diminution de la synthése de collagéne par
les fibroblastes réduit la prolifération des cardiomyocytes néonataux in vitro (Ieda et al., 2009). Les
études in vitro de co-cultures de cardiomyocytes et myofibroblastes ont permis de déchiffrer la
communication qui existait entre ces deux types cellulaires et les effets réciproques. Ainsi, les travaux
de Fredj et ses collaborateurs ont montré que les co-cultures permettaient aux cardiomyocytes de moins
se dédifférencier comme cela est couramment observé lorsque 1“on met des cardiomyocytes adultes en
culture sans myofibroblastes. Ils ont pu observer que les fibroblastes produisaient de 1“interleukine-6 a
I“origine d“une hypertrophie des cardiomyocytes et d“une augmentation de 1“adhésion et de la

prolifération des fibroblastes (Fredj et al., 2005).

Une étude in vitro a montré que la communication entre cardiomyocytes et fibroblastes était paracrine
via la sécrétion de facteurs affectant la physiologie des deux types cellulaires (Figure 31). Ils ont pu

montrer que le milieu de culture des fibroblastes ralentissait la conduction et réduisait 1“expression des
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canaux Navl.5 et Kir2.1. Ils ont aussi pu montrer que la communication entre les cardiomyocytes n*était
pas affectée bien que [“expression de la connexine 43 non phosphorylée (et schématiquement non
fonctionnelle) soit augmentée (Pedrotty et al., 2009). Les fibroblastes semblent donc produire des
facteurs solubles qui ont pour effet de réduire la conduction cardiaque. Vasquez et ses collaborateurs ont
pu mettre en évidence que ces effets paracrines étaient mis en jeu dans le cas d“un infarctus du

myocarde (Vasquez et al., 2010).
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Figure 31 : Communication chimique cardiomyocytes/fibroblastes. D“aprés Kakkar and Lee, 2010; Takeda
and Manabe, 2011.

5.2.4.2 Interactions physiques

Contrairement aux fibroblastes pour lesquels cela est moins clairement établi, les myofibroblastes

interagissent de maniére physique avec les cardiomyocytes. Deux théories existent dans la littérature.

La premicre hypothese est fondée sur une interaction dépendante des connexines. Les travaux de
Miragoli postulent que I“interaction entre les cardiomyocytes et les myofibroblastes dépend des
jonctions homocellulaires et hétérocellulaires faisant intervenir les Cx43 et Cx45 (Miragoli, 2006). Cette
communication a pour conséquence de dépolariser les cardiomyocytes d“environ 20 mV en fonction de
la densité de myofibroblastes (Figure 32). Les travaux de Jacquemet confirment 1“effet du couplage sur
la variation du potenticl membranaire en précisant que la conduction est accélérée de 5% en cas de
faible couplage alors qu‘elle est largement réduite lors d“un couplage plus important (Jacquemet and
Henriquez, 2008). Les travaux de Camelliti et ses collaborateurs ont montré que la Cx45 permettait une
interaction transitoire entre les cardiomyocytes et les myofibroblastes alors que la Cx43 intervient dans

une interaction plus durable (Camelliti et al., 2004a).
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Dans le but de comprendre 1“implication du couplage entre les cardiomyocytes et les fibroblastes, les
travaux d“Askar et ses collaborateurs confirment I“importance de la Cx43 dans ce couplage. IIs ont pu
montrer que 1“inhibition de 1“expression de la Cx43 dans les fibroblastes prévenait le ralentissement de
la conduction au travers de 1“augmentation de 1“excitabilité des cardiomyocytes (Askar et al., 2012).
L“&ude du couplage des fibroblastes et des cardiomycoytes a été principalement réalisée au niveau
atrial (Maleckar et al., 2009; Kamkin et al., 2005; 1999; Kohl et al., 2005; Thompson et al., 2011; Tian
and Morrisey, 2012). Les implications physiopathologiques n“ont pas été clairement montrées au niveau

des ventricules.

La seconde hypothése est fondée sur une interaction dépendante des jonctions mécaniques. Les travaux
de Follonier et ses collaborateurs ont montré que la synchronisation des oscillations calciques dans les
myofibroblastes passait par un couplage intercellulaire mécanique (Follonier et al., 2008). Par la suite, la
nature des protéines de couplage a été précisée dans un modele de co-culture cardiomyocyte/fibroblaste,
il s“agit des N-cadhérines, glyocprotéines transmembranaires dépendantes du calcium qui sont a la base
des interactions cellulaires via les desmosomes (Thompson et al., 2011). Dans ce modele, les auteurs
montrent que la vitesse de conduction est dramatiquement réduite lorsque les cardiomyocytes sont
couplés avec les myofibroblastes malgré 1“augmentation de [“expression de la Cx43. Une étude
précédente d“Azazuma-Nakamura a montré que 1“augmentation de 1“expression de la Cx43 participait a
la différenciation des myofibroblastes (Asazuma-Nakamura et al., 2009). L*hétérogénéité de localisation
des myofibroblastes au sein du tissu cardiaque crée des zones de conduction hétérogene au fort pouvoir
arythmogéne. Dans une seconde étude, les auteurs affinent la voie de transduction du signal et montrent
que I“interaction et le ralentissement de la conduction dépendent de 1“activité de la protéine G

monomérique RhoA (Thompson et al., 2014).

5.3 REGULATEURS DE LA FIBROSE CARDIAQUE

De trés nombreux facteurs influent sur le développement de la fibrose cardiaque. Cette partie ne traite
pas de 1I“ensemble de ces facteurs mais uniquement de ceux impliqués dans notre modele murin (pour

revue sur les autres facteurs voir (Leask, 2010).
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Figure 32 : Interactions cardiomyocytes/fibroblastes. A. Expression de la Cx43 et de la Cx45 par les
myofibroblastes (MFB, exprimant 1“a-actine des muscles lisses a-SMA) en co-culture avec des cardiomyocytes
(CM). Les Cx43 et Cx45 permettent une interaction cardiomyocytes/myofibroblastes mais aussi
myofibroblastes/myofibroblastes. Barre = 5 um. B. Jonctions hétérocellulaires dépendantes des cadhérines (vert)
entre les cardiomyocytes (rouge) et les fibroblastes (bleu). Les cadhérines ne sont présentes qu“au niveau des sites
d“interaction hétérocellulaires (fléches) ou entre les cardiomyocytes eux-mémes (pointes) C. Lorsque
cardiomyocytes et fibroblastes sont couplés, la dépolarisation du cardiomyocyte dépolarise le fibroblaste qui
module a son tour le potentiel de membrane du cardiomyocyte. D. Enregistrement des variations de potentiel sur
un cardiomyocyte et un fibroblaste couplés. D“aprés Miragoli, 2006 ; Thompson et al., 2014 et Yue et al., 2011.

5.3.1 LE TRANSFORMING GROWTH FACTOR BETA

Comme cela a été décrit précédemment, le TGF-p est un des principaux acteurs de la différenciation des

fibroblastes et donc sa régulation est potentiellement centrale dans les pathologies fibrotiques (Vaughan
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et al., 2000). La premiére étape dans la voie de signalisation du TGF-B consiste en son activation
intrinséque. En effet, une fois sécrété, le TGF-f est sous forme inactive, la partic N-terminale
comprenant un pro-domaine LAP (Latency-associated peptide) et la partie C-terminale formant la forme
active du TGF-B (Koli et al., 2001). Le clivage du pro-domaine LAP est indispensable a son action et
nécessite 1“intervention de protéases telles que la plasmine, les MMP-2 et MMP-9 (Annes et al., 2003).
Dautres voies d“activation du TGF-B ont été décrites mais sont encore mal caractérisées (Barcellos-

Hoff et al., 1994; Schellings et al., 2009; Munger et al., 1999).

Le TGF-p a de trés nombreux roles dans la cellule (Massagué, 2000) mais son mode d“action peut se
résumer en une voie majoritaire faisant intervenir les protéines Smad et des voies accessoires

(Moustakas and Heldin, 2005) (Figure 33).
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Figure 33 : Voies de signalisation du TGF- p dépendantes et indépendantes des Smad dans les processus
fibrotiques. La fixation du TGF-f sur son récepteur provoque le regroupement hétéromérique des récepteurs de
type 1 (TGFBRI) et de type 2 (TGFBRII) ainsi que la phosphorylation du TGFBRI par le TGFBRII. Le récepteur
TGFBRI peut alors phosphoryler les Smad2/3 qui peuvent alors s“assembler en hétéromeres avec Smad4. On parle
de voie canonique pour le TGF-B dépendante des Smads. Les Smad6/7 sont des inhibiteurs de cette association. Le
complexe hétéromérique peut alors s“accumuler dans le noyau et agi en tant que facteur de transcription pour de
multiples génes parmi lesquels CTGF, RUNX-2, la Périostine, ... Les voies non canoniques du TGF-f,
indépendantes des Smads, passent par [“activation de second messagers tels que Wnt/B-caténine, TAK1/MEKKI,
Ras, RhoA, c-Abl, PP2A, ...
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L¥effet du TGF-p sur la différenciation des fibroblastes se fait au travers de la voie dépendante des

Smads et son interaction avec la voie Wnt3/B-caténine (Carthy et al., 2011).

Dautres voies de signalisation dépendantes du TGF-f peuvent intervenir dans ce processus. Ainsi,
I“activation des facteurs de transcription Egr-1 et c-Abl par le TGF-f a été montrée comme pouvant
activer les fibroblastes et augmenter la synthése de collagéne (Bhattacharyya et al., 2009; Chen et al.,
2006a). Cette voie fibrotique est en accord avec [“augmentation de [“expression d“Egr-1 observée dans
le modéle murin Scn5a™ qui développe de la fibrose (Leoni et al., 2010) ainsi que dans de nombreux

autres modeles (Bhattacharyya et al., 2011).

Concernant le modéle murin ScnSa™, Hao et ses collaborateurs ont récemment montré I“implication du
TGF-B dans le processus fibrotique au niveau du nceud sinusal (Hao et al., 2011). Ils ont pu observer
que lors du vieillissement, le pourcentage de fibroblastes chez les souris mutées était supérieur a celui
observé chez les controles du méme age. Ils ont pu associer cela avec une augmentation de la fibrose et
une augmentation de la forme active du TGF-f sans clairement en déterminer 1“origine. Cette étude se
focalise en grande partie sur le processus fibrotique au niveau du nceud sinusal. La question de

I“implication du TGF- dans la fibrose atriale et ventriculaire reste posée.

5.3.2 LE CONNECTIVE TISSUE GROWTH FACTOR

Le Connective Tissue Growth Factor (CTGF ou CCN2) est un polypeptide de 36-38 kDa de la famille
des protéines CCN (CTGF/Cyr6/Nov) (Leask and Abraham, 2006). Il a de trés nombreux rdles dans les
cellules (Perbal, 2004) et son activation passe par de nombreuses voies de signalisations (HIF, Angll,
Enotheline-1, ...) mais la principale est la voie du TGF-p dépendante des Smads (Chen et al., 2000;
Wang et al., 2011b). Aucun récepteur spécifique du CTGF n*a pu étre identifié a ce jour. Il est connu
pour interagir avec de trés nombreuses molécules et récepteurs tels que IGF, BMP-2, BMP-4, BMP-7 et
VEGF (Dendooven et al., 2011) (Figure 34).

Les deux principaux effecteurs du CTGF sont les voies Smad et Erk1/2 (Phanish et al., 2010). Une
troisieme voie de signalisation dépendante de Rac-1 semble étre importante en physiopathologie. Son
activation conduit & une augmentation au sein des cardiomyocytes et des fibroblastes, de 1“expression de
la Cx43 et des N-cadhérines connues pour interférer sur I“interaction cardiomyocytes-(myo)fibroblastes

(Adam et al., 2010).
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Figure 34 : Le Connective Tissue growth Factor (CTGF). Le CTGF est composé de 4 domaines et d“une région
charniére clivable. Le CTGF est clivable par les protéases en une partic N-terminale et C-terminale. Le domaine 4
est aussi clivable. Chaque domaine interagit avec des protéines différentes impliquées dans la communication
entre la matrice extracellulaire et le cytosquelette. IGFBP : domaine de fixation de I“Insuline-like Growth Factor ;
VWEC : facteur de von Willebrand de type C ; TSP-1 : thrombospondine de type 1 ; CTCK : C-terminal cysteine
knot-like domain ; VEGF : facteur de croissance des cellules endothéliales vasculaires ; TGF-f : Transforming
growth factor f; LRP : protéine associée aux lipoprotéines ; HSPG : protéoglycane héparane sulphate ; BMP :
Bone Morphogenetic Protein. D*aprés Dendooven et al., 2011.

Les travaux de Yoon et ses collaborateurs ont montré, dans un modele de constriction aortique connu
pour développer de la fibrose réactive, que I“expression du CTGF était augmentée et qu“une autre
molécule de cette famille, CCNS5, avait des roles opposés au CTGF (Yoon et al., 2010). L“implication
du CTGF a été confirmée par 1“utilisation de siRNA sur des fibroblastes (Wang et al., 2011a). Dans un
modele de souris myopathes (souris mdx) une augmentation de la fibrose cardiaque est aussi associée a

une augmentation drastique de [“expression du CTGF (Au et al., 2011).

Une premiere étude réalisée chez 1"homme par Koitabashi et ses collaborateurs montre que
I“augmentation de CTGF est en corrélation avec le degré de fibrose interstitielle. Cette étude montre
qu‘une altération de la balance CTGF/BNP en faveur d“une accumulation de CTGF est profibrotique et
a 1“origine d“une insuffisance diastolique (Koitabashi et al., 2007). Une autre étude démontre dans le
méme temps une corrélation entre le taux de CTGF et la dysfonction ventriculaire droite (Bergestuen et
al., 2010). Ces travaux réalisés chez 1"homme corroborent 1“implication forte du CTGF dans les

processus fibrotiques cardiaques et dans 1“insuffisance cardiaque associée.

5.3.3 LE FACTEUR FIBROTIQUE SPARC

La protéine SPARC (Secreted Acidic and Rich in Cysteine) ou autrement appelé osteonectine est une
glycoprotéine de 32 kDa qui fait partie de la famille des facteurs associés a la matrice extracellulaire en
permettant une interaction cellule-matrice. Elle a un réle clé dans 1“incorporation du collagéne dans la

MEC (Figure 35).
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- Inhibe I'étalement cellulaire - Inhibe la prolifération - Domaine de liaison aux cellules et a la matrice
- Diminue la chimiotaxie - Inhibe les adhésion focales - Inhibe I'étalement cellulaire

- Active le PAI-1 - La libération du motif (K)GHK stimule la - Inhibe la prolifération

- Diminue 'expression de FN et TSP-1 prolifération et 'angiogenése - Inhibe les adhésions focales

Figure 35: Le facteur SPARC. Le domaine C-terminal permet la liaison avec le collagéne et la matrice
extracellulaire. D“aprés Brekken and Sage, 2001.

Lors de la syntheése de collagéne au niveau cardiaque, 90% du pro-collagéne synthétisé est dégradé
avant d“étre incorporé dans la MEC (Mays et al., 1991). C*est dans ce processus d“intégration du
collagéne qu‘intervient SPARC. L“nteraction entre SPARC et le collagéne empéche ce dernier
d“interagir avec les récepteurs membranaires (intégrines et MT1-MMP) qui le dégradent. Ainsi lors
d“une augmentation de l“expression de SPARC, la balance est en faveur de I“interaction SPARC-
collageéne et en défaveur de sa dégradation (Figure 36). Le collagéne s“incorpore davantage dans la
matrice, le processus de fibrose est enclenché (Harris et al., 2011; Rentz et al., 2007). L*interaction entre
SPARC et le collagene se fait au travers des motifs GVMGFO localisés au centre et a la queue C-

terminale de la triple hélice de collagene (Hohenester et al., 2008).

De nombreux travaux ont montré ce réle de stabilisation du collagéne pour SPARC. Dans un modéle de
rat soumis a une stimulation B-adrénergique, I“expression de SPARC est corrélée avec 1“augmentation
de TGFp, de la synthése et des dépdts de collagéne (Masson et al., 1998). Ridinger et ses collaborateurs
ont montré en 2009 que 1“expression de SPARC était augmentée dans des coupes de ventricules de

patients présentant une hypertrophie cardiaque associés a de la fibrose (Ridinger et al., 2009).

L“mjection de shRNA visant SPARC dans un mod¢le de rat développant une fibrose hépatique réduit
nettement la production de collagéne (Camino et al., 2008). Ces résultats ont été confirmés par Wang et
ses collaborateurs qui ont montré une diminution des marqueurs fibrotiques pulmonaires en utilisant des
siRNA dirigés contre SPARC dans un modéle de souris (Wang et al., 2010). Des résultats similaires ont
¢été obtenus dans un modele de fibrose hépatique induite par le TGF (Atorrasagasti and Aquino, 2011).
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A B

Condition physiologique Sur-expression de SPARC

Fibroblaste Fibres de collagéne matures et insolubles

Myofibroblaste activé |

Augmentation des fibres de
collagéne matures et insolubles

Figure 36 : Mode d’action de SPARC en conditions physiologiques (A) et pathologiques (B). En conditions
physiologiques, les fibroblastes sécrétent du collagéne sous forme de pro-collagene (1). Le facteur SPARC vient se
fixer au pro-collagéne (2) en empéchant ainsi 1“association du pro-collagéne avec ses récepteurs cellulaires.
L*extrémité C-terminale du pro-collagéne est alors clivée par le BPM-1 (4) puis la partie N-terminale est clivée par
les ADAMTS2/14 (5). Le collagéne mature s“assemble ainsi sous forme de fibres de collagénes en perdant son
interaction avec SPARC (6). Une part importante du pro-collagéne synthétisé par les fibroblastes ne fixe pas de
facteur SPARC, interagit avec les récepteurs cellulaires de type intégrines et est dégradé par les MT1-MMP. En
conditions pathologiques ou le facteur SPARC est surexprimé, 1“ensemble du procollagéne synthétisé est pris en
charge par le facteur SPARC, le processus de maturation est favorisé et les fibres de collagénes matures et
insolubles sont augmentées. SPARC : Secreted Protein Acidic and Rich in Cystein ; BMP : Bone Morphogenetic
Protein ; PCPE : Procollagen C-Proteinase Enhancer ; ADAMTS : A Disintegrin like and Metalloproteinase
Domain with Thrombospondin Type Motif ; MT1-MMP : Membrane Type 1 Matrix Mettaloproteinase. D*aprés
McCurdy et al., 2010.

Il est intéressant de noter que les souris invalidées pour SPARC, bien qu‘elles présentent une
augmentation de la prolifération et de la différenciation des myofibroblastes en réponse a un infarctus,
ne développent pas de fibrose en raison de la dégradation accrue du pro-collagéne (Basu et al., 2001).
Dans un modéle d“infarctus, la sur-expression de SPARC est transitoire et permet la prolifération des

fibroblastes (Wu et al., 2006).

5.3.4 LESMMPSET TIMPS

Les Matrix Metalloproteinases (MMPs) sont les protéinases les plus importantes dans la dégradation de
la matrice extracellulaire. Vingt-trois MMPs, codées par 23 genes différents, sont connues chez
I“homme, chacune avec des spécificités de substrat. Leur activité est trés basse dans des conditions
physiologiques mais elles sont trés sensibles aux stimuli externes tels que [“inflammation, les facteurs de
croissance et les interactions cellule-cellule ou cellule-matrice. L*“¢tude des MMPs ne peut se faire sans
1“étude de leurs inhibiteurs endogénes, les TIMPs (Tissue Inhibitors of Metalloproteinases). Au niveau
cardiaque, les MMP-2 et MMP-9 qui sont des gélatinases, sont les plus actives (Nagase et al., 2006).

Bien que les MMP-2 et MMP-9 soient toutes deux des gélatinases, leurs substrats sont quelques peu
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différents. Parmi leurs substrats, la MMP-2 semble étre plutdt spécifique des collagénes de type I, 111,
IV, V, VIl et X alors que la MMP-9 est plutot spécifique des collagenes de type IV, V, XI et XIV. Les
collageénes de type I et III étant les principaux au sein du myocarde, 1“activité de la MMP-2 semble

prépondérante dans les processus fibrotiques.

De manicre physiologique, 1“expression de la MMP-9 ainsi que le pourcentage de fibrose augmentent
avec 1"dge des souris. Au cours du vieillissement, les souris invalidées pour la MMP-9 présentent une
fonction cardiaque améliorée et une fibrose moins marquée que les souris contréles (Chiao et al., 2012).
Les auteurs démontrent aussi que la perte d“expression de la MMP-9 affecte peu I“expression du CTGF.
L expression et/ou de 1“activation des MMP-2 et MMP-9 a aussi ét¢ montrée comme étant en relation
avec I“expression du facteur fibrotique SPARC dans un mod¢le de gliome humain (Rich et al., 2003).

Le role de la MMP-9 concerne donc 1“intégration du collagéne dans la matrice.

Dans une étude réalisée chez 45 jeunes patients souffrant de cardiomyopathie hypertrophique, Zachariah
et ses collaborateurs ont montré une augmentation de I“expression de la MMP-3 circulante, sans
modification de 1“expression des MMP-2 et MMP-9 (Zachariah et al., 2012). Au stade d“insuffisance
cardiaque terminale initiée par une cardiomyopathie dilatée ou ischémique, une augmentation de
I“expression et de 1“activité des MMP-2 et MMP-9 est en lien avec le processus fibrotique (Polyakova et

al., 2010).

Dans le cadre des troubles progressifs de la conduction cardiaque, Bozkaya et ses collaborateurs ont
montré une augmentation des taux sériques de MMP-9 en association avec un renouvellement accru de
la matrice de collagéne (Bozkaya et al., 2008). Ils observent dans le méme temps une diminution de
I“expression sérique de la MMP-2 et supposent, au vu de la nature fibrotique de la pathologie, que ceci

est en faveur d“une accumulation de collagene.

Dans un modéle de souris en insuffisance cardiaque, I“augmentation de la MMP-2, retrouvée chez de
vieilles souris saines, n“est pas a elle seule la cause de [“augmentation de fibrose. Le point central est le
ratio MMP/TIMP et dans ce mode¢le, la diminution de 1“expression de TIMP-3 et TIMP-4 est spécifique
de I“insuffisance cardiaque. La balance MMP/TIMP est donc davantage en faveur d“une sur-activation
des MMP en cas d“insuffisance cardiaque (Horn et al., 2012). Les travaux de Kandalam ont confirmé le

role clé des TIMP dans ce processus fibrotique (Kandalam et al., 2011).

En plus de leur réle d“inhibiteurs des MMP, les TIMPs ont des modes d“action propres. Les TIMP-3 ont
¢té montrées comme inhibant la prolifération des cardiomyocytes néonataux et 1“hypertrophie des
cardiomyocytes adultes (Vanhoutte and Heymans, 2010). Les TIMP-1 a 4 ont été impliquées dans la
prolifération et la différenciation des fibroblastes alors que TIMP-2 est plus en lien avec la synthése de

collagéne par les myofibroblastes (Lovelock et al., 2005). Pour revue sur le role des TIMP dans les
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processus fibrotiques voir Moore et al., 2011.

5.3.5 LA SIGNALISATION PURINERGIQUE

L“ATP est la source d“énergie ubiquitaire de toutes les cellules. En plus de ce rdle, I“ATP est libérée
dans le milieu extracellulaire (Su et al., 1971). Aujourd“hui, les roles de cet ATP sécrétée ne sont pas
encore bien connus mais on sait qu“elle est impliquée dans de nombreux processus (Vaughn et al., 2012;
Burnstock et al.,, 2012). De trés nombreux mécanismes de libération d“ATP ont été proposés

(Lazarowski, 2012; Corriden and Insel, 2010).

Concernant le mécanisme fibrotique, le premier mécanisme de libération de I“ATP provient de
I“apoptose/nécrose des cellules. L“ATP ainsi libérée a un role de chémoattractant pour les molécules de
I“inflammation (Elliott et al., 2009; Chen et al., 2006b). Un autre mécanisme impliqué dans la libération
d“ATP fait intervenir les pannexines (Pnx), des hémicanaux analogues des connexines. Parmi les 3
isoformes connues de la Pnx, la Pnx-1 est la mieux décrite et la plus impliquée dans la libération d“ATP
(Penuela et al., 2013). Les travaux de Nishida et ses collaborateurs ont montré dans un modéle murin de
fibrose cardiaque que la libération d“ATP au travers de la Pnx-1 était centrale dans ce processus

(Nishida et al., 2008).

L“ATP posseéde 2 types de récepteurs, les P2X (canaux a ATP) et les P2Y (récepteurs & 7 domaines
transmembranaires). L“activation des récepteurs P2X conduit & une augmentation du calcium
intracellulaire (Kaczmarek-Hajek et al., 2012). La majorité des récepteurs P2Y (P2Y,, P2Y,, P2Y,,
P2Y, et P2Y,) sont couplés a la protéine G, et activent la voie de signalisation dépendante de la PKC.
Nishida et ses collaborateurs ont montré dans leur modéle de fibrose secondaire a une surcharge
myocardique, que 1“ATP libéré par la Pnx-1 des cardiomyocytes active de maniére autocrine le
récepteur P2Y¢ des cardiomyocytes couplé a la protéine G trimérique Ga,y3. Les cardiomyocytes
sécretent alors des facteurs fibrotiques tels que le TGFp et le CTGF qui vont induire la différenciation
des fibroblastes en myofibroblastes et d“enclencher le processus fibrotique (Figure 37) (Nishida et al.,
2008). Au niveau des fibroblastes cardiaques, 1“ATP active les récepteurs P2Y,, P2X, et P2X; ce qui
stimule leur prolifération suivant une voie dépendante de Akt et de Erk1/2 (Chen et al., 2012).
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Figure 37: Signalisation purinergique et fibrose. La libération d“ATP au travers de la Pnx-1 des cardiomyocytes
active de maniére autocrine les récepteurs P2Y des cardiomyocytes couplés a la protéine G trimérique Ga,y/3. Les
cardiomyocytes sécrétent alors des facteurs fibrotiques (CTGF, TGFp, periostine) activateurs des fibroblastes
cardiaques. La libération d“ATP est aussi capable d“activer directement les fibroblastes en se fixant sur les
récepteurs P2Y,, P2X, et P2X,. D*“aprés Nishida et al., 2008.

6 INTER-REGULATION DE NAV1.5 ET DE LA Cx43 DANS LES

PROCESSUS FIBROTIQUES

6.1 LE PERINEXUS : UNE SUPER-STRUCTURE AUSSI FRAGILE QU “ESSENTIELLE

Les disques intercalaires constituent une unité fonctionnelle dans laquelle les desmosomes (au travers de
la Plakophiline-2), les jonctions communicantes (au travers de la Cx43) et les protéines d“ancrage sous
membranaire (au travers de I“Ankyrine G) sont trés proches (Sato et al., 2011). Suite a une extinction de
I“expression de la plakophiline-2 par shRNA, I“expression de la Cx43 est diminuée (Oxford et al.,
2007). Dans un modéle murin invalidé a 1“¢tat hétérozygote pour le Plakophiline-2, une des protéines
essenticlles a la formation des desmosomes, une réduction du courant sodique est observée en
association avec une diminution de la vitesse de conduction (Cerrone et al., 2012; Sato et al., 2009). La
perte d“une protéine desmosomale semble donc avoir de grandes conséquences sur la formation

1“organisation de la Cx43 et de Navl.5.

Les travaux de Rhett et ses collaborateurs (Rhett et al., 2012) ainsi que les derniers travaux de 1“équipe
de Delmar montrent un lien trés étroit entre les desmosomes, le canal sodique Navl.5 et la Cx43
(Cerrone et al., 2013). Les travaux sur le modele déficient pour la plakophilne-2 indiquent une
régulation tres étroite entre Navl.5 et la Cx43. Ces deux protéines font partie d“une super structure
fragile dont chaque piéce est indispensable a son fonctionnement, le perinexus. Seule une étude ne
montre pas de diminution du courant sodique dans des cardiomyocytes invalidés pour la Cx43 (Johnson

et al., 1999).
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Selon le modéle proposé par Rhett (Rhett et al., 2013), les plaques de Cx43 et les desmosomes ne
formeraient qu“une seule unité avec au centre le perinexus qui ferait le lien entre les deux structures. Les
canaux Navl.5 qui ont ét€ montrés pour interagir aussi bien avec 1“une ou 1“autre de ces structures sont
présents au sein de ce perinexus. Comme 1“ont montré les études sur les souris invalidées pour la Cx43
ou les études sur la dysplasie arythmogeéne du ventricule droit, ce complexe est fragile. La perte d“un
des composants modifie la structure de ce complexe et affecte la conduction cardiaque. Les avancées de
la microscopie permettront de mieux comprendre les interactions au sein du perinexus et entre ces

structures, qui ne sont pas encore clairement établies (Figure 38).

A

Plague@onctionellel Perinexusl

. Perinexusf
B Plaquefonctionellel Desmosomeld

JonctionZommunicante®@e®Xx432

Hémianaux@eXx432

Nav1.58

Figure 38: Le perinexus. A. Gauche : Cryofracture d“une plaque jonctionelle de Cx43 vue en microscopie
électronique montrant le perinexus est situé¢ autour de la plaque dense de Cx43. Droite : Le marquage duolink
(rouge) refléte 1"interaction entre la Cx43 et Navl.5. Cette interaction ne se fait qu“autour de la plaque dense de
Cx43 (vert). Cette zone d“interaction entre Nav1.5 et la Cx43 est appelée le perinexus. Le noyau est marqué en
bleu. Barre = 10 um. B. Le perinexus fait le lien entre les plaques de Cx43 et les desmosomes pour que 1“ensemble
forme une unité. D“apres Rhett et al., 2013.

6.2 NAVI.5ET CX43 : A L*ORIGINE DE LA FIBROSE CARDIAQUE

En plus de leur interaction dans les cardiomyocytes, Navl.5 et la Cx43 pourraient interagir dans
d“autres types cellulaires tels que les fibroblastes impliqués dans la fibrose. L*“expression de Navl.5 et
de la Cx43 est augmentée dans les myofibroblastes atriaux en association avec la fibrose cardiaque
(Askar et al., 2012; Chatelier et al., 2012). Dans un tout autre modele murin d*hypertrophie induite par
la calcineurine, une réduction drastique de 1“expression de Navl.5 et de la Cx43 sur cceur entier est

observée avant la mise en place du processus fibrotique. Il est a noter que malgré une diminution de son
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expression totale, la forme non-phosphorylée de la Cx43 est augmentée (Fontes et al., 2014). Cette
forme non phosphorylée est associée a des défauts de conduction cardiaque (Akar et al., 2004). Ces
travaux vont dans le sens d“une relation étroite entre le complexe Nav1.5/Cx43 et les processus

fibrotiques.

6.3 LA CX43 : UNE NOUVELLE CIBLE ANTI-FIBROTIQUE ?

La Cx43 semble étre un acteur majeur dans les troubles progressifs de la conduction cardiaque, autant a
cause de son rdle direct sur la conduction au sein des cardiomyocytes qu‘a cause de son role de
« complexe d“ancrage » au sein des disques intercalaires et de ses modes d“action sur la différenciation
des fibroblastes et sur 1“activation de la voie du TGFp. Le maintien d“une expression et d“une
fonctionnalité élevée de la Cx43 semble étre central dans la prévention des mécanismes de fibrose. Dans
ce sens, I“utilisation du Rotigaptide (ZP123), un peptide anti-arythmique qui prévient le découplage de
la Cx43, semble étre une voie thérapeutique intéressante. Le Rotigaptide est connu pour augmenter
I“expression de la Cx43 a la membrane de cardiomyocytes de rats et ainsi empécher le ralentissement de
la conduction et la dispersion de repolarisation observés en post-ischémie (Kjolbye et al., 2008; Lin et

al., 2008).

Au cours de la premiére partie de ma thése je me suis intéressé au remodelage myocardique chez les
souris Scn5a” a Porigine de la fibrose cardiaque. Ces souris souffrant de troubles de la conduction
cardiaque, nous nous sommes intéressés au remodelage de la Cx43 et aux mécanismes reliant Navl.5

au processus fibrotique.
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Le syndrome du QT long de type 3 — Souris ScnS5a PP

1 DEFINITION

Le syndrome du QT Long (SQTL) est une maladie familiale caractérisée par un allongement de la durée
de repolarisation ventriculaire et une forte incidence de tachycardies ventriculaires de type torsades de
pointes. Ces épisodes arythmiques interviennent généralement au cours d“une activité physique
(principalement la natation) ou d*un stress, d“une émotion. Cependant, pour certains types de syndromes
du QT long come le type 3, ils interviennent au repos. La premiére description de ce syndrome a été
faite par Jervell et Lange-Nielsen (1957), Romano (Romano et al., 1963) et Ward (Ward, 1964). Une
des caractérisques de ce syndrome est que les arythmies se font sur un cceur sain, sans anomalie
structurale associée. La prévalence du syndrome du QT long est variable suivant les régions du monde
et se situe autour de 1:2500 dans la population caucasienne (Schwartz et al., 2009). Dans une étude
portant sur 647 patients non traités de plus de 28 ans, 13% avaient fait une mort subite récupérée avant
I“4ge de 40 ans (Priori et al., 2003). Cette étude a aussi pu montrer, sur un petit groupe de patients, que

les hommes étaient symptomatiques bien avant les femmes.

2 CLINIQUE

Sur le plan clinique, les deux critéres de diagnostic d“un syndrome du QT long sont 1“allongement de la
durée de repolarisation et les épisodes arythmiques. Les épisodes arythmiques peuvent conduire a la
survenue de torsades de pointes pouvant aboutir a des syncopes ou a la mort subite cardiaque. Ils
constituent une part trés importante du diagnostic des patients. L“allongement de 1“intervalle QT est la
caractéristique principale du syndrome du QT long bien quelle ne soit pas toujours retrouvée. Les
femmes ayant naturellement un intervalle QT plus long que les hommes, en partie imputable aux
hormones, les critéres ne sont pas les mémes (Priori et al., 2001). Un intervalle QTc (corrigé selon la
formule de Bazett), supérieur & 460 ms est considéré comme allongé pour les femmes alors quil 1“est
des 440 ms pour les hommes. Entre 20% et 25% des patients atteints d“un syndrome du QT long
confirmé par les analyses génétiques ne présentent pas d“allongement pathologique de l“intervalle QT
(Priori et al., 2013b). Bien qu“un QTc supérieur a 600 ms favorise nettement [“apparition de troubles du
rythme, il n*y a pas de relation directe entre la sévérité des troubles du rythme et la durée du QT (Priori

et al., 2001).

En plus de I“allongement du QT, la morphologie des ondes T associées a un syndrome du QT long est
modifiée. Classiquement, les ondes T sont biphasique et/ou crochetées sur les dérivations précordiales
ce qui marque une hétérogénéité de repolarisation. Sur I'ECG, on peut différencier 3 types de

syndromes du QT long. Le type 1 est caractérisé par une onde T trés positive, le type 2 par une onde T
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empatée et le type 3 correspond a une onde T décalée dans le temps (Figure 39). La présence d“ondes T
alternées est caractéristique du syndrome du QT long et préceéde souvent les torsades de pointes. Il s“agit
d“une alternance a chaque battement cardiaque de la polarité ou de I“amplitude des ondes T (Priori et al.,
2001).

A LQT1 LQT2 LQT3
ECG (V5)
Contréle STsrg::‘irt\ZrI;Qj ﬁgl;jm\)ll) Contréle g-[SKTianlrglzo HM) Controle ATX-II (20 nM)

Endo

Cellule
M

Epi

ECG

Figure 39 : Caractéristiques électrocardiographiques des 3 principaux types de syndromes de QT long. A.
ECGs humains représentatifs des 3 principaux syndromes du QT long associés a des mutations sur le géne
KvLQOTI (LQT1), HERG (LQT2) et SCN54 (LQT3). B. Potentiels d“action ventriculaires canins caractéristiques
des 3 types de syndromes du QT long. La perfusion artérielle de la paroi ventriculaire gauche d“un cceur de chien
avec des inhibiteurs spécifiques des canaux ioniques impliqués dans les syndromes du QT long permet de
reproduire 1“allongement du potentiel d“action observé. La perfusion de 100 nM d‘isoproterenol (agoniste
adrénergique) et de 30 uM de chromanol 293B (inhibiteur du courant Ig;) produit un allongement de la durée du
potentiel d“action au niveau des cellules M ce qui a pour effet d“augmenter 1“hétérogénéité de repolarisation
transmurale comme observé dans les cas de syndrome du QT long de type 1. La perfusion de 100 uM de d-sotalol
(antagoniste B-adrénergique) et d“une concentration basse de potassium (2 mM) ralenti nettement la repolarisation
ce qui a pour conséquence de produire une onde T aplatie caractéristique du syndrome du QT long de type 2. La
perfusion de 20 nM d“ATX-II (activateur du courant sodique persistant) produit un allongement des potentiels
d“action endocardiques et épicardiques a 1“origine de 1“onde T tardive observée chez les patients atteints de
syndrome du QT long de type 3. D"aprés Antzelevitch and Shimizu, 2002.

Au cours de la conférence de 1“Heart Rhythm Society de 2013, de nouvelles recommandations ont été
posées quant a la prise en charge de ces patients (Priori et al., 2013c). Un patient avec un intervalle
QTc>500 ms est considéré a haut risque et devient a trés haut risque au dela de 600 ms. Une alternance
des ondes T est le signe d“une instabilité électrique et nécessite la mise en place de mesures préventives.
Un sujet qui présente des épisodes de syncopes ou d“arrét cardiaque avant 1“4ge de 7 ans est considéré
comme ayant un fort risque arythmique en dépit du traitement béta-bloquant et les patients qui ont fait
une syncope ou un arrét cardiaque dans leur premiére année de vie sont a trés haut risque pour la mort

subite et répondent trés peu aux thérapies utilisées. Sur le plan thérapeutique, les défibrillateurs
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implantables ne sont recommandés que pour les patients présentant un historique de fibrillation
ventriculaire récupérée ou pour les patients a trés haut risque d“arythmies. Le traitement par les
B-bloquants reste le traitement premier du syndrome du QT long. La dénervation sympathique est aussi
recommandée pour les patients a haut risque pour qui le traitement par les p-bloquants n“est pas

efficace.

En raison de la forte augmentation de 1“activité sympathique a 1“origine des arythmies retrouvées chez
les patients (Schwartz, 1985), les B-bloquants constituent la principale voie thérapeutique utilisée. Leur
efficacité a été montrée des les années 1985 dans une étude réalisée sur 233 patients symptomatiques.
Dans le groupe traité avec des B-bloquants, la mortalité était de 9% a 15 ans contre 53% dans le controle
(Schwartz and Locati, 1985). A 1"heure actuelle, les principaux B-bloqueurs utilisés sont le propranolol
(2-3 mg/kg/j) et le nadolol (1-1,5 mg/kg/j). Dans le cas du syndrome du QT long de type 3, associé¢ au
canal sodique Navl.5, I“utilisation conjointe de B-bloquants tel que le propranolol et d“inhibiteur
sodique tel que la Ranolazine ont montré une efficacité (van den Berg et al., 2014). La seule contre-
indication est pour les patients asthmatiques ou diabétiques. Pour les patients ne répondant pas ou
intolérants aux [B-bloquants, une bi-thérapie associant la dénervation sympathique ou la pose d“un
défibrillateur implantable est recommandée. La dénervation sympathique consiste a enlever les quatre
ou cinqg premiers ganglions thoraciques. Cette intervention peu lourde, assez rapide donne d“excellents
résultats pour les patients souffrants de nombreux épisodes arythmiques. La diminution de 1“intervalle
QTc est d“environ 30% (Schwartz, 2014). L utilisation de défibrillateurs implantables est de plus en
plus fréquente chez les patients atteints de SQTL alors que cela devrait étre réservé aux patients a trés
haut risque arythmique (QTc > 550 ms) et en combinaison avec une autre thérapie. Cette option doit

rester la derniére a mettre en place.

3 GENETIQUE DU SYNDROME DU QT LONG DE TYPE 3

Les premiceres études génétiques mettant en évidence des génes causaux pour ce syndrome ont été faites
30 ans aprés la découverte de ce syndrome (Curran et al., 1995; Wang et al., 1995). Les études
génétiques de liaison ont montré que le syndrome du QT long se transmettait de maniére autosomique
dominante dans la majorit¢é des cas. On parle alors de syndrome de Romano-Ward. La forme
autosomique récessive ou syndrome de Jervell et Lange-Nielsen est caractérisée par la présence d“une
surdité en plus de 1“atteinte cardiaque (Yanmei et al., 2008). Aujourd hui, plus de 100 mutations sur 14
genes de susceptibilité ont été mises en évidence. Ces 14 génes correspondent a autant de types de

syndromes du QT long différents (Amin et al., 2013).

Dans cette partie, je me focaliserai uniquement sur le syndrome du QT long de type 3 (LQT3) li¢ aux
mutations sur le gene SCN5A4 codant le canal Nav1.5. Néanmoins, les syndromes du QT long les plus

fréquents sont le syndrome du QT long de type 1 (LQT1) qui regroupe I“ensemble des mutations sur le
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géne KCNQI (canal KvLQT1) et le syndrome du QT long de type 2 (LQT2) qui regroupe 1“ensemble
des mutations sur le géne KCNH?2 (canal hERG). L“ensemble de ces 3 types de syndromes de QT long
correspond a 90% des cas de mutations associées a ce phénotype. Pour revue sur 1“ensemble des types

de syndrome du QT long (Amin et al., 2013; Priori et al., 2001).

Les trois premicres mutations sur le géne SCN5A associées a un syndrome du QT long ont été
retrouvées dans trois familles distinctes. Il s“agit des mutations AKPQ1505-1507 (Wang et al., 1995),
R1644H et N1325S (Dumaine et al., 1996). De par leur localisation dans la boucle reliant les domaines
DIII et DIV du canal sodique et I“implication de cette boucle dans les processus d“inactivation, ces
mutations ont été suspectées comme altérant les paramétre d“inactivation des canaux sodiques. Parmi les
mutations associées uniquement au syndrome du QT long, on retrouve les mutations suivantes :
D1840G (Benhorin et al., 1998), D1790G (An et al., 1998), A1330P (Wedekind et al., 2001), E1295K
(Abriel et al., 2001), 11768V (Rivolta et al., 2002), R1623Q (Miller, 2004), delF1617 (Chen et al.,
2005), A1330T (SMITS et al., 2005), G1631D (Wang et al., 2008), A1180V (Zhang et al., 2014a).
Parmi ces mutations, les mutations A1330P et A1330T sont atypiques puisqu-elles ne présentent pas de

courant sodique persistant.

Au cours de cette thése je me suis intéressé a la mutation deltaQKP1507-1509 qui a été associée par
deux équipes différentes dans deux familles distinctes a un syndrome du QT long de type 3 chez de
jeunes enfants (Keller et al., 2003; Shi et al., 2008). En plus de [“allongement du QTc, la mutation a été

associée a des arythmies ventriculaires et a une cardiomyopathie dilatée.

D*autres mutations sur le géne SCN54 on été associées au syndrome du QT long de type 3 mais aussi au
syndrome de Brugada. La premiére mutation a combiner les deux phénotypes est la mutation 1795insD.
Elle a été associée au LQT3 dans une grande famille néerlandaise présentant une forte proportion de
mort subite et un ECG typique d“un syndrome du QT long de type 3 mais pour certains des membres de
la famille, I'ECG est caractéristique d“un syndrome de Brugada (Bezzina et al., 1999). Ce lien entre
syndrome du QT long de type 3 et syndrome de Brugada a aussi été renforcé par de nombreuses autres
mutations. Parmi celles-ci, la mutation delK 1500 a été mise en évidence dans une famille présentant un
allongement de I“intervalle QTc¢ mais aussi une ¢élévation spontanée du segment ST et trois cas de mort
subite (Grant et al., 2002). Par la suite, la mutation E1784K a été associée a un syndrome du QT long
de type 3 mais aussi & un syndrome de Brugada et une dysfonction nodale (Makita et al., 2008). Tres
récemment, la mutation L1786Q a été associée avec ce double phénotype dans une famille danoise
présentant un syndrome du QT long et un aspect de syndrome de Brugada apres injection de Flécainide
(Kanters et al., 2014). Cette mixité de phénotype peut aussi provenir de la mutation d“un méme acide
aminé¢ en deux acides aminés différents. Ainsi, la mutation de 1“acide aminé Y1795 en cystéine
(Y1795C) est lice a un LQT3 alors que la mutation en histidine (Y1795H) est reliée au syndrome de
Brugada (Rivolta, 2001).
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Parmi les patients diagnostiqués génétiquement comme atteints d“un syndrome du QT long et porteurs
de la méme mutation, certains ne présentent pas d“allongement de 1“intervalle QT, d“autres ne présentent
pas de troubles du rythme et enfin d“autres présentent un allongement de 1“intervalle QT et des troubles
du rythme. D"autres facteurs aggravants ou de prédisposition modulent le phénotype des patients. On
sait que 1"4ge, le sexe, 1“activité sportive, la fievre, la prise de médicaments peuvent moduler la
pénétrance de ces mutations (Amin et al., 2013). Les études in vitro sur la mutation L1825P montrent
quelle peut étre associée au double phénotype QT long et syndrome de Brugada. Il ne s“agit pas a
proprement parler d“une mutation causale mais d*“une mutation qui prédispose au syndrome du QT long
en cas de prise médicamenteuse (le cisapride dans ce cas) (Makita, 2002). L induction du QT long par la
prise médicamenteuse est parfaitement décrite, on parle de QT long induit. Pour revue, (Rao and
Kowey, 2014). La Jackson Heart Study a récemment pu mettre en évidence que la mutation Y1103S

potentialisait I“effet de 1“hypokaliémie sur [“allongement de [“intervalle QTc (Akylbekova et al., 2014).

4 L“INTERVALLE QT CHEZ LA SOURIS

Comme nous avons pu le voir précédemment, et bien que le modele murin soit indispensable a la
compréhension de la physiopathologie humaine, le cceur de souris a des propriétés éElectriques
différentes de 1"'Homme. Ces différences rendent difficiles la comparaison entre I"'ECG humain et murin,

en particulier concernant 1“étude de 1“onde T de repolarisation ventriculaire.

La mesure de I“onde T sur I“ECG murin est trés délicate et de nombreuses études tentent de la
normaliser (Figure 41). Chez la souris, I“onde T a un décours biphasique avec une premiére phase rapide
et positive en DI (Tr) et une seconde phase plus lente et négative en DI (Ts). De plus, 1“onde T refléte
I“hétérogénéité de repolarisation au travers du myocarde et chez la souris cette hétérogénéité est
davantage marquée entre le ventricule droit et le ventricule gauche. L onde T négative en DI est le reflet
d“un vecteur de repolarisation allant de la gauche vers la droite du cceur (Boukens et al., 2012).
L*amplitude de 1“onde T est relativement petite chez une souris sauvage en raison de [“absence de phase
de plateau sur le potentiel d“action ventriculaire. Une augmentation de [“amplitude de [“onde T est donc
le résultat d“un allongement du potentiel d“action avec 1“apparition d“une phase de maintien du potentiel

aux environs de -30mV.

Il a récemment ét¢ montré que la durée du potentiel d“action a 90% de la repolarisation (APD90)
coincide avec la fin de 1“onde J, c"est a dire la fin de la phase rapide de repolarisation (Zhang et al.,
2014b). Dautres travaux basés sur des expériences de mapping optique ont montré que la fin de la
repolarisation ventriculaire se fait au niveau de la fin de I“onde T sur 1"ECG (Speerschneider and

Thomsen, 2013) (Figure 40).

Un ensemble de travaux ont considéré la fin de 1“onde T au niveau de la fin de la premiére phase de
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repolarisation alors que d“autres considérent que la fin de la repolarisation correspond au retour de
I“onde T a la ligne isoléectrique (Danik et al., 2002). Cette différence de normalisation dans la mesure
de I“intervalle QT a conduit & 1“obtention de valeurs allant de 27 ms a 109 ms (Danik et al., 2002). Selon
la morphologie de 1“onde T, la détection de la ligne isoélectrique n“est pas forcément aisée. Une grande
majorité des enregistrements présentent une onde T trés aplatie, d“autres ont au contraire une onde T
trés négative et il est alors aisé de déterminer le point de croisement de la ligne isoélectrique. En cas de
tachycardie, 1“onde T peut se finir dans le début de 1“onde P suivante ce qui rend la aussi difficile la

détection du point isoléectrique (Figure 40).

Onde T aplatie
QRS
QTr P
Onde P 1=AP90 J
QTs 2=QTr
3=QTs
Onde T négative
P
Onde T finissant
dans 'onde P
QTr

Y,

Figure 40 : Détermination de la fin de I’onde T sur PECG murin. A. Définition du QTr et QTs. La QTr
correspond a l“intersection entre 1“onde T descendante et la ligne isoléectrique. Le QTs correspond au retour a la
ligne isoléectrique de 1“onde T. C*est cette mesure qui est la plus couramment utilisée. D*aprés Speerschneider and
Thomsen, 2013. B. Exemple de placement du QTr par la méthode de la tangente. D*“aprés Lande et al., 2001. C.
Correspondance entre la durée du potentiel d“action a 90% de la repolarisation ou APD90 (1), le QTr (2) et le QTs
(3). On voit dans cet exemple que la mesure du QTs est celle qui est la plus en adéquation avec une repolarisation
totale des cardiomyocytes. La mesure du QTr minime la durée de la repolarisation. D*aprés Zhang et al., 2014b. D.
Exemples de tracés typiques pouvant poser des soucis de placement de la fin de 1“onde T. En cas d“onde T aplatie,
la détermination du QTs nécessite de faire appel aux autres dérivations de I“ECG. Lorsque 1“onde T se finit dans
I“onde P suivante, le retour a la ligne isoléectrique n“est pas visible et peut induire une sous-estimation de la durée
de I“onde T. Seule une onde T négative ne pose pas de soucis pour la détermination du QTr et QTs D*aprés Zhang
et al., 2014b.

Que ce soit chez 'Homme ou la souris, la durée de [“intervalle QT est positivement corrélée avec la
fréquence cardiaque (Mitchell et al., 1998). Afin de comparer des intervalles QT chez des animaux
n“ayant pas la méme fréquence, la formule de Bazett est utilisée, on parle alors de QT corrigé ou QTc.

Pour la souris, la formule est ajustée a partir d“enregistrements de télémétrie sur des souris vigiles
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(Mitchell et al., 1998). La formule devient :

_ QT (ms)

RR (ms)
100

QTc

En se basant sur la détection de la fin de 1"onde T au niveau du retour a la ligne isoélectrique,
Speerschneider et ses collaborateurs ont montré que l“utilisation de cette formule sous-estimait la
mesure de I“intervalle QTc chez des souris anesthésiées. Sur des souris vigiles, le QTc est constant
lorsque le RR varie alors que chez des souris anesthésiées, le QTc diminue lorsque le RR augmente
(Figure 41) (Speerschneider and Thomsen, 2013). L erreur ne vient pas forcément de la correction mais
peut aussi venir des effets des anesthésiques sur la repolarisation (Appleton et al., 2004; Constantinides

etal., 2011).
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Figure 41 : Effets de I’anesthésie sur la relation QT/RR. A. Allongement du QT sous anesthésie. B. Variation
du QT en fonction du RR chezla souris. L*“anesthésie induit une variation du QT en fonction du RR alors que cela
n“est pas observé chez des ouris vigiles. D“aprés Speerschneider and Thomsen, 2013.

Selon moi, la mesure de 1“intervalle QT reste difficile chez la souris et soumise a controverse. Il est
important de vérifier la méthode utilisée avant de comparer des données de la littérature. Le calcul du
QTc semble étre sous-estimé dans la gamme de fréquence physiologique pour une souris. Chez des

souris ayant une fréquence homogéne, la correction n“est donc pas forcément obligatoire.

5 LES MODELES MURINS LQT3

Depuis de nombreuses années, des modéles murins sont développés pour comprendre la
physiopathologie des différents syndromes du QT long en dépit de la complexité de 1“onde T

précédemment discutée. Les premiers modéles ont visé 1“implication des canaux potassiques. Je ne les
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aborderai pas ici. Pour revue sur ces mod¢les, Salama et al., 2009 et Salama and London, 2007. Dans
cette partie je vais me concentrer sur les 3 modeles murins actuellement publiés sur le syndrome du QT

long de type 3.

5.1 LA SOURIS ScN54AKFPQ

Le premiére modéle murin & avoir été mis au point est la souris Scn5a 5"

en utilisant un systéme de
recombinaison-excision dépendant de la Cre recombinase sur un fond génétique non précisé. La forme
homozygote de cette souris est léthale a E10.5 et la premiere étude montre un allongement de
I“intervalle QT de plus de 50% chez les souris mutées comparées aux contrdles sans atteinte cardiaque
structurale et sans mortalité accrue (6/275 souris Scn5a**™?). Les auteurs décrivent cependant une
augmentation des événements de tachycardie ventriculaire polymorphe chez ces souris. Au niveau de
I“¢tude des potentiels d“action ventriculaires, ils notent un allongement de ces derniers ainsi que la
présence de post-dépolarisations précoces caractéristiques d“un défaut de repolarisation. Les études de
patch-clamp montrent une augmentation du courant sodique au pic ainsi que du courant sodique
persistant (Figure 42) (Nuyens et al., 2001). Par la suite d“autres études ont caractérisé ces souris. Par
une approche de potentiel d“action monophasique sur cceur isolé, Fabritz et ses collaborateurs ont
confirmé 1"¢largissement de la durée des potentiels d“action ventriculaires (droite et gauche) ainsi que la
présence de post-dépolarisations précoces uniquement dans le ventricule droit. Ils ont aussi pu montrer
que 1“efficacité de la Mexiletine dans le traitement des arythmies chez ces souris était faible a un rythme
normal comparé a la stimulation électrique (Fabritz et al., 2003). Sur des souris dgées d“une vingtaine de
semaines, le groupe de Fabritz a montré que les souris ScnSa™**" faisaient des pauses sinusales et des
blocs de conduction auriculo-ventriculaire. De plus, ils ont montré¢ que seule la stimulation
cholinergique provoquait des arythmies et que la stimulation sympathique supprimait les arythmies chez
ces souris (Fabritz et al., 2010). Récemment, 1“¢tude de la fonction atriale de ces souris, sur un fond
génétique 129Sv, a montré une altération du nceud sinusal et de la conduction intra-atriale (Wu et al.,
2012). Le courant sodique persistant est a 1“origine de nombreux troubles parmi lesquels [“altération de
I“homéostasie calcique. Ces souris présentent une augmentation de la charge calcique du réticulum
sarcoplasmique trés arythmogéne pouvant étre inhibée par la Ranolazine (Lindegger et al., 2009). Il est
intéressant de voir que 1"¢largissement de 1“intervalle QT chez les souris Scn5a™*™ sur fond 129Sv
disparait lorsquelles sont plus agées (12 mois) alors que les troubles atriaux persistent (Guzadhur et al.,
2010). Les auteurs corrélent cette perte de phénotype ventriculaire avec la perte de la sur-expression de
Navl.5 qu‘ils observent chez de jeunes souris alors que dans la premicre étude Nuyens et ses

collaborateurs n“avaient pas observé de variation d“ARNm chez de jeunes souris.
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Figure 42 : Caractérisation de la souris Scn5a”**"2. Cette souris présente un allongement de 1“intervalle QT
(A), une réduction du courant sodique au pic et un courant sodique persistant (B). La stimulation cholinergique
induit des torsades de pointes (C) et au cours du vieillissement, le QT se normalise chez les Sen5a™57 (D).
Daprés Nuyens et al., 2001 et Guzadhur et al., 2010.
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5.2 LA SOURIS SCN54 N325S

Apres avoir montré in vitro que cette mutation était responsable d“un courant sodique persistant bloqué
par la Mexiletine, Tian et ses collaborateurs ont mis au point le modele murin exprimant SCN54 N3,5S
sous la dépendance du promoteur de 1“a-MHC sur un fond génétique CBA/B6 (Tian et al., 2004). A
I“age adulte, cette souris est caractérisée par une bradycardie, un QT long et une accélération de la
conduction atrio-ventriculaire en association avec le développement d“arythmies ventriculaires
spontanées (Figure 43 A). L“&ude du courant sodique issu des cardiomyocytes est en adéquation avec
ce qui avait été rapporté précédemment, c“est a dire une augmentation du courant au pic et du courant
persistant (Yong et al., 2007). Les enregistrements de potentiels d“action sur cardiomyocytes
ventriculaires isolés confirment 1“allongement de la repolarisation sans que cela n*ait de conséquences
sur 1“amplitude du potentiel d“action (Figure 43 B). Dans ce modéele, la Mexiletine réduit la durée du
potentiel d“action mais aussi les épisodes arythmiques sur des souris vigiles. Par la suite une autre étude
a voulu comprendre le lien entre cette mutation et la cardiomyopathie dilatée observée chez les patients.
Chez des souris entre 6 et 10 mois, les auteurs ont pu montrer la présence de fibrose et une dilatation des
cavités ventriculaires. Cette dilatation semble apparaitre avec 1“4ge puisquelle n“est pas retrouvée a 2-3
mois. IIs ont pu caractériser 1“insuffisance cardiaque développée chez ces souris par [“augmentation du
poids des poumons malgré l“absence de variation de poids du cceur. Au niveau du remodelage
protéique, ces souris présentent une augmentation de 1“expression des protéines de la machinerie

calcique (I"échangeur NCX, du RyR et les canaux Cav1.2) conduisant a [“apoptose des cardiomyocytes
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(Zhang et al., 2011) (Figure 43 C). Par la suite, Yao et ses collaborateurs ont montré que 1“augmentation
du sodium intracellulaire induisait 1“activation de la CaMKII dans ce mode¢le murin, laquelle était

responsable de [“apoptose et était bloquée par la Ranolazine (Yao et al., 2011) (Figure 43 D).
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Figure 43: Caractérisation de la souris SCN54 Nj3,5S. A. La souris Nj3p;S présente un allongement de
I“intervalle QT. B. Allongement de la phase de repolarisation du potentiel d“action cardiaque. D*aprés Tian et al.,
2004. C. Sur-expression de 1“échangeur NCX chez la souris Nj3,5S (TG-NS L3 et TG-NS L12) en comparaison
avec les conditions controles (TG-WTL10 et NT). D“aprés Zhang et al., 2011. D. L*injection intraperitonéale de
Ranolazine (30 mg/kg) diminue 1“activation de la CaMKII (p-CaMKII), du phospholamban (p-PLB) et du
récepteur a la Ryanodine (p-RyR) observée dans ce modele. D*aprés Yao et al., 2011.

5.3 LA SOURIS SCN54/17981sD

Aprés avoir caractérisé cliniquement le double phénotype associé a la mutation 1798insD sur le géne
SCN5A, Remme et ses collaborateurs ont développé un modeéle murin hétérozygote permettant d*étudier
cette dualité en utilisant un systeme de recombinaison-excision dépendant de la Cre sur un fond
génétique FVB/N (Remme et al., 2006). Chez des souris adultes entre 3 et 5 mois, 1“expression de
Navl.5 n“est pas altérée par la mutation. Les souris sont bradycardes, présentent de nombreuses pauses
sinusales ainsi qu“un allongement significatif mais modéré du PQ, QRS et du QTc. Ces données

¢lectrophysiologiques confirment les troubles de conduction et de la repolarisation observés chez les
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patients. Les enregistrements de potentiels d“action sur cardiomyocytes ventriculaires isolés montrent
une diminution de la vitesse de dépolarisation associée avec un allongement de la phase de
repolarisation et la présence de post-dépolarisations précoces. Sur le plan du courant sodique, les auteurs
montrent une diminution de |“amplitude du courant en accord avec le ralentissement de la
dépolarisation, un ralentissement de la cinétique dinactivation et la présence d“un courant sodique
persistant (Figure 44). Ces caractéristiques sont en adéquation avec le phénotype de QT long

(allongement de la repolarisation) et de syndrome de Brugada (réduction du courant sodique).

Par la suite, ces souris ont été dérivées sur le fond génétique 129Sv (Remme et al., 2009a). Une fois
dérivées, ces souris présentent toujours un allongement de I“intervalle PQ, QRS et QTc. Hormis pour le
QTec, il est intéressant de noter que la souche sauvage 129Sv présente un allongement des parameétres de
conduction cardiaque par rapport a la souche FVB/N. Lexpression de Navl.5 semble diminuer
uniquement dans le ventricule gauche de ces souris sur fond 129Sv. Cette différence de parametres de
conduction a 1“état sauvage est corrélée avec une diminution de Navl.5 (uniquement dans le ventricule
gauche) et des sous-unités [ régulatrices a 1“exception de la sous-unit¢ B3 qui augmente dans le
ventricule droit. Ces différences sont associées a un allongement de la durée du potentiel d“action
ventriculaire. Cette étude a montré que suivant le fond génétique utilis¢, la sévérité du phénotype
observé était différente. Le phénotype associé a la mutation peut ainsi étre modulé dans le sens d“un
syndrome du QT long ou d*un syndrome de Brugada en fonction de [“hétérogénéité du fond génétique.
Seule deux études de transcriptomique et de génétique ont été réalisées pour comprendre la différence
entre les deux souches de souris (Remme et al., 2009a; Scicluna et al., 2011). Ces études ont montré que
76 génes étaient différemment exprimés entre les souches FVB/N et 129Sv et quatre SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) ont ét¢ montrés comme impliqués dans la variation de rythme cardiaque, de
conduction atrio-ventriculaire (intervalle PR), de conduction ventriculaire (complexe QRS) et dans la

survenue de fibrillation ventriculaire.

6 MECANISMES DES TROUBLES DU RYTHME ET QT LONG

Les principales arythmies associées au syndrome du QT long sont les torsades de pointes (TdP). Il s“agit
de tachycardies ventriculaires polymorphes associées aux post-dépolarisations précoces. Dans cette
partie, je me focaliserai sur les mécanismes associés aux torsades de pointes dans le cadre du syndrome

du QT long de type 3.

6.1 LES POST-DEPOLARISATIONS PRECOCES (EADS)

Les post-dépolarisations (EADs pour early after-depolarisations) sont des oscillations du potentiel de
membrane non spontanées, induites par un potentiel d“action et favorisées par une bradycardie. Elles

interviennent au cours de la phase 2 ou de la phase 3 du potentiel d“action cardiaque. Les post-
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dépolarisations précoces de phase 2 sont majoritairement dues a 1“entrée de calcium au travers des
canaux calciques Cavl.2. Contrairement aux EADs de phase 2, les EADs qui se développent au cours
de la phase 3 du potentiel d“action ne semblent pas étre dépendantes du calcium intracellulaire. Elles
peuvent étre dues a la réactivation des canaux sodiques dans des zones de durée de potentiel d“action

hétérogenes et/ou a une réduction du courant potassique Ix; (Maruyama et al., 2011).
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Figure 44: Caractérisation électrophysiologique de la souris Scn5a™7*"" A La souris Scn5a™'7*%"P
présente un QT long et des troubles de la conduction marqués par un allongement de I“intervalle PQ et du
complexe QRS. B. La souris Scn5a™'7*""? présente une réduction de 50% de la densité du courant sodique. C.
Allongement de la phase de repolarisation du potentiel d“action cardiaque sur des cardiomyocytes isolés a partir de
souris Scn5a™"7**™P Tnsert : Diminution de la vitesse de dépolarisation (dV/dt,n,y) chez les souris Scnsa'”'7%5"P.
D. Dépendance au potentiel du courant sodique persistant. Le courant sodique persistant est augmenté dans les
gammes de potentiel physiologiques chez la souris Scn5a™'7**™P D aprés Remme et al., 2006.

Sur I"'ECG, les EADs sont responsables de 1“aspect crocheté des ondes T observé dans les cas de

syndrome du QT long (Priori et al., 2001). Elles sont le déclencheur des torsades de pointes en induisant
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le premier battement prématuré. Le maintien dans le temps de la tachycardie ventriculaire est elle
dépendante de la présence d“un circuit de réentrée (El-Sherif et al., 1997). Les travaux de Yan et ses
collaborateurs ont montré que les EADs pouvaient naitre dans les 3 feuillets du myocarde et que leur
propagation était sous la dépendance de 1“hétérogénéité de repolarisation transmurale. Plus celle-ci est
grande et plus les EADs se propagent pour induire des torsades de pointes (Yan et al., 2001) (Figure 45
A). La stimulation adrénergique favorise 1“apparition d“EADs (Shimizu et al., 1991) mais dans le cas
d“un syndrome du QT de type 3, les EADs se développent uniquement en 1“absence d“isoprotérenol
(Antzelevitch and Shimizu, 2002). Cela constitue une différence majeure vis-a-vis des autres types de
QT long. En fonction du type de QT long, les EADs sont différentes. Ainsi, Studenik et ses
collaborateurs ont pu montrer que le syndrome du QT long de type 3 était caractérisé par des EADs plus
longues et de plus petite amplitude que le syndrome du QT long de type 2 par exemple. De plus, la
fréquence des EADs associées a un syndrome du QT long de type 3 est plus faible que celles associées a
un QT long de type 2. Cette étude remet en cause |“importance de la surcharge calcique dans la genése
des EADs au profit des canaux sodiques. Le cocktail Thapsigargine / Ryanodine ne supprime pas les
EADs induites par [“ATX-II alors que la TTX les abolit totalement (Studenik et al., 2001). Le r6le des
canaux sodiques dans la geneése des EADs a ét¢ confirmé par [“utilisation de Ranolazine qui bloque le
courant sodique persistant et empéche 1“apparition de post-dépolarisations précoces (Song et al., 2008)
(Figure 45 B). L*hypothéese selon laquelle le calcium joue un réle central dans la formation d“EADs
n“est pas pour autant fausse. L*activation du systéme Calcium/Calmoduline/CaMKII dans un mod¢le de
syndrome du QT long a récemment été montré comme étant activateur des post-dépolarisations (Qi et

al., 2009).
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Figure 45: Post-dépolarisations précoces (EADs). A. Les EADs se propagent au travers du myocarde et
induisent des torsades de pointe. L“EAD de phase 2 enregistrée sur 1“endocarde (ENDO) se propage dans
I“épicarde (EPI) ce qui induit une extrasystole a 1“origine des torsades de pointes. D*aprés Yan et al., 2001 B. La
Ranolazine (10 pM) supprime les EADs de phase 2 induites par 1“ATX-II. D“aprées Song et al., 2008.
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6.2 LE CYCLE DU CALCIUM AU CENTRE DES ARYTHMIES CARDIAQUES

L“entrée continue de sodium générée par le courant sodique persistant augmente localement la
concentration sodique intracellulaire. Cette augmentation diminue le gradient sodique entre 1“intérieur et
I“extérieur des cardiomyocytes ce qui a pour conséquence de diminuer la force électromotrice nécessaire
a I"échangeur NCX pour extraire les ions Ca®". La concentration calcique intracellulaire augmente donc
dans les cardiomyocytes (Pourrier et al., 2014). D*un point de vue mécanique, cette augmentation de
calcium favorise I“interaction actine-myosine qui a pour conséquence d“augmenter la tension
myocardique en diastole et de créer une dysfonction diastolique. Ce mécanisme a été montré dans de
trés nombreux modeles animaux (Coppini et al., 2013; Makielski and Farley, 2006; Maltsev and
Undrovinas, 2008). L*“augmentation du calcium intracellulaire est connue pour activer de nombreuses
cibles impliquées dans le bon fonctionnement de 1“activité électrique mais aussi de la mécanique

cardiaque.

Ainsi, dans cette partie je me focaliserai sur les cibles de la régulation du calcium intracellulaire mises

en jeu dans les phénoménes arythmiques observés dans les cas de syndrome du QT long de type 3.

6.2.1 LA CALCIUM/CALMODULIN KINASE 11

L*activation de la CaMKII passe par une augmentation du calcium intracellulaire qui se fixe a la
Calmoduline. Le complexe Calcium/Calmoduline va alors activer la CaMKII qui s“autophosphoryle sur
le Thr287 (Figure 46 A) (Braun and Schulman, 1995). Récemment, les dérivés réactifs de 1“oxygeéne
(ROS pour Reactive Oxygen Species), connus pour étre impliqués dans les phénomeénes arythmogenes
(Wagner et al., 2013), ont été montrés comme pouvant étre régulés par 1“activation de la CaMKII
(Nishio et al., 2012). Inversement, de nombreux travaux montrent que la CaMKII peut aussi étre activée
par 1“oxydation en 1“absence méme de la formation du complexe calcium/calmoduline. Les travaux de
Wagner et ses collaborateurs ont pu montrer que le traitement de cardiomyocytes avec du H,O, activait
la CaMKII et induisait le développement d“arythmies (Wagner et al., 2011). Pour revue sur ce sujet,

voir (Luczak and Anderson, 2014).

Parmi les cibles cytoplasmiques de la CaMKII, le récepteur a la Ryanodine (RyR) est le premier a avoir
¢été identifié (Witcher et al., 1991) (Figure 46 B). Cependant, les effets de 1“activation du RyR par la
CaMKII sont controversés. La phosphorylation peut 1“activer (Hain et al., 1995) ou bien réduire sa
probabilité d“ouverture (Lokuta et al., 1997). Comme nous avons pu le voir précédemment, la CaMKII
est un régulateur du canal sodique Navl.5. Elle a aussi un r6le majeur dans le développement des
arythmies. L“expression de la CaMKII est augmentée dans différents modéles d“insuffisance cardiaque

dans lesquels on retrouve des épisodes arythmiques associés (Hoch et al., 1999; Kirchhefer et al., 1999).

La souris transgénique sur-exprimant la CaMKII développe des épisodes de fibrillation ventriculaire en

association avec un élargissement du complexe QRS et une perturbation de la repolarisation. En plus de
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ces aspects électriques, elles développent rapidement une dysfonction cardiaque (Zhang, 2003). La sur-
expression de la CaMKII est associée a deux effets antagonistes que sont la diminution de la recapture
du calcium dans le réticulum sarcoplasmique au travers de la pompe SERCA et la libération accrue du
calcium au travers du RyR retrouvée dans les cas d“insuffisance cardiaque (Maier, 2003).
L augmentation du calcium intracellulaire qui en résulte, dans les deux cas, a été montrée comme étant
trés arythmogénique dans d“autres modéles mais aussi dans le modele de sur-expression de la CaMKII

(Wagner et al., 20006).

En plus de son role de modulateur du calcium intracellulaire et du canal sodique, la CaMKII a des effets
nucléaires (Figure 46 C). La CaMKII a été montrée comme pouvant aussi étre localisée au niveau
nucléaire (Li et al., 2006; Mishra et al., 2011a). Parmi les cibles de la CaMKII, 1“Histone Déacetylase 4
(HDAC4) est phosphorylable par la CaMKII conduit a 1“activation du facteur de transcription MEF2.
Les facteurs NFATSs sont aussi connus pour étre régulés par la CaMKII (Gray and Heller Brown, 2014).
Pour revue sur les mécanismes de régulation épigénétique de la CaMKII, voir Kreusser and Backs,

2014.
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Figure 46 : La Calcium/Calmoduline Kinase II (CaMKII). A. Mécanisme d“activation de la CaMKII par le
complexe calcium/calmoduline. B. Cibles cytoplasmiques de la CaMKII. La CaMKII est connue pour
phosphoryler le récepteur a la Ryanodine (RyR), le phospholamban (PLB) et le canal sodique Navl.5. C. Cibles
nucléaires de la CaMKII. La CaMKII est connue pour phosphoryler la calcineurine A ce qui a pour conséquence
d“inhiber la voie hypertrophique NFAT. Elle active aussi les voie CREB, HDAC et DREAM. D“apres Kreusser
and Backs, 2014.

6.2.2 L’ECHANGEUR NCX

L“é&hangeur NCX est un échangeur actif formé de 9 segments transmembranaires qui permet d“extruder
1 ion Ca®" contre 3 ions Na" grice au gradient électrochimique de sodium. Cet échangeur est
¢lectrogénique et constitue la principale voie d“extrusion du calcium dans les cardiomyocytes avec

chaque contraction (Ren and Philipson, 2013). Une large boucle intracellulaire entre les segments S5 et
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S6 contient 2 domaines de régulation par le calcium (Figure 47). En plus de faciliter le passage du
calcium, NCX est lui méme régulé par le calcium intracellulaire (Ottolia et al., 2009). Une seule
isoforme de NCX est exprimée au niveau cardiaque, il sagit de NCX1. Il est localisé au niveau des
membranes latérales, des disques intercalaires mais aussi des tubules transverses et longitudinaux des
cardiomyocytes ventriculaires adultes ou il est trés proche du récepteur a la Ryanodine (Scriven and
Moore, 2013). Il semble que 1“échangeur NCX se dimérise mais aucune étude n‘a permis de comprendre

le role de cette dimérisation (Ottolia et al., 2013).

Figure 47 : Structure de I’échangeur NCX Sodium/Calcium. L‘¢changeur NCX-1 est composé de 9 segments
transmembranaires et les régions répétées al et a2 (en noir) sont essenticlles au passage des ions. Les domaines
CBDI1 et CBD2 fixent le calcium (ronds vert) et régulent 1“activit¢ de 1“¢changeur. CBD : Calcium Binding
Domain ; XIP : domaine de fixation du PIP,. D*“aprés Nicoll et al., 2013.

Dans les conditions de repos, 1“échangeur NCX fonctionne en mode forward en permettant 1“extrusion
de calcium de la cellule contre 1“entrée de sodium (Bridge et al., 1990). Cette voie d“extrusion du
calcium est nettement majoritaire comparée au role de la Ca®-ATPase de la membrane plasmique
(PMCA) ou des mitochondries. Le mode de fonctionnement de NCX dépend donc des gradients
¢lectrochimiques de sodium et de calcium et du potentiel de membrane. Ainsi le potentiel d“équilibre de

NCX est déterminé a 1“aide de 1“équation :
ENa/Ca = 3ENa+ - ZECaZ+

Lors d“un potentiel d“action le courant sodique entrant augmente rapidement la concentration sodique
sous-membranaire ce qui inverse le mode de fonctionnement de 1“¢échangeur NCX (mode reverse)
(Leblanc and Hume, 1990). Ceci induit une augmentation locale du calcium intracellulaire qui va activer

le récepteur a la Ryanodine et induire le couplage excitation-contraction (Ottolia et al., 2013). Cette
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hypothése a été confirmée dans un contexte pathologique par Weisser-Thomas et ses collaborateurs en
2003. IIs ont pu observer une entrée de calcium via 1“échangeur NCX au cours d“un potentiel d“action
cardiaque sur des cardiomyocytes ventriculaires humains issus de patients en insuffisance cardiaque
(Weisser-Thomas, 2003). Cette hypothése ne fait pas consensus puisque des travaux montrent que le
role de cette entrée de calcium est trés négligeable (Sipido et al., 1997) et que [“entrée de calcium au
travers des canaux Ca,l.2 prévenait le changement de mode de NCX (Weber et al.,, 2003).
L“inactivation du courant sodique réduit 1“amplitude du transitoire calcique chez des souris sauvages et
n“a aucun effet sur le transitoire calcique chez des souris knock-out pour NCX. Lentrée de calcium via
NCX n“est donc slirement pas essentielle mais participe au couplage excitation contraction (Larbig et

al., 2010).

Sur le plan physiopathologique, il est clairement établi que 1“échangeur NCX joue un réle clé dans les
processus de post-dépolarisations précoces (Milberg et al., 2008). II est intéressant de rappeler que 1“une
des hypotheses de déclenchement des EADs est la sortie de calcium depuis le réticulum sarcoplasmique
ce qui active un courant entrant dépolarisant au travers de NCX et peut induire un potentiel d“action
prématuré (Sipido et al., 2006). Suivant les especes considérées, la capacité des cellules a
charger/décharger le réticulum sarcoplasmique en calcium varie en fonction de 1“activité¢ de la pompe
SERCA, du RyR et du phospholamban, mais aussi en fonction de la concentration intracellulaire en
sodium. Ainsi, chez les espéces pour lesquelles la concentration sodique intracellulaire est élevée (cest
le cas des souris par exemple), le réticulum sarcoplasmique a tendance a se charger en calcium au repos.
Au contraire, chez des espéces avec une concentration sodique intracellulaire plus faible, le réticulum
sarcoplasmique a tendance a se décharger du calcium au repos. Cette régulation par le sodium a des
conséquences pathologiques puisquune augmentation de la concentration sodique intracellulaire réduit
I“efflux de calcium par 1“¢changeur NCX et favorise 1“entrée de calcium dans le RS par la pompe
SERCA au cours de la diastole cardiaque (Ottolia et al., 2013). Les inhibiteurs de NCX tels que le

SEA0400 ont été montrés comme étant de possibles molécules anti-arythmiques (Tanaka et al., 2002).

6.2.3 LE coOUPLE SERCA/PHOSPHOLAMBAN

La principale voie de recapture du calcium se fait dans le réticulum sarcoplasmique. Le couple
SERCA/Phospholamban est responsable, avec 1“¢changeur NCX, du maintien d“un niveau de calcium
diastolique bas. La pompe SERCA?2 est une protéine composée de 10 segments transmembranaires (100
kDa) présente au niveau du réticulum endoplasmique et sarcoplasmique (Figure 48). Elle permet le
passage du calcium contre son gradient ¢électrochimique grace a I“hydrolyse de 1“ATP. Trois isoformes
de la pompe SERCA2 existent, 1“isoforme SERCA2a étant majoritairement exprimée au niveau
cardiaque. Dans le couple SERCA/Phospholamban, la pompe ATPase SERCA est responsable du
passage des ions au travers de la membrane du réticulum sarcoplasmique et le phospholamban (PLB) est

son régulateur. Il a pour réle d“inhiber la pompe lorsqu‘il n“est pas phosphorylé. Plus que I“expression
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de I"un ou de 1“autre des partenaires, c“est le ratio PLB/SERCA qui est central dans la recapture du
calcium (Kranias and Hajjar, 2012). L activité intrinseque de la pompe SERCA est controlée par le
calcium intracellulaire mais aussi par des modifications post-traductionnelles telles que la glycosylation,
1“oxydation et la phosphorylation. Elle a été montrée comme pouvant étre phosphorylée par la CaMKII
mais cela ne représenterait que moins de 20% des protéines totales. La pertinence physiologique de

1“effet direct de la CaMKII sur SERCA est donc discutée (Brini and Carafoli, 2009).

Figure 48 : Structure cristallographique de la pompe SERCA. La pompe SERCA fixe 1“ATP en partie N-
terminale. D“aprés Brini and Carafoli, 2009.

Les modé¢les murins sous-exprimant la pompe SERCA2 ont développé des pathologies cardiaques
associant des défauts de contraction et de relaxation cardiaque en dépit de la mise en place de
mécanismes compensateurs (Brini and Carafoli, 2009). Dans les cas d“insuffisance cardiaque,
1“expression de SERCA est réduite (Park and Oh, 2013). Le ratio PLB/SERCA augmente alors, ce qui a
pour conséquence de diminuer 1“affinité de SERCA pour le calcium et favorise in fine 1“augmentation
du calcium intracellulaire (Gwathmey et al., 2011). Des études de transfert de géne visant a
sur-exprimer SERCA dans des cceurs de patients souffrant d“insuffisance cardiaque ont montré des

résultats positifs en améliorant leur fonction cardiaque (Zsebo et al., 2014).
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Le phospholamban (PLB) est une protéine transmembranaire monomérique de 52 acides aminés qui
interagit avec la pompe SERCA et provoque son inhibition. Le PLB posséde 3 sites de phosphorylation
par 3 kinases différentes. La Ser10 est phosphorylée par la PKC alors que la Ser16 est phosphorylée par
les PKA et PKG. Enfin, la Thr17 est la cible de la CaMKII (Huggins et al., 1989; Wegener et al., 1989;
Movsesian et al., 1984). Une fois phosphorylé, le PLB n“interagit plus avec la pompe SERCA ce qui

favorise la recapture du calcium dans le RS.

La régulation des différentes phosphorylations du PLLB est complexe. Certaines études montrent que la
phosphorylation de la Thr17 par la CaMKII est dépendante de la phosphorylation préalable de la Serl6
par la PKA alors que d“autres affirment que ces phosphorylations sont indépendantes (Davis et al.,
1990). En plus des kinases, le PLB est soumis a une régulation par des phosphatases bien décrites. Son
état d“activation résulte d“une balance entre phosphorylation et déphosphorylation. Ainsi, en plus de la
phosphorylation du PLB, 1“activation de la PKA phosphoryle 1“inhibiteur-1 (I-1) qui peut alors inhiber
la phosphatase PP1. Une fois inhibée, la PP1 ne peut plus déphosphoryler le PLB, [“effet de la PKA est
amplifie. La CaMKII est aussi capable d“activer en la phosphorylant la phosphatase PP2B ou
Calcineurine. Une fois active, la PP2B inhibe 1“inhibiteur-1 qui ne peut plus inhiber la PP1. La PP1 peut
alors déphosphoryler le PLB et permettre a nouveau son interaction avec SERCA (Figure 49).

Dans un modele d“insuffisance cardiaque, de maniére a priori surprenante, Munch et ses collaborateurs
ont observé que la phosphorylation de la Thr17 était diminuée malgré une augmentation de 1“activité de
la CaMKII. Cette étude a permis de montrer le role clé de la Calcineurine (PP2B) dans la
déphosphorylation du PLB (Miinch et al., 2002). Une augmentation du ratio PLB/SERCA ainsi qu“une
diminution de la phosphorylation du PLB sont caractéristiques d‘une augmentation du calcium
intracellulaire aboutissant a une insuffisance cardiaque (Mattiazzi and Kranias, 2014). La délétion du
géne codant le PLB dans un modéle de cardiomyopathie dilatée a permis de réduire 1“insuffisance
cardiaque associée (Minamisawa et al., 1999). En revanche dans une autre forme de CMD liée a une
surexpression de la CaMKII, une autre étude a montré que la délétion du PLB augmentait la charge
calcique du RS et des mitochondries pour conduire & une mort prématurée des souris (Zhang et al.,

2010).

En plus de son activité inhibitrice de la pompe SERCA sous forme monomérique, une forme
pentamérique du PLB a été identifiée. Sous forme pentamérique le PLB s“organise pour former une
structure de type cannalaire (Maffeo and Aksimentiev, 2009; Oxenoid and Chou, 2005). Sur le plan de
la contraction cardiaque, 1“association du PLB sous forme pentamérique semble étre nécessaire a la
régulation de l“activité contractile cardiaque (Chu, 1998). Cependant, une étude récente semble montrer
que le pore du canal ainsi formé n“est pas compatible avec le passage d“ions et en particulier du
calcium. Cette organisation pentamérique servirait de réserve pour les monomeres actifs de PLB

(Vostrikov et al., 2013).
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Figure 49 : Régulation du Phospholamban (PLB) par phosphorylation. A. Sites de phosphorylation du PLB
dépendants de la PKC, PKA, PKG et CaMKII. B. Mécanisme d“inhibition de SERCA par la balance
phosphorylation/déphosphorylation du PLB. (1) La phosphorylation de I-1 par la PKA permet au phospholamban
d“interagir avec SERCA et de 1“inhiber. (2) Lors de la phosphorylation du phospholamban par la PKA et/ou la
CaMKII, le phospholamban n“interagit plus avec SERCA qui assure la recapture du calcium. (3) La
phosphorylation de PP2B par la CaMKII active la PP2B qui déphosphoryle I-1 ce qui (4) active PPI et
déphosphoryle le phospholamban empéchant la recapture du calcium par SERCA. D*“aprés Cerra and Imbrogno,
2012.

6.2.4 LE RECEPTEUR A LA RYANODINE

Le récepteur a la Ryanodine est un des canaux ioniques les plus imposants et joue un rdle central dans le
couplage-excitation contraction en permettant la libération de calcium du réticulum sarcoplasmique vers
le cytoplasme. Comme la majorité des canaux ioniques, il ne fonctionne pas de maniére isolée mais fait
partie d“un complexe protéique dans lequel on retrouve entre autres la protéine FKBP12.6, la
Calsequestrine et la Calmoduline (Lanner et al., 2010). Une étude récente montre que le récepteur a la

Ryanodine lui méme, est un senseur de la concentration calcique a I“intérieur du réticulum
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sarcoplasmique (Chen et al., 2014). De nombreuses mutations sur RyR2 ont été associées a des
tachycardies ventriculaires catécholaminergique (CPVT) Iéthales qui se développent en cas de stress ou

de forte émotion mais aussi a des cas de dysplasie arythmogene du ventricule droit (Lanner et al., 2010).

Parmi les régulations intrinséques du RyR2, la phosphorylation est la plus importante. De nombreux
travaux ont montré que la RyR2 était la cible des PKA et CaMKII au travers de la stimulation
B-adrénergique (Camors and Valdivia, 2014) (Figure 50). Parmi les sites de phosphorylation, la Ser2808
a ét¢ identifiée comme étant dans un premier temps spécifique de la CaMKII puis uniquement
spécifique de la PKA (Wehrens et al., 2006). Une étude de Marx et ses collaborateurs a pu montrer que
des patients souffrant d“insuffisance cardiaque voyaient leur RyR2 hyperphosphorylé sur la Ser2808
(Marx et al., 2000). Une étude récente démontre que la phosphorylation de la Ser2808 par la PKA n“est
pas ou prou impliquée dans la physiopathologie de 1“insuffisance cardiaque (Houser, 2014). La Ser2814
a aussi été montrée comme étant spécifique de la CaMKII (Wehrens et al., 2004). Bien que les roles
précis des kinases dans la régulation physiopathologique du RyR ne soient pas encore clairement
¢tablis, une hyperphosphorylation de celui-ci active la libération de calcium et entraine le
développement de phénoménes arythmiques. L*inhibition de cette hyperphosphorylation peut constituer
une voie thérapeutique majeure dans la prévention des fuites calciques et des vagues calciques

observées dans les cardiomyopathies dilatées associées a des arythmies (Camors and Valdivia, 2014).

Figure 50 : Régulation du RyR par les phosphorylations. Le RyR est régulé¢ par des phosphorylation
dépendantes de la PKA, PKG et CaMKII. Ces phosphorylations facilitent la sortie du calcium du réticulum
sarcoplasmique. D“aprés Camors and Valdivia, 2014.

Au cours de la seconde partie de ma thése, je me suis intéressé a la caractérisation compléte de la
souris Scn5a?" comme nouveau modéle de syndrome du QT long de type 3. J’ai aussi voulu
mettre en évidence les mécanismes a l’origine des troubles du rythme associés au syndrome du QT
long. Enfin, j’ai voulu traiter les épisodes arythmiques dans le but de comprendre la relation entre

arythmie et cardiomyopathie.
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Objectifs de la these

Dans le cadre de ma these, je me suis intéressé aux mécanismes physiopathologiques qui relient le canal
sodique cardiaque Navl.5 aux troubles du rythme cardiaque en lien avec des modifications de la
structure cardiaque. Le canal sodique cardiaque n“est plus considéré comme un canal isolé¢ dans la
membrane plasmique impliqué uniquement dans des pathologies électriques. L“mnteraction avec de
nombreuses protéines partenaires a ouvert la voie a la définition d“un complexe macromoléculaire.
L« atteinte du canal Nav1.5 a ainsi des répercussions bien plus grandes. Au travers de deux pathologies
que sont la maladie de Lenegre et syndrome du QT long, j“ai pu montrer un lien entre une perte ou un
gain de fonction sur le canal et un remodelage myocardique conduisant soit a de la fibrose soit & une

cardiomyopathie dilatée.

Dans un premier temps, je me suis focalis¢ sur I“étude du remodelage myocardique dans un modéle
murin invalidé a I"état hétérozygote pour Scnda, la souris ScnSa™. Dans ce travail, nous avons pu
caractériser les mécanismes de développement de la fibrose ventriculaire au cours du vieillissement des
souris. Nous avons aussi pu montrer que seule la diminution d“expression du canal & la membrane
impactait sur la pathologie et que la simple réduction du courant n“avait pas de conséquences
fibrotiques. Nous avons aussi pu confirmer une régulation conjointe de Navl.5 et de la Cx43 dans ce
modele. Cette étude, bien qu“incomplete dans la compréhension exacte de cette relation, ouvre la voie a

une meilleure compréhension de ce couple.

Dans un second temps, j“ai pu développer et caractériser un nouveau modele murin du syndrome du QT

long de type 3, la souris ScnSa™*"

. Nous avons pu montrer que ce modele murin regroupait
I“ensemble des caractéristiques cliniques retrouvées chez les patients porteurs de la mutation que ce soit
I“allongement de 1“intervalle QT, les arythmies ventriculaires ou la dilatation cardiaque. Nous avons pu
confirmer que cette mutation induisait un courant sodique persistant et que le remodelage des protéines
associées au cycle du calcium était différent entre le ventricule droit et le ventricule gauche. Ces
résultats sont a mettre en corrélation avec 1“insuffisance cardiaque droite que nous avons mise en
évidence dans ce modele. A la vue de la littérature, le ventricule droit semble étre une zone de
sensibilité pour toutes les mutations affectant le canal sodique. Enfin, nous avons pu montrer que le

. . . AQKP
traitement en aigu des souris Scnda 2

avec la Ranolazine supprimait les arythmies ventriculaires.
Ceci ouvre la voie a I“utilisation de la Ranolazine en chronique chez ces souris et offre un nouveau

modele pour la compréhension des cardiomyopathies associées au canal sodique.
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Matériel et méthodes

1 L“ELECTROCARDIOGRAMME

Pour le projet n°1 traitant des souris Scn5a™ sur fond génétique 129Sv agées de 10 a 60 semaines, nous
avons réalisé un suivi ECG tout au long de la durée de 1“¢tude. L“ECG de 10 semaines nous permet de
déterminer le phénotype des souris en fonction de la durée du complexe QRS. Pour cela, les souris sont
anesthésiées avec une injection intraperitonéale d“¢tomidate (25 mg/kg). Pour le projet n°2 traitant des
souris Scn5a"49%" la caractérisation phénotypique est faite & 3 semaines au moment du sevrage. En
raison de leur jeune age, les souris sont anesthésiées par inhalation d“isoflurane dans une boite
d“induction (2-2,5%) pendant 2-3 minutes puis 1“anesthésie est maintenue au masque (0,8-1%) tout au
long de 1“enregistrement. Une fois la souris anesthésiée, sa température est maintenue grace a une sonde
de température rectale et un tapis chauffant a 37°C (Harvard Apparatus ; USA). Quatre ¢lectrodes de
25-gauge sous-cutanées, placées a chacun des 4 membres, ont été utilisées pour enregistrer un
¢lectrocardiogramme 6 dérivations. Les enregistrements sont filtrés entre 0,5 et 250 Hz et enregistrés a
I“aide d*un convertisseur analogique numérique 10X 1.585 (EMKA Technologies, Paris, France). Pour

chacun des 2 projets, la caractérisation phénotypique se fait grace a un enregistrement de 2 minutes.

La durée des ondes P, du complexe QRS et des intervalles PR et QT sont mesurées sur trois complexes
PQRST successifs en dérivation périphérique DI et moyennés a 1“aide du logiciel ECGAuto 2.7 (EMKA
Technologies, Paris, France). Le complexe QRS est mesuré du début de 1“onde Q jusqu“au point
d“intersection entre la ligne isoéléctrique et la pente ascendante allant du sommet de 1“onde S, avant la
partie positive de [“onde T. L*“intervalle QT est mesuré du début du complexe QRS jusqua la fin de
I“onde T, au moment ou elle rejoint la ligne isoélectrique. Cette derniére mesure étant parfois difficile,
les dérivations DII et DIII sont parfois utilisées pour confirmer la fin de 1“onde T. L*intervalle PR ou PQ

est mesuré du début de 1“onde P jusqu‘au début de [“onde Q (Figure 51).

Onde®@

Figure 51: Electrocardiogramme murin en DI
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2 ISOLEMENT DES CARDIOMYOCYTES VENTRICULAIRES

Les cardiomyocytes de souris 4gés de 4 semaines sont isolés par digestion enzymatique pour étre

ensuite utilisés pour les analyses de patch-clamp.

Dix minutes avant le sacrifice, les souris sont héparinées par injection intrapéritonéale d‘“héparine
sodique (600 IU/kg soit environ 100 ul pour une souris de 15 g ; Dakota Pharm) afin qu“un caillot ne se
forme pas ni dans le cceur ni dans les coronaires lors de I“anesthésie. Les souris sont ensuite
euthanasiées par dislocation cervicale et les cceurs sont rapidement excisés et plongés dans une solution
de Tyrode a 4°C contenant (en mM) NaCl, 135; KCl, 4; NaH,PO,, 1,2; CaCl,, 1,8; MgCl,, 1,2; glucose,
11; HEPES, 10 (pH 7,4 avec NaOH). Le cceur est ensuite rapidement canulé par [“aorte et les coronaires
sont perfusées a [“aide cette méme solution froide. Le cceur ainsi canulé est ensuite monté sur le systéme
de perfusion a débit constant (3 ml/min). Il est alors perfusé pendant 2 minutes a 1“aide de la méme
solution a 37°C. Cette étape a pour but de s“assurer de la bonne perfusion du cceur et de sa viabilité. Un
temps de moins de 3 minutes entre 1“incision du diaphragme et le montage du cceur sur le systéme de
perfusion est considéré comme satisfaisant pour avoir un rendement de digestion suffisant pour le patch-
clamp. Ensuite le cceur est perfusé pendant 2 minutes avec la méme solution a 37°C sans calcium afin
d“arréter 1“activité contractile et de débuter la fragilisation des interactions cellulaires dépendantes du
calcium. Suite a cela, 0,15 mg/ml de collagénase de type 11 (350 U/mg ; Worthington) et 0,03 mg/ml de
protéase de type XIV (4,7 U/mg ; Sigma) sont perfusées pendant 7 & 11 minutes dans une solution
contenant (en mM) NaCl, 135; KCI, 4; NaH,PO,, 1,2; CaCl,, 0,1; MgCl,, 1,2; glucose, 11; HEPES, 10
(pH 7,4 avec NaOH). Au cours des premicres minutes de digestion, le cceur prend une couleur rosée et
le perfusat devient rapidement visqueux. Une fois que le cceur est digéré, une solution ayant pour role
d“arréter I“action des enzymes est perfusée a 37°C pendant 2 minutes. Cette solution contient (en mM)
NaCl, 135; KCl, 4; NaH,PO,, 1,2; CaCl,, 0,15; MgCl,, 1,2; glucose, 11; HEPES, 10 (pH 7,4 avec
NaOH). Le cceur est ensuite découpé en petits cubes dans une boite de Pétri de 54 mm de diameétre
(Nucleon Surface) contenant 10 ml de solution précédente. Les cardiomyocytes sont ensuite dissociés
par agitation douce a 1“aide d“une pipette. La préparation est ensuite filtrée au travers d“une membrane
de Nylon (diamétre 200 um) puis est laissée a sédimenter pendant 10 minutes. La couleur rosée du culot
est un signe de bonne qualité de I“isolement cellulaire. Le surnageant est ensuite ¢liminé et remplacé par
10 ml de la méme solution. La remontée calcique se fait ensuite de maniere progressive toutes les 10
minutes a 0,3 mM, 0,5 mM et enfin 1 mM de calcium. La présence d“un faible pourcentage de cellules
contracturées est un bon indice traduisant la qualité de la digestion. Les cellules présentant une striation

bien visible et une surface cellulaire lisse sont sélectionnées pour les mesures de patch-clamp.
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3 LEPATCH-CLAMP

Le patch clamp est une technique d“€lectrophysiologie ayant pour but de mesurer les courants traversant
la membrane ou un fragment de membrane d“une cellule et générés par le passage d“ions au travers de
canaux ioniques spécifiques des ions présents de part et d“autre de la membrane (Hamill et al.,, 1981).
Cette technique consiste donc a isoler électriquement une portion de la membrane plasmique en y
apposant a sa surface une pipette de verre. L“application d“une pression négative au sein de cette pipette
permet d“obtenir une zone contact électriquement étanche dont la résistance atteint plusieurs giga-ohms.
On parle alors de giga-seal. Dans cette configuration dite de « cellule attachée » ou de «cell attached,
le scellement permet d“enregistrer des conductances ioniques de [“ordre du picosiemens générés par les

canaux ioniques présents au sein du fragment de membrane considéré.

En partant de cette configuration, il est possible d“enregistrer le courant traversant 1“ensemble de la
surface membranaire. Pour cela, la partie de membrane contenue sous la pipette est rompue en exergant
une aspiration supplémentaire qui permet a la pipette d“€tre en contact avec le milieu intracellulaire. On
parle alors de configuration « cellule entiére » ou « whole-cell ». Cette configuration est celle utilisée
pour les enregistrements des courants sodiques au cours de cette thése. Elle a [“avantage de permettre un
bon acces au milieu intracellulaire et donc de parfaitement controler sa composition ionique. En

revanche, cette configuration induit une dialyse du milieu intracellulaire par le milieu intrapipette.

Apres isolement, les cardiomyocytes sont placés dans des boites de Pétri d“un diamétre de 25 mm sur la
platine d“un microscope inversé qui repose lui méme sur une table antivibratoire. Les cellules sont
perfusées en continu avec une solution contenant (en mM) NaCl, 135; KCI, 4; NaH,PO,, 1,2; CaCl,,
1,8; MgCl,, 1,2; glucose, 11; HEPES, 10 (pH 7,4 avec NaOH). Un systéme de microperfusion
multivoies constitu¢ de tubes en TYGON accolés les uns aux autres (diameétre interne de 0,25 mm),
rattaché a un micromanipulateur 8 commande hydraulique, permet d“irriguer localement la cellule avec
un milieu extracellulaire précis et de changer rapidement ce milieu au cours de 1“expérimentation. Les

expériences de patch-clamp sont réalisées a température ambiante (20-22°C).

Les pipettes sont réalisées a partir de capillaires de verre en borosilicate (Sutter Instrument) de 1,5 mm
de diamétre externe et de 0,86 mm de diamétre interne. Le capillaire est chauffé a 1“aide d“une étireuse
horizontale (P-97 ; Sutter Instrument). Une série de 5 températures combinées a la traction du capillaire
permettra sa scission, formant deux pipettes quasi identiques. L extrémité des pipettes est ensuite cirée
afin d“augmenter leur résistance et de diminuer le courant capacitif. Cette cire est ensuite 1égérement
fondue et remontée le long de la paroi des pipettes a 1“aide d“une microforge (MF 830 Narishige,

Japon). Les résistances finales de pipettes seront comprises entre 1,8 et 2,5 M().

Chaque pipette est remplie d’'une solution intrapipette contenant (en mM) CsCl, 50; CaCl,, 1; Na,-
pyruvate, 5; MgCl,, 3; Na,ATP, 2,5; CoCl,, 2.5; acide gluconique, 45; EGTA, 10; HEPES, 10; (pH 7,2
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avec CsOH) . La pipette est fixée sur un porte électrode relié a un micromanipulateur électrique
tridimensionnel (MS314 ; MW) permettant de la placer précisément sur la cellule. Cette partie
mobile est connectée a un amplificateur de patch-clamp (VE-2 ; Alembic) qui permettra d'imposer
un potentiel a la cellule et d’enregistrer le courant généré par I'activation des canaux sodiques a ce
potentiel (Figure 52). L’acquisition et I'analyse des données sont réalisée respectivement a 'aide

des logiciels Clampex et Clampfit version 10.4 (pCLAMP ; Molecular Devices).

Figure 52 : Représentation schématique du dispositif expérimental utilisé pour la technique de patch-
clamp. (A) Vue d'ensemble du dispositif expérimental. AMP: amplificateur, OSC: oscilloscope, LAB: interface
d“acquisition et ORD: ordinateur. (B) Représentation du dispositif expérimental au voisinage de la cellule.

Les courants capacitifs, dus a la charge des capacités de la pipette et de la membrane plasmique,
peuvent empécher 1“observation des signaux rapides comme c“est le cas pour 1“activation du courant
sodique. Ainsi les résistances séries sont compensées dans une gamme de 0 a 20 ms a 1“aide de

I“amplificateur. Les solutions intrapipette et extracellulaire étant différentes, le fait de mettre en contact
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les deux solutions crée un potenticl de jonction pouvant atteindre plusieurs millivolts. Ceci peut induire
des erreurs dans les mesures. En cas de potentiel de jonction supérieur a 2 mV, I“enregistrement n“est

pas pris en compte pour [“analyse.

Le courant sodique persistant est mesuré comme étant le courant TTX- sensible (30 uM TTX Tocris) au
cours d“une rampe de potentiel décroissante formée par une premicre phase de maintien a +40 mV

pendant 200 ms puis par une rampe descendante de 1000 ms jusqu‘a -120 mV

Les propriétés biophysiques ont été caractérisées a 1“aide d“un protocole de stimulation comprenant une
série de sauts de potentiels de 500 ms variant de -120 mV a +40 mV par incréments de 5 mV,
permettant d“analyser les paramétres d“activation, chaque saut de potentiel étant suivi d'un second de
20 ms a une valeur fixe de -20 mV, afin de mesurer les paramétres d“inactivation du canal sodique. Le
potentiel de maintien de la cellule au repos était de -120 mV. La densité de courant a été calculée en
divisant le courant enregistré par la capacitance membranaire de la cellule (Cm). Les courbes

d“activation et d“inactivation ont été ajustées et analysées avec une équation de Boltzmann :

-1
(V—V1/2)

y=(1+exp k

ou Vi, est le potentiel de demi-activation (ou de demi-inactivation) et k le facteur de pente. Les

cinétiques d“inactivation ont été analysées suivant une équation bi-exponentielle :
y=yo+ A1 (1 — expT/™) + 4,(1 — exp-t/72))

ou A; et A, sont les fractions rapide et lente de la cinétique d“inactivation et T; et 1, les constantes de

temps des cinétiques rapide et lente d“inactivation.

4 POTENTIEL DACTION CARDIAQUE

L*enregistrement du potentiel d“action sur des préparations tissulaires permet d“observer au niveau
tissulaire les manifestations des mutations sur un canal ionique. Ainsi, dans le cadre du projet portant

+/4OKP

sur les souris Scnja , cela permet d“observer les changements de décours du potentiel d“action

pouvant expliquer les phénoménes observés au niveau électrocardiographique.

Pour cela, les souris ont été euthanasiées a 4 semaines par dislocation cervicale et le coeur a été
rapidement placé dans une solution de Tyrode froide contenant (en mM) NaCl, 108; NaH,PO,, 1,8;
NaHCO; 25; KCl, 27; MgCl,, 1; CaCl,, 0,6; glucose, 55 (pH 7,4 avec 5% CO,). Apres avoir disséqué la
paroi libre du ventricule droit ainsi que 1“oreillette gauche avec précaution, les prélévements sont placés

dans une chambre de perfusion, la face endocardique étant accessible pour 1“¢lectrode de mesure. Les
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préparations sont ensuite perfusées (12ml/min) avec une solution de Tyrode a 37°C oxygénée avec 95%
0,-5%CO0, contenant (en mM) NaCl, 120; NaHCOs;, 27; NaH,PO,, 1,2; KCl, 5,4; MgCl,, 1,2; CaCl,,
1,8; glucose, 10 (pH 7.4 avec 5% CO,). Les prélévements sont alors stimulés avec des stimulations
carrées de 2 ms dont I“amplitude est de deux fois le seuil diastolique a [“aide d“¢lectrodes bipolaires

recouvertes de Teflon.

Les électrodes de mesure sont réalisées a partir de capillaires de verre en borosilicate (Sutter
Instrument). Le capillaire est chauffé a 1“aide d“une étireuse horizontale (P-97 ; Sutter Instrument) et une
série de 2 températures combinées a la traction du capillaire permettra sa scission, formant deux pipettes
quasi identiques. La résistance finale des pipettes est de 15 a 25 M. Les pipettes sont remplies avec
une solution de KCI 3M. L’électrode de mesure est reliée a un amplificateur VF102 (BioLogic;
France) et le signal analogique est converti en signal numérique a I'aide du convertisseur EMKA.
Le signal est filtré a 10 kHz et enregistré a 1'aide du logiciel i0X 1.8.0.18 (EMKA Technologies ;
France). Aprés 20 minutes de stimulation avec une durée de cycle de 200 ms, les enregistrements
de potentiels d’action ont pu débuter. En raison de la durée des potentiels d’action observés chez

les souris Scn3a™49K?

, un seul intervalle de stimulation a pu é&tre utilisé. Les enregistrements se font
donc avec une durée de cycle de 200 ms. Les parametres de potentiel de repos, d“amplitude, de vitesse

de dépolarisation, et de durée de repolarisation ont été recueillis a 1°état stable.

Afin de vérifier [“implication du canal sodique dans les phénoménes observés, nous avons perfusé, dans
les mémes conditions de stimulation, les préparations avec 10 uM de Ranolazine qui est connue pour
inhiber de maniére relativement spécifique le courant sodique persistant. Cette concentration est la
méme que celle préalablement utilisée pour la caractérisation de la souris Scn5a”2*"? (Fredj et al,

2006).

5 ECHOCARDIOGRAPHIE

L*“é&hocardiographie 2-D a été réalisée au sein de 1“¢quipe par Monsieur Gilles Toumaniantz a 1“aide de
I“appareil Vivid 7 Dimension (GE Healthcare) avec une sonde de 14 MHz. Afin d“éviter tout biais
possible, les acquisitions et les mesures ont été réalisées sans connaissance du génotype de 1“animal.
Pour cela, les souris ont été anesthésiées par inhalation d“isoflurane dans une boite d“induction (5 %)
pendant 2-3 minutes puis [“anesthésie a ét¢ maintenue au masque (2,5%) tout au long de [“acquisition.
Afin de mesurer les paramétres du remodelage myocardique, le diamétre du ventricule gauche en fin de
systole ainsi que 1“épaisseur de sa paroi libre ont ét€ mesurées en grand axe (coupe 4 cavités) mais aussi
en petit axe (coupe 2 cavités) en mode temps-mouvement (M mode). La fonction systolique a été
analysée a partir des données de fraction d“¢jection et de raccourcissement. La fonction diastolique a
été évaluée en mode Doppler par la mesure du flux mitral. Ainsi, les paramétres de remplissage passif

(onde E) et actif (onde A), ainsi que le temps de décélération de 1“onde T, représentant la capacité de
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relaxation du ventricule gauche, ont été mesurés.

6 HISTOLOGIE

Les études histologiques permettent de mettre en évidence d“une part des anomalies structurales

(dilatation, non compaction,) mais aussi la présence d“un remodelage fibrotique au sein du myocarde.

Quel que soit I“organe considéré (cceur, foie, poumons) le protocole histologique est le méme sauf si
cela est clairement précisé. Apres avoir prélevé les organes dintérét et les avoir rincés dans une solution
saline afin d“¢liminer le sang restant, ceux-ci sont fixés par immersion dans une solution de formol 4% a
4°C pendant au moins 48 heures. Pour les poumons, on réalise préalablement une perfusion de la
bronche par la solution de formol 4% afin de remplir le poumon de fixateur et ainsi garder une bonne
organisation du parenchyme pulmonaire. Suite a cela, les échantillons sont placés dans un automate
(STP 120 Myr Microm Microtech) afin d*“étre déshydratés dans des bains d“alcool croissants (alcool 80°
1h ; alcool 95° 1h ; alcool 95° 1h30 ; alcool 95° 1h30 ; alcool 100° 1hl15 ; alcool 100° 1h30 ; alcool
100° 2h ; butanol 2h ; butanol 2h30 ; butanol 2h30) puis dans 2 bains de paraffine chaude (2h30 et 2h
minimum) jusqu‘a récupération des échantillons. Les échantillons sont ensuite placés dans des moules,
orientés suivant le plan de coupe souhaité et inclus dans de la paraffine. Dans le cas du projet portant sur
les souris Scn5a™”, des coupes transversales de coeur montrant les deux ventricules ont été réalisées afin
de se situer dans les mémes conditions que celles préalablement publi¢es (Leoni et al., 2010). Dans le
cas du projet sur les souris Scnia 49" des coupes de cceur dans le plan longitudinal ont été réalisées
afin de détecter toute anomalie aussi bien au niveau ventriculaire qu‘atrial. Dans ce cas, seules les
coupes se situant a proximité du plan des valves aortiques et mitrales ont été comparées. Afin
d“accélérer la prise de la paraffine et d“uniformiser celle-ci, les blocs sont déposés sur une plaque
refroidissante -15°C (EC 350-2 ; Myr) pendant 1 heure. Les blocs sont alors placés pendant au moins 24
heures a 4°C jusqu‘a leur utilisation. Des coupes de 5 pm sont réalisées a 1“aide d“un microtome (HM

355S Microm Microtech ; France) et placées sur des lames (Starfrost Knittel Glass).

Les colorants utilisés pour mettre en évidence les structures d“intérét étant en solution aqueuse, les
coupes doivent étre hydratées avant d*“€tre colorées. Pour cela, les lames sont placées 5 minutes dans
deux bains de Tissue-Clear” (Sakura Finetek ; USA) afin d“éliminer la paraffine, puis 1 minute dans des

bains d“alcool décroissant (100°, 95°, 80° et 70°) et enfin 1 minute dans de 1“cau dé-ionisée.

Afin de mettre en évidence la présence de fibrose au sein du myocarde, nous avons utilis€ une
coloration au rouge picrosirius spécifique des fibres de collageéne. En effet, 1“acide picrique se fixe de
maniére privilégiée sur le collagéne qui est une structure acidophile. Contrairement au trichrome de
Masson qui est difficilement quantifiable, cette coloration est admise pour quantifier la présence de

fibrose au sein du myocarde. Pour ce faire, les lames ont été colorées selon le protocole obtenu par
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1“équipe de Harold van Rijen (NL) (van Veen et al., 2005). Les lames sont placées 1 heure dans un bain
de rouge picrosirius (pour 1 litre, 20 g d“acide picrique et 1 g de rouge sirius, pH 2,0) puis décolorées
pendant exactement 2 minutes dans un bain de HCl 0,01N. Les lames sont ensuite plongées dans un

bain d“eau dé-ionisée pendant 1 minute avant d*€tre déshydratées.

Afin de mettre en évidence les anomalies structurales aussi bien au niveau cardiaque que pulmonaire ou
hépatique, la coloration Hématoxyline-Eosine a été utilisée. Cette coloration marque en violet les
noyaux (structures basophiles) et en rose le cytoplasme (structure acidophile). Pour cela, les lames sont
placées pendant 20 secondes dans [“Hématoxyline de Harris (DiaPath), rincées dans 1“eau dé-ionisée
puis placées 30 secondes dans un bain d“€osine (DiaPath) pour enfin étre rincée dans 1“eau dé-ionisée

avant d“€tre déshydratées.

La déshydratation des coupes permet d“une part d“éliminer 1“eau qui est un obstacle a 1“observation des
tissus mais aussi a garantir une meilleure préservation des coupes dans le temps. Pour cela, les lames
sont les lames sont placées 1 minute dans des bains d“alcool croissant (70°, 80°, 95° et 100°) puis 5
minutes dans deux bains de Tissue-Clear” (Sakura Finetek ; USA). Les lames sont enfin montées avec
une lamelle a I"aide d“un liquide de montage spécifique (DPX-Mountant) qui a pour effet de protéger la

coupe et de permettre une bonne observation microscopique.

Les coupes sont observées avec un microscope droit classique (Eclipse E-600 Nikon ; Japon) et les
images sont acquises a 1“aide du logiciel NIS-Elements (v4.10 Nikon ; Japon). Pour les analyses de
fibrose, 3 régions ont été analysées par coupe (I“apex, le milieu et la base du cceur) et au moins 20
photos ont été prises par région. Les analyses de quantification relative ont été réalisées a 1“aide du

logiciel ImageJ 1.45b (NIH Software).

7 IMMUNOHISTOCHIMIE

Les études immunohistochimiques permettent de mettre en évidence la localisation et [“organisation des
protéines d“intérét au sein de la cellule ou du tissu étudié. Dans le cas du projet n°1 traitant des souris

Scn5a™”, nous nous sommes intéressés a la localisation de la Cx43 au sein du tissu ventriculaire.

Pour cela, des ceeurs de souris de 4 semaines ont été prélevés et rincés dans une solution saline avant
d“étre plongés quelques secondes dans de I“isopentane préalablement refroidi au contact de 1“azote
liquide. Le coeur est ensuite conservé a -80°C. Au moment de la coupe avec le cryostat (Microm
Microtech ; France), le ceeur est recouvert de Tissue-Tek™ OCT™ (Sakura Finetek ; USA) et des coupes
de 6 um d“épaisseur sont réalisées. Les coupes sont placées sur des lames SuperFrost Plus Gold
(ThermoScientific). Les coupes sont ensuite fixées pendant 10 minutes dans un bain d“acétone froide
conservée a -20°C puis perméabilisées et saturées avec une solution de PBS contenant 10% de Normal

Goat Serum, 1% de BSA, et 0,5% de TritonX-100 pendant 30 minutes a température ambiante. Les
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coupes sont ensuite rincées dans un bain de PBS avant d“étre incubées pendant 2 heures avec 1“anticorps
anti-Cx43 (BD Transduction Laboratories ; 1:200) a température ambiante. Suite a cela, les coupes sont
rincées dans du PBS et incubées pendant 45 minutes avec I“anticorps secondaire AlexaFluor®568 (Life
technologies ; 1 :200). Les anticorps primaires et secondaires sont dilués dans une solution de PBS
contenant 3% de Normal Goat Serum, 1% de BSA, et 0,5% de TritonX-100. Aprés 1“incubation avec
“anticorps secondaire, les coupes sont de nouveau rincées dans du PBS et les lames sont montées avec
du FluorSave™ Reagent (Calbiochem, Merck). Les lames sont conservées & -80°C jusqu'3 leur analyse

en microscopie confocale.

Les analyses confocales sont réalisées sur la plate forme MicroPiCell a 1“aide d*un microscope confocal
Nikon A1 RSi équipé d“un objectif & immersion d“huile x60 (NA 1,4) permettant d“obtenir des images
d“une résolution de 1024x1024 pixels (0,21 pm/pixel). Pour chaque cceur étudié, 3 régions ont été
analysées : [“apex, la milieu et la base du cceur. Au moins 10 images en grand champ ont été réalisées
par région et par cceur. Une image en grand champ correspond a 3x3 images de 1024x1024 pixels soit
une image finale de 615,7x615,7 um. Les quantifications ont été réalisées grace au logiciel Volocity®™
6.1.1 (PerkinElmer Inc; USA) et une plaque jonctionelle est définie comme un cluster de pixels
continus et positifs d“au moins 1 pm* (Chkourko et al., 2012). L orientation des plaques de Cx43 a été
déterminée comme étant parallele (0 a 20 degrés) ou perpendiculaire (21 a 90 degrés) a 1“orientation des

fibres.

8 WESTERN-BLOT

8.1 EXTRACTION PROTEIQUE

Les tissus ventriculaires sont rapidement prélevés et congelés dans de 1“azote liquide afin de limiter la
déphosphorylation et la dégradation de protéines. Les tissus sont ensuite broyés de facon mécanique a
4°C dans un volume de tampon de lyse adéquat. Le choix du tampon de lyse est déterminé en fonction
du type d“expérimentation. Ainsi, un tampon favorisant [“extraction de la Cx43 a été utilisé pour les
études biochimiques associées avec les souris Scn5a™” contenant (en mM) NacCl, 100; Tris-HCI, 50;
EGTA, 1; 1% TritonX-100, Na;VQ,, 1; NaF, 50; phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 (Roche Applied
Science), et un cocktail d“inhibiteur de protéases (1:100 dilution; Sigma P8640) (pH 7.4). Pour les

Y49 un tampon limitant le plus possible la

¢tudes biochimiques associées avec les souris Scnda
déphosphorylation et favorisant 1“extraction des protéines présentes au sein des organites intracellulaires
a été utilisé. Ce tampon de lyse contient (en mM) NaCl, 100, Tris-HCI, 50, EGTA, 2, 1% NP40 et
d“inhibiteurs de protéases (pH 7.5 avec NaOH). La lyse se poursuit par une agitation a 4°C pendant 5
min afin d“augmenter son efficacité. Les échantillons sont ensuite centrifugés pendant 5 min, a 10000xg
et a 4°C pour séparer les débris cellulaires et les noyaux du surnageant. La concentration protéique de

chaque échantillon est déterminée par la méthode de coloration protéique basée sur 1“acide
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bicinchonique (BCA, Pierce-Thermoscientific) en la comparant a une gamme étalon de BSA (0 a 2
mg/ml). Ceci permet d“effectuer les expériences sur des quantités normalisées de protéines (40 pg). Le
dosage est effectué sur 10 ul d“échantillon dilué au 1/10e en duplicata auquel on ajoute du réactif BCA.
Apres une incubation de 30 min a 37°C, la densité optique est lue a 560 nm a [“aide d“un
spectrophotometre (Victor X3). Tous les lysats cellulaires sont homogénéisés et aliquotés avant d“étre

congelés a -80°C.

8.2 LE WESTERN BLOT

La technique de western blot permet de révéler le niveau d“expression d“une ou de plusieurs protéines

dans des lysats a 1“aide d“anticorps spécifiques.

Le lysat protéique dénaturé est déposé sur un gel d“acrylamide (Mini-PROTEAN® TGX Stain-FreeTM
Precast Gels, Bio-rad, France) dont le pourcentage varie en fonction du poids moléculaire des protéines
d“intéréts (4-15% ou 10%). Le gel est alors soumis a un courant électrique d“ampérage constant (20 mA
par gel). Les protéines chargées négativement par le SDS migrent d“autant plus rapidement qu-elles sont
de faible poids moléculaire. Les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose (Trans-
Blot® Turbo™ Nitrocellulose Transfer Packs, Bio-rad, France) qui est ensuite incubée dans une
solution de rouge ponceau pendant 30 secondes. Cette étape permet de vérifier I“efficacité du transfert
et, a titre indicatif, 1"homogénéité des dépoOts. Les membranes sont incubées dans une solution de
tampon TBS (Tris-HCI Buffered Saline) a 0,1% de Tween 20 (TBS-T) auquel on ajoute 5% de lait
pendant 30 min afin de saturer les sites non spécifiques. Elles sont ensuite incubées toute la nuit avec
“anticorps spécifique de la protéine recherchée dilu¢ dans une solution de TBS-T a 5% de lait (Tableau
3). Les membranes sont lavées 3 fois pendant 10 min puis incubées dans une solution de TBS-T 5% de
lait contenant un anticorps secondaire dirigé contre 1“anticorps primaire (Tableau 3). A nouveau, 3
lavages de 10 min sont nécessaires pour éliminer 1“excédant d“anticorps secondaire. Cet anticorps
secondaire est couplé a la HRP (Horse Raddish Peroxidase) qui émet une luminescence en présence
d“un réactif de révélation ECL (Enhanced ChemiLuminescence) ou Clarity™ (Western ECL Substrate,
Biorad). Cette luminescence peut étre visualisée a 1"aide d“une caméra (systéme Imager de GE
Healthcare ou ChemiDoc™ MP System Bio-rad). Les images obtenues sont analysées a 1“aide du

logiciel ImageJ (NIH Software) ou Lab™ Software (Bio-rad).

Tableau 3. Liste des anticorps primaires et secondaires utilisés pour le western blot
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Anticorps Référence Fournisseur Dilution WB
Anti-Nav1.5 ASC-005 Alomone Labs 1:500 ou 1 :1000
Anti-SERCA2 PAS5-29380 Thermo Scientific 1:2000
Anti-NCX1 Sc-30304 Santa Cruz 1 :1000
Anti-CaMKII PA5-22168 Thermo Scientific 1:1000
Anti-phosphoCaMKII MA1-047 Thermo Scientific 1:2000
Anti-phospholamban Sc-20511 Santa Cruz 1:1000
Anti-phosphoPLB Sc-17024 Santa Cruz 1:5000
Anti-calcineurine 610259 BD Transduction 1:1000
Anti-Ryanodine2 MA3-925 Thermo Scientific 1:2000
Anti-TGFf3 Sc-7892 Santa Cruz 1:500
Anti-CTGF Sc-14939 Santa Cruz 1:500
Anti-SPARC Sc-25574 Santa Cruz 1:500
Anti-Cx43 C610061 BD Transduction 1:1000
Anti-Smad?2/3 07408 Merck Millipore 1:500
Anti-phosphoSmad2/3 AB3849 Merck Millipore 1:500
Anti-GAPDH Sc-32233 Santa Cruz 1 :10000
Anti-lapin HRP Sc-2054 Santa Cruz 1 :10000
Anti-souris HRP Sc-2055 Santa Cruz 1 :10000
Anti-chévre HRP Sc-2922 Santa Cruz 1 :10000

9 ZYMOGRAPHIE

Les expériences de zymographie permettent de déterminer I“activité des MMPs en mesurant la

dégradation de leur substrat sur un gel de gélatine selon le méme principe que celui du western blot. Les

¢chantillons qui ont activité de dégradation du substrat sont visualisés comme des bandes claires sur un

gel coloré en bleu. Pour cela, 40 pug de protéines sont dilués dans une solution dénaturante et non

réductrice contenant 1 M Tris pH 6,8, 10% SDS et 50% de glycérol et sont déposés sur des gels 10% de

gélatine (Ready Gel® Zymogram Precast Gels Bio-Rad). Les gels sont ensuite rincés quatre fois dans

une solution de Triton 2,5% puis 4 fois dans de 1“eau dé-ionisée. Le gel est ensuite incubé 48 heures a

37°C dans un tampon Zymogram Development Buffer (Bio-Rad) suivi d“une coloration au bleu de

Coomassie (Coomassie Brillant Blue R-250 Staining Bio-Rad). Le gel est ensuite décoloré pendant 2

heures dans une solution contenant 20% disopropanol et 10% d“acide acétique. Le signal est ensuite

détecté avec la caméra ChemiDoc™ MP System et analysé avec le logiciel Image Lab™ (Bio-Rad).

10 TRAITEMENTS PHARMACOLOGIQUES

10.1 TRAITEMENT CHRONIQUE A LA FLECAINIDE

Afin de discriminer le réle du courant sodique de celui de la présence du canal au sein des

cardiomyocytes dans le développement de la fibrose dans le modéle murin Scn5a™, nous avons traité

des souris sauvages sur fond génétique 129Sv avec un inhibiteur du courant sodique, la Flécainide, de 6
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semaines a 60 semaines. Pour cela, une dose de Flécainide (Tocris) de 50 mg/kg/j est donnée aux souris
dans de 1eau de boisson. Les quantités d“eau bues sont mesurées tous les 2 jours et ajustées en

conséquence pour que les souris aient toujours la méme dose de Flécainide.

10.2 TRAITEMENT AIGU DU QT LONG ET DES ARYTHMIES

Afin de confirmer I“implication du canal sodique dans le phénotype observé chez les souris Scn5a 495"

mais aussi de proposer une éventuelle piste thérapeutique, nous avons traité ces souris en aigu avec des
inhibiteurs du canal sodique. Pour cela, nous avons réalisé¢ chez des souris de 3 semaines, au cours de
I“ECG de phénotype, des injections intrapéritonéales de Flécainide (20 mg/kg ; Tocris), d“ajmaline (30
mg/kg ; Tocris) et de Ranolazine (30 mg/kg ; Tocris). Le suivi ECG est poursuivi pendant 10 minutes
aprés I“injection pour observer les effets des molécules. La mesure des intervalles P, PR, QRS et QT se

fait sur trois complexes PQRST successifs en dérivation périphérique DI comme précédemment décrit.

10.3 TRAITEMENT CHRONIQUE ANTI-TGFB

Afin de confirmer I“implication de la voie de signalisation du TGF[3 dans le processus fibrotique chez
les souris Scn3a™”, nous avons traité des souris ScnSa™” pendant 15 semaines (de 45 semaines a 60
semaines) avec un inhibiteur des récepteurs de type I et [ au TGFB, le GW788388 (5 mg/kg/j), par

voie orale dans I'’eau de boisson
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Projet 1 : Caractérisation du réle du canal sodique Nav1.5 dans la
physiopathologie des troubles de la conduction et du remodelage

protéique associé.

1 INTRODUCTION

Les mutations dites « perte de fonction » sur le géne SCN5A, codant pour le canal sodique Navl.5, ont
¢été lices aux troubles de la conduction cardiaque et au syndrome de Brugada. Ces deux pathologies sont
caractérisées entre autre par une forte variabilité phénotypique. Ces mutations sont connues pour étre
associées au développement de fibrose mais aussi a des cardiomyopathies dilatées. Le modeéle de souris
Scn5a™” est utilisée depuis de nombreuses années et a fait I“objet de nombreuses publications. Il est
caractérisé par un allongement de la durée du complexe QRS et le développement de fibrose. Au cours
de cette étude, nous avons voulu, dans un premier temps, comprendre la chronologie du développement
fibrotique, puis déterminer par quelle(s) voie(s) de signalisation la perte d“expression du canal sodique

était reliée avec le développement de fibrose ventriculaire.

Les souris Scn5a™ ont été séparées en 2 groupes a 10 semaines sur la base des données ECG, celles
ayant phénotype marquée avec un intervalle QRS > 18 ms et celles ayant un phénotype plus léger avec
un intervalle QRS < 18 ms. Pour comparaison, les souris sauvages ont un intervalle QRS entre 10 et 18

ms. Ces souris ont été suivies sur une période allant de 10 semaines a 60 semaines.

Notre étude démontre que le processus fibrotique n“est pas progressif mais apparait a partir de 45-60
semaines chez les souris Scna"” et implique d“une part 1“activation de la voie canonique du TGF-B
mais aussi un remodelage de 1“expression de la Cx43. L*utilisation d“un inhibiteur du récepteur au TGF-
B a permis de bloquer le processus fibrotique et de confirmer le réle central de cette voie dans la
pathologie. D“autre part, afin de discriminer le réle du courant sodique de I“expression membranaire du
canal dans ce processus, nous avons traité des souris sauvages avec de la Flécainide (50 mg/kg/jour).
Notre étude montre que la réduction du courant sodique seule n“induit ni I“activation de la voie du TGF-

B ni le processus fibrotique observe chez les souris Scn5a™”.

Notre étude montre que le processus fibrotique associé aux troubles progressifs de la conduction
cardiaque implique 1“activation de la voie du TGF-f et le remodelage de la Cx43. Cette étude conforte la

forte interaction structurelle et fonctionnelle entre Navl.5 et la Cx43.

2 ARTICLE
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Abstract

Rationale. Loss-of-function mutations in SCN5A, the gene encoding Nay1.5 Na" channel, have been
associated with inherited progressive cardiac conduction disease (PCCD). We have previously shown
that Scnba heterozygous knock-out (Scn5a+/‘) mice represent a good model for PCCD. These mice are
characterized by ventricular fibrotic remodeling with ageing which exacerbate conduction defects.
Objective. Our objectives were to identify the mechanisms linking Nav1.5 decreased expression and
ventricular fibrotic remodeling. M ethods and results. Wild-type and Scn5a” mice were followed
from the age of 10 weeks to 60 weeks. Our study shows that myocardial interstitial fibrosis occured in
Scn5a” mice only after the age of 45 weeks. Fibrosis was triggered by the activation of TGF-b
pathway. Chronic pharmacological inhibition of TGF-B receptors with GW 788388 in Scn5a” mice
from the age of 45 weeks to the age of 60 weeks prevented the occurrence of fibrosis. Activation of
TGF-B signaling occurred in parallel with Cx43 remodeling. In order to discriminate the role of
decreased Na' current from decreased sarcolemmal cell membrane expression of Navl.5, WT mice
were chronically treated with flecainide (50 mg/kg/day) from the age of 6 weeks to the age of 60
weeks. Flecainide treatment did not lead to TGF-B pathway activation and fibrosis. Conclusion. Our
results indicate that myocardial fibrosis secondary to a loss of Nav1.5 is triggered by TGF-b signaling
pathway and down-regulation of Cx43 expression. Those events are more likely secondary to the

decrease in Nav1.5 sarcolemmal expression rather than the decreased Na™ current per se.

Key words: Nav1.5, connexin 43, progressive cardiac conduction defects, fibrosis, TGF-b
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Introduction

Progressive Cardiac Conduction Disease (PCCD) is one the major causes of pacemaker implantation
in developed countries.' It is a slowly evolving lifespan disease that progressively affects cardiac
conduction, leading ultimately to pacemaker implantation to prevent the risk of complete
atrioventricular block and Stokes-Adams syncope. The disease was initially attributed to an age-
related fibrotic degeneration of atrio-ventricular and/or ventricular conduction system.” There is no
available pharmacological treatment to prevent the progression of the disease. There is thus a need to
understand perfectly the pathophysiological mechanisms of the disease and to identify molecular
targets involved in its early phases.

SCN5A was the first gene associated to PCCD.” Two other genes have also been related to the disease:
SCN1B, which encodes one of the regulatory b-subunits of Navl.5,* and TRPM4, which encodes a
Ca* -permeable non selective cation channel.”® Mutations of SCN5A gene lead to a loss of function
and/or expression of its product, the cardiac sodium channel Nav1.5.” Since the haploinsufficiency is
present early during development, the disease was thought to result from combined Na® channel
dysfunction and aging-related unknown process.” To understand the pathophysiology of PCCD, we
studied a Scnba heterozygous knockout (Scn5a”") mouse model® and showed that this model exhibits
an age-related deterioration in conduction partly due to occurrence of ventricular fibrosis and
remodeling of connexin 43 expression.”'! Scn5a"” mice thus appeared as a unique model to elucidate
PCCD pathophysiological mechanisms and identify molecular targets for developing preventive
treatments. Our previous studies have shown that Scn5a” mice exhibited fibrotic remodeling around
coronary vessels as early as 14-16 weeks of age and increased myocardial interstitial fibrosis, together

11 The extent of fibrosis in old Scn5a™” mice seemed to be linked

with focal fibrosis, over 50 weeks.
to the severity of primary conduction defects: mice exhibiting the more severe QRS complex
prolongation when young had more myocardial fibrosis when old. Moreover, 50% of old Scn5a”

mice with a severe phenotype exhibited spontaneous ventricular arrhythmias.” However, the kinetics

of occurrence of myocardial interstitial and focal fibrosis were not clearly determined. This represents
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crucial information to identify the molecular mechanisms linking Navl.5 decreased expression to
fibrosis.

In this context, the objectives of the present study were (1) to determine more precisely the kinetics of
myocardial fibrotic remodeling, and (2) to identify its triggering molecular pathway(s). For this
purpose, we combined electrocardiographic, echocardiocardiographic, biochemical and
immunohistological studies on wild-type and Scn5a” mice at the ages of 10, 20, 30, 45 and 60 weeks.
Our study shows that myocardial fibrosis does not increase progressively with ageing but rather quite
rapidly only after the age of 45 weeks, triggered by the activation of TGF-b pathway. Our results also
suggest that this process involves a combined decrease of Nav1.5 and connexin 43 expressions, rather

than a decrease in Na' current per se.

M ethods

Ethics Statement

All the animal experiments were performed in the animal facility of Nantes University Health
Research Institute (Unité de Thérapeutique Expérimentale) and the institut du thorax which have been
accredited by the French Ministry of Agriculture. Experimental procedures were approved by the

regional ethic committee (CEEA — Pays de la Loire).

Electrocardiography

All mice (129/Sv genetic background) were genotyped by polymerase chain reaction (PCR) as
previously described.'” Mice were anaesthetized for ECG recording with etomidate (25 mg/kg i.p.).
Body temperature was maintained at 37°C with a heating pad (Harvard Apparatus, USA). Six-lead
ECG was recorded with 25-gauge subcutaneous electrodes on a computer through an analog-digital
converter (IOX 1.585, EMKA Technologies, France) for monitoring and later analysis (ECG Auto

v3.2.0.2, EMKA Technologies). ECGs were analyzed as previously described."
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Assessment of cardiac function by echocardiography

Two-dimensional (2-D) echocardiography was performed on mice using a Vivid 7 Dimension
ultrasonography (GE Healthcare) with a 14-MHz transducer. Mice were anaesthetized with isoflurane
(Abbott Laboratories, USA). Anesthetic induction was achieved at 5% isoflurane for 2.5 to 3 min, and
anesthesia was maintained at 2.5%. In order to observe a possible structural remodeling, the left
ventricular end-systolic diameter and the free wall end-systolic thickness were measured during
systole from long- and short-axis images obtained by M-mode echocardiography. Systolic function
was further assessed by calculation of the ejection and shortening fractions. Transmitral flow
measurements of ventricular filling velocity were obtained using pulsed Doppler, with an apical four-
chamber orientation. Doppler—derived mitral deceleration time, the early diastolic (E), the late
diastolic (A) and the ratio E/A were obtained to assess diastolic dysfunction. To avoid bias in the
analysis, experiments were done and analyzed by members of our research team blinded to the

genotype.

Cardiac fibrosis remodeling investigations

After excision from WT and Scn5a” mice (n=5 in each group), hearts were rinsed in saline solution,
fixed by immersion in 4% paraformaldehyde, embedded in paraffin, and transverse sectioned at 5-pm
intervals. Hearts from placebo- (n=4) and flecainide-treated-mice (n=5) were snap-frozen in liquid
nitrogen and sectioned at 6-um intervals (HM530, Microm Microtech France, France). Slices were
hydrated in Tissue-Clear® (Sakura Finetek USA, Inc., CA), decreased alcohol bath and deionized
water. Then, they were stained during 1 hour in 0.1% picrosirius red solution (20 g of picric acid + 1 g
of Sirius Red in 1 liter of deionized water, pH 2.0). Then slices were decolorized for precisely 2
minutes in 0.01 N HCI and dehydrated in increased alcohol bath and Tissue-Clear™. Sections were
mounted in QPath Coverquick 3000 (Labonord SAS, France) and examined with a classic light
microscope (Nikon Eclipse E-600 microscope with NIS-Elements BR v4.10 Software, Nikon, Japan).
Semi quantitative assessment of fibrosis was determined based upon the extent of interstitial fibrosis.

For each heart, 3 regions (apex, middle and base) have been observed and at least 20 pictures of each
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region have been taken. Automatic analysis was performed using Image] software 1.45b (NIH

Software).

Cx43 | mmunostaining

For cryo-sections, hearts (n=4 in each group) were embedded in Tissue-Tek” OCT™ (Sakura Finetek
USA, Inc.) and serially sectioned transversally to generate 6-pum thick sections (Microm Microtech
France). Sections were fixed in cold acetone for 10 minutes and permeabilized and blocked with
blocking buffer containing 10% normal goat serum (NGS), 1% bovine serum albumin (BSA), 0.5%
TritonX-100 in phosphate-buffered saline (PBS) for 30 minutes at room temperature. Then sections
were washed with PBS, incubated for 2 hours with monoclonal mouse anti-Cx43 purchased from BD
Transduction Laboratories at room temperature, washed again and incubated for 45 minutes with
AlexaFluor® 568 (Life Technologies; 1:200) at room temperature. Both primary and secondary
antibodies were diluted in Incubation Buffer containing 3% NGS, 1% BSA, 0.5% TritonX-100 in
PBS. Sections were washed in PBS and mounted in Calbiochem® FluorSave™ Reagent (Merck
KGaA, Germany). Immunostained preparations were analyzed by confocal microscopy (Nikon Al
RSi with x60 NA 1.4 objective) to determine protein localization. Images resolution was 1024x1024
pixels (0.21 pm/pixel). For each heart, 3 regions (apex, middle, base) have been observed and at least
10 large images have been taken per region. A large image corresponds to 3x3 images and results in a
615.7x615.7 pm field. Automated quantifications were performed using Volocity® 6.1.1 software
(PerkinElmer Inc., USA). A gap junctional plaque was defined as a cluster of 1 pm? or more of
contiguous pixels showing an immunoreactive signal.'> Plaques were defined with a long axis oriented
parallel (0 to 20 degrees) or perpendicular (21 to 90 degrees) to the orientation fiber. Plaques of a
given direction were counted to establish the prevalence of Cx43 lateralization in Scn5a” mice versus

WT.

Western blot analysis
Protein samples were prepared from the left ventricular free walls. Tissues were snap frozen in liquid

nitrogen, homogenized in ice-cold lysis buffer containing (in mmol/L): NaCl, 100; Tris-HCI, 50;
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EGTA, 1; 1% TritonX-100, Na;VO,, 1; NaF, 50; phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 (Roche Applied
Science); and protease inhibitor mixture (1:100 dilution; Sigma P8640) (pH 7.4). Samples were
sonicated, and centrifuged at 14,000 x g for 15 min at 4 °C. Total homogenate protein was determined
using the Pierce™BCA Protein Assay Kit. Samples were prepared with 40 ug of total protein, 2 pul of
NuPAGE Sample Reducing Agent (Invitrogen), 5 ul of NuPAGE LDS Sample Buffer (Invitrogen)
and boiled during 3 min. Samples were run on 10% or 4-15% Mini-PROTEAN® TGX Stain-Free "
Precast Gels (Bio-rad) and transferred on Trans-Blot” Turbo™ Nitrocellulose Transfer Packs (Bio-
rad). Membranes were blocked and incubated with primary antibodies targeted against Nav1.5 (ASC-
005, Alomone Labs; 1:1000), TGF-B, CTGF and SPARC (respectively Sc-7892, Sc-14939 and Sc-
25574, Santa Cruz Biotechnology; 1:500), Connexin 43 (C610061, BD Transduction Lab.; 1:1000),
SMAD2/3 and P-SMAD2/3 (07408 and AB3849 Merck Millipore; 1:500). In addition, anti-GAPDH
antibody (Santa-Cruz Biotechnologies; 1:5000) was used as external/internal control. Next,
membranes were incubated with the ad hoc secondary horseradish peroxidase (HRP) antibody (sc-
2055, sc-2054 and sc-2922 Santa Cruz; 1:5000). Incubation was followed by detection using
chemiluminescence (Clarity™ Western ECL Substrate, ChemiDoc™ MP System Bio-rad). Western-
blot quantification was performed with Image Lab™ Software (Bio-rad) and normalized to GAPDH

. 13
and stain-free.

I n vivo treatments with flecainide and GW 788388

For flecainide, wild-type mice with 129/Sv genetic background were used at the age of 6 weeks. Mice
were chronically treated orally (drinking water) with the Na’ channel inhibitor flecainide at 50
mg/kg/day from the age of 6 weeks to the age of 20, 30 and 60 weeks.

For GW 788388, Scnba”™ mice were used at the age of 45 weeks and were treated orally chronically

until the age of 60 weeks at a dose of 5 mg/kg/day.

Determination of myocardial Matrix M etalloproteinase activity by zymography
For these experiments 40 ug of total protein samples for western were diluted in loading buffer

containing: 1 M Tris pH 6.8, 10% SDS and 50% Glycerol. Samples were run on 10% Ready Gel®
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Zymogram Precast Gels (Bio-Rad). Gels were washed four times in Triton 2.5% and then four times
in milliQ water. Then the gel was incubated 48 hours at 37°C in Zymogram Development Buffer (Bio-
Rad) follow by a gel staining in Coomassie Brillant Blue R-250 Staining solution kit (Bio-Rad). The
gel was bleached for two hours in a buffer containing 20% isopropanol and 10% acetic acid.
Bleaching was followed by detection and quantification using respectively ChemiDoc™ MP System

and Image Lab™ Software (Bio-Rad).

Statistics

Data are expressed as mean + S.E.M. Statistically significant differences between mean values were
determined with either Mann-Whitney U test for comparison of two groups. Statistical analysis was
made with Prism5 (GraphPad Software, Inc). For more than two groups, 1-way ANOVA or Kruskal-
Wallis test was performed with Bonferroni or Dunns post-test when appropriate. A P value of 0.05

was considered to indicate significance.
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Results

As in our previous study,” Scn5a”" mice were separated in two groups based on the QRS complex
duration measured at the age of 9-11 weeks: one group with a mild QRS prolongation (QRS< 18 ms;

"mild") and one group with a severe phenotype (QRS> 18 ms; Suppl. fig. 1; "severe").

Kinetics of cardiac structural remodeling in Scn5a™" mice

As shown in figure 1, ventricular interstitial fibrosis in Scn5a”” mice appeared rapidly between the age
of 45 weeks and 60 weeks. Up to 45 weeks, there was no significant difference between wild-type and
Scn5a” mice. The amount of fibrosis in 60-week-old Scn5a” mice with severe conduction defects
was slightly, albeit not significantly, higher than in Scn5a” mice with mild QRS complex
prolongation. Development of fibrosis at the age of 60 weeks was associated with a mild left
ventricular dilation in Scn5a” mice with severe QRS complex prolongation resulting in a moderate
decrease in contractile function as assessed with echocardiography (Fig. 2). In contrast, at 16 weeks
old, Scn5a” mice with severe QRS prolongation exhibited a mild ventricular hypertrophy, leading to a

slight but significant increase in contractility. Diastolic function was not altered.

Fibrosis development in Scn5a"" mice parallels connexin 43 remodeling

As shown in figure 3A, ageing was associated with changes in ventricular expression of connexin 43
(Cx43). Indeed, up to 45 weeks, Cx43 expression remained relatively stable. But in older mice, Cx43
expression was markedly reduced (by 57% at 60 weeks versus 30 weeks). Scnb5a”” mice showed an
increased expression of Cx43 compared to wild-type mice (Fig. 3B). As in wild-type mice, expression
was stable up to 45 weeks (data not shown) and decreased between 45 and 60 weeks. This decrease in
expression was larger than in wild-type mice, so that there was no more difference at 60 weeks
between the two phenotypes (Fig. 3B). Immunohistological studies confirmed these results (Fig. 3C
and 3D, left panel). However, the size and sarcolemmal distribution of Cx43 plaques in young Scnba”
mice were different than in age-matched wild-type mice. Indeed, in 30-week-old wild-type mice, Cx43

plaques located at the intercalated discs were bigger than those located at the lateral membranes (Fig.
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3D, middle left panel). In 30-week-old Scn5a” mice, Cx43 plaques located at the intercalated discs
failed to aggregate and were smaller than in wild-type mice. The size of Cx43 plaques located at the
lateral membranes was also decreased but to a lesser extent, so that there was no difference between
intercalated disks and lateral membranes. At the age of 60 weeks, the size of Cx43 plaques located at
both intercalated disks and lateral membranes in wild-type mice decreased markedly to values similar
to those observed for Sen5a” mice (Fig. 3D, middle right panel). As shown in the right panel of figure
3D, the distribution of Cx43 between intercalated disks and lateral membranes was similar in all

groups.

Fibrotic remodeling is triggered by the activation of TGF-b pathway

In order to decipher the pathophysiological pathway(s) involved in fibrosis remodeling, we
investigated the left ventricular expression of proteins previously shown to be involved in fibrotic
remodeling in other pathological models: MMP2 (Matrix Metalloproteinase), CTGF (Connective
Tissue Growth Factor), TGF-b (Transforming Growth Factor b) and SPARC (Secreted Protein Acidic
and Rich in Cysteine). We had previously shown that the severity of QRS prolongation in 10-week-
old Scn5a” mice was related to the level of expression of Navl.5: mice with a severe QRS
prolongation had a lower expression of Nav1.5 than mice with a mild QRS prolongation.’ The present
study confirms this result and shows that the difference in Navl.5 between the two phenotypes
persisted over time, although differences did not reach statistical significance (Fig. 4). At the ages of
10 and 20 weeks, these proteins were expressed at similar levels in wild-type and Scn5a” mice (data
not shown). At 30 weeks, there was an increase in CTGF and SPARC expression in Scn5a” mice,
which was larger in Scn5a”" mice with a severe phenotype than in those with mild QRS prolongation
(Fig. 4). CTGF and SPARC expression was further increased but the differences between the mild and
severe phenotypes disappeared. At 30 weeks, there was also an increased activation of gelatinolytic
matrix metalloproteinases of 72 kDa in Scn5a” mice of both phenotypes, demonstrating an increase in
MMP?2 activity. This over-activity disappeared over time (Suppl. Fig.2). At the age of 45 weeks, there

was an increased expression of TGF-b in Scn5a” mice, which did not differ between the two
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phenotypes. As expected, there was a concomitant increased expression of the phosphorylated form of
Smad2/3, a well known downstream effector of the TGF-b pathway, without any variation of total
Smad2/3 expression (Fig. 4). These results suggest that fibrotic remodeling depends on the activation
of TGF-b pathway. In order to confirm this hypothesis, we treated Scn5a” mice chronically from the
age of 45 weeks to the age of 60 weeks with an antagonist of the TGF-b receptor, the GW 788388. As
shown in figure 5A, Scnba” treated with GW 788388 did not show any sign of fibrotic remodeling at
the age of 60 weeks, thus confirming our hypothesis. Interestingly, the treatment with GW 788388
induced a decrease in TGF-b expression. This however is quite anecdotic in the present context since
normal levels of TGF-b, as seen in WT mice did not induce abnormal fibrosis. Altogether, the
experiments performed with GW 788388 support our hypothesis that fibrotic remodeling in Scn5a™

mice involved activation of TGF-b pathway.

Chronic inhibition of Nav1.5 does not induce fibrotic remodeling

Scn5a™” mice are characterized by both a decreased expression of Navl.5 at the membrane’ and, as a
consequence, a decreased Na current.” In order to investigate whether decreasing the Na® current
without alteration of Navl.5 expression could induce a structural remodeling, we treated wild-type
mice with flecainide chronically from the age of 6 weeks to the age of 60 weeks. As shown in figure 6,
flecainide induced a marked prolongation of QRS complex to values close to those observed in
Scn5a” mice with a mild phenotype (Fig. 6A). As observed in this latter group, no ventricular
dilatation was observed in 60-week-old mice treated with flecainide (Fig. 6B). But in contrast to this
group of Scn5a” mice, there was no more fibrosis in mice treated chronically with flecainide than in
mice treated with the placebo (Fig. 6C). This result is consistent with the observation that chronic
flecainide did not induce an increase in TGF-b or CTGF expression (Fig. 6D). There was also no
change in Nav1.5 and Cx43 expression. Altogether, these results suggest that a decrease in Na" current

is not enough per seto induce fibrotic remodeling.
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Discussion

This study shows (1) that myocardial interstitial and focal fibrosis in Scn5a” mice increases only after
the age of 45 weeks, (2) that this fibrotic remodeling is triggered by TGF-f signaling; (3) that this
process is associated with Cx43 remodeling; (4) that the decrease in Na™ current per se is not sufficient
to induce fibrosis, and (5) that pharmacological inhibition of TGF-f type I and type II receptors

prevent the occurrence of fibrosis in Scnba*” mice, offering new therapeutic opportunities.

Myocardial fibrotic remodeling in Scn5a*" mice is triggered by TGF-b. The current study adds to
previous studies on Scn5a*” mice. Scnba*” mice have been shown to present conduction defects at

10 They also exhibit sinus node dysfunction.'* One

atrial, atrioventricular and ventricular levels.
interesting feature of this model is the progressiveness of ventricular conduction defects with aging as
observed on surface ECG”'’ and activation mapping on Langendorff-perfused hearts,' reflecting in
some aspects the clinical phenotype of patients with inherited SCN5A-related PCCD." This age-
dependent deterioration of ventricular conduction was associated with the occurrence of fibrosis in
ventricular myocardium. This was the first demonstration that cardiac fibrosis could be the final

outcome of an ionic channel defect.'®"!

In the present study, one of our objectives was to determine
more precisely the timeline of fibrosis occurrence with a focus on interstitial myocardial fibrosis,
which seems to be the most important for reducing global ventricular conduction.'®'” We had
previously shown that increased perivascular fibrosis could be detected in Scn5a™ mice as early as 14-
16 weeks of age, ' but that myocardial fibrosis could be detected only in old (50-80 weeks) mice.”"
The present study shows that myocardial fibrosis does not increase progressively with age but appears

only after the age of 45 weeks, an age characterized by two other phenomena, as discussed below: the

activation of TGF-b signaling pathway and a down-regulation of Cx43 expression.

Our second objective was to determine the pathophysiological pathway(s) involved in fibrosis
development. The increase in cardiac fibrosis can result from an increase in collagen gene expression

or from a decrease in the breakdown of collagen fibers, which is regulated by different
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metalloproteinases (MMPs)."" Our study shows that ventricular expression of fibrotic factors in
Scn5a™” mice is altered as early as 30 weeks. Indeed, there was an increase in CTGF and SPARC
expression. Both proteins have been shown to play a key role in fibrosis development.”**' Surprisingly
though, no increase in myocardial fibrosis was detected at this age. Because fibrosis results from a
balance between collagen synthesis and degradation, we looked for MMP2 activity, known to be
involved in collagen degradation. Interestingly, at 30 weeks, we observed an increase in MMP2
activity. This increase of MMP2 activity, which has been linked to CTGF,” could lead to an increased
collagen turnover, as reported in patients with cardiac conduction defects,” and limit fibrosis
development. At 45 weeks, MMP2 activity decreased to levels similar than in wild-type mice. At the
age, the main event was a large increase in TGF-B expression in Scnbat/- mice, leading to an
activation of its canonical pathway as shown by the increase in phospho-smad2/3 expression. There
was also a further increase in CTGF and SPARC expression. CTGF is known to be regulated by TGF-
B pathway.**>° SPARC is an upstream regulator of CTGF activated through TGF-B pathway and might
further limit collagen association with cell surfaces enhancing collagen deposition and formation of
mature, insoluble collagen fibers.”” Altogether, these events are expected to trigger fibrosis
development. Although minor fibrotic factors are increased before observation of fibrosis, TGF-3
signaling appears as the major fibrotic factor involved in Scn5a*” mice. Hao ef al. showed that fibrosis
associated with sodium channel deficiency in the sinoatrial node of Scn5a™ mice also involved TGF-p
signaling.”® A link between a Na* channel and TGF-b has also been observed in rat primary myotubes.
In this model, an increase in TGF- transcription pathway has been described after a 50% reduction of
the sodium current, and inversely the expression of the TGF-B receptor is decreased when the Na"
channel expression is up-regulated.” Our study with flecainide chronic treatment suggests that a
decrease in Na' current is not sufficient to explain by itself the activation of TGF-b pathway and
fibrosis development as observed in Scn5a*” mice. One could argue that the treatment with flecainide
was started in 6-week-old mice whereas the loss in Navl.5 expression in Scn5a” mice plays a key
role as early as day 10.5 in the embryo.® However, abnormal prenatal and/or postnatal cardiac

development does not seem to be involved in the activation of TGF-b pathway and fibrosis since those
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occur only in mice older than 45 weeks. In vitro Nav1.5-E3 antibody has been shown to increase TGF-
B production by both cardiomyocytes and fibroblasts. This effect was not only associated with a 50%
decrease in Na' current, but also with a 20% decrease in Navl.5 expression.28 Therefore, one
explanation to connect Navl.5 haploinsufficiency and increased TGF-f signaling could be through
Navl.5 interacting proteins. This is consistent with formation of multiprotein complexes through
which Navl.5 may exert a regulatory role in cellular biological processes in addition to its
electrophysiological function.”® Although the detailed mechanistic link between disruption of Nav1.5
and TGF-B secretion needs further investigation, our findings have important implication for possible

mechanisms underlying correlation between Nav1.5 membrane expression and cardiac remodeling.

Fibrotic process in Scn5a*" mice involves Cx43 remodeling.

Our study also shows that Cx43 expression is altered in Scn5a*” mice in association with fibrotic
remodeling. In Scn5a™’” mice younger than 45 weeks, prior to activation of TGF-B pathway, Cx43
expression is increased compared to wild-type mice. After 45 weeks, when TGF-B expression is
increased and triggers fibrotic remodeling, Cx43 expression decreases. This down-regulation does not
result from TGF-b pathway activation since it also occurs in wild-type mice. It is more likely the result
of a physiological process linked to ageing. However, there seems to be a close relationship between
Cx43 and fibrosis. In a previous study, we had reported that expression of Cx43 was decreased in
Scn5a™ mice more particularly in regions with marked fibrosis.!' In human also, fibrotic hearts are
commonly hallmarked by a decrease in Cx43 expression.”’ > It has been recently proposed that a
reduction of Cx43 expression triggers fibrosis development in aging or pressure overloaded mouse
hearts.** Inversely, the activity of TGF-B has been shown to be positively regulated by Cx43.%* This
effect seems to involve microtubules. Indeed, Dai ef al., showed that TGF-B—induced transcriptional
activity was abolished by knockdown of the endogenous Cx43 activity in HL-1 cardiomyocytes and
suggested that the translocation of Smad2/3 and Smad4 from the cytoplasm to the nucleus is mediated
by Cx43 competition with Smad2/3 for binding to microtubules.’® In a recent study of a mouse model

of cardiac hypertrophy due to overexpression of a constitutively active form of calcineurin A, the
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authors observed a decreased expression of Cx43 and Nav1.5 before the development of hypertrophy
and fibrosis. However, despite the decrease in total Cx43 expression, the expression of the non-
phosphorylated form of Cx43 was increased.”” Non-phosphorylated Cx43 have been linked to loss of

Cx43 aggregation in functional connexons.’®*’

Interestingly, our study indicates that Cx43
organization is altered in Scn5a*’ mice, Cx43 plaques appear to be smaller than in wild-type mice. We
could hypothesize that Cx43 phosphorylation is decreased in Scn5a*” mice leading to a loss of
aggregation into gap junctions and consequently to an increase in free Cx43 able to activate TGF-3
pathway through microtubule interaction. One other hypothesis might implicate cardiac fibroblasts,
which are known to play a key role in TGF-B-induced fibrotic process.*’ Zhang et al., showed that
cardiac fibroblasts express Cx43 and that a reduction of Cx43 expression lead to an increase in
fibroblast proliferation.”* Interestingly, Nav1.5 has been shown to interact with Cx43* particularly
around the perinexus* and Cx43 knock-out mice show a decreased expression of Nav1.5.* Our results
confirm the close relation between Nav1.5 and Cx43 expression and organization. Further studies are

needed to understand the cooperative relationship between these two major actors of cardiac

conduction in the context of cardiac fibrosis.

TGF-f receptor inhibition: a new therapeutic perspective for PCCD?

In order to demonstrate TGF-B implication into fibrotic process, we used GW 788388, a specific
inhibitor of both type I and type II TGF-B receptors.***’ Tan et al. showed that GW 788388
significantly reduced TGF-f activity and led to a reduction of ventricular remodeling and systolic
dysfunction in a rat model of myocardial infarction.*® It was also shown to prevent cardiac fibrosis in a
mouse model of Chagas disease.”’ Interestingly, in this study, GW 788388 also prevented the down-
regulation of Cx43 expression.” In our study, we observed that a 15-week treatment with GW 788388
prevented fibrotic development in Scn5a*” mice. This result not only confirms TGF-f pathway
implication in fibrotic process in Scn5a*” mice but also paves the way to new therapeutic approaches

for treating PCCD.
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In conclusion, the present data show that ageing-related ventricular fibrotic process in Scn5a* mice is
linked to TGF-B signaling and activation of this pathway occur if and only if Navl.5 membrane
expression is reduced. This study provides experimental grounds to support that Navl.5 forms
multiproteins complexes with Navl.5-interacting proteins. Through these complexes, which might
implicate Cx43, Navl.5 may exert a regulatory role in cellular biological processes additional to

beyond its electrical function.
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Figure legends

Figure 1. Fibrosis development with age in Scn5a”" mice. A. Representative left ventricular
sections stained with picrosirius red from 10-60 week-old wild-type mice (WT) and Scn5a”” mice with
mild and severe phenotype. Scale bar: 50 um. B. Quantification of fibrosis (% of collagen per
histological section) as a function of age. Means + sem of 5 mice per group. * p< 0.05, *** p< 0.001

versus WT.

Figure 2. Assessment of cardiac function by echocardiography performed on 16-week-old and
60-week-old wild-type (WT) and Scn5a”" mice. The structural remodeling and the systolic and
diastolic functions were assessed respectively by Two-dimensional (2-D) echocardiography and
pulsed Doppler (For 16 weeks-old mice: WT n=23, Scn5a”” mild n=10 and Scn5a”" severe n=12; For
60 weeks old: WT n=6, n for Scn5a” mild n=7 and Scn5a™” severe n= 6; *p<0.05, data are expressed

as mean = SEM).

Figure 3. Connexind3 (Cx43) remodeling in Scn5a”" mice. A. Cx43 ventricular expression as a
function of age in wild-type (WT) mice. B. Cx43 ventricular expression in 30- and 60-week-old
Scn5a”™ mice. Top, representative western blots; bottom, corresponding quantification of Cx43
expression was performed on Western blots from 6 mice per group by normalizing the intensities of
the Cx43 bands to the GAPDH bands. ** p< 0.01 versus 20, 30 and 45 weeks; ***p< 0.001 versus
WT. C. Cx43 ventricular expression and localization in 30- and 60-week-old WT and Scn5a™ mice.
The square image is a representative confocal image of Cx43 in left ventricular sections from WT and
30- and 60-week-old Scn5a ' mice. The rectangular image is a magnification of an intercalated disc.
Scale bars: 50 um. D. Quantification (in arbitrary units) of overall Cx43 left ventricular expression in
left bar graph, Cx43 subcellular distribution in the two middle bar graphs. Bars represent average sizes
of Cx43 clusters expressed as area/length ratio (see methods section) in intercalated discs and lateral
membranes, respectively. The bar graph on the right shows the average percentage of Cx43 expressed
in intercalated discs. Means £ sem of 4 mice per group. * p< 0.05, ** p< 0.01 versus WT; §§§ p<

0.001 versus 30 weeks.
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Figure 4. Signaling pathways involved in fibrosis development in Scn5a”" mice. Nav1.5, TGF-B
(Transforming growth factor ), SPARC (Secreted Protein Acidic and Rich in Cysteine), CTGF
(Connective Tissue Growth Factor), P-Smad2/3 (phospho-Smad2/3) and Smad2/3 ventricular
expression in 30- and 45-week-old wild-type (WT) and Scn5a” mice with mild and severe QRS
prolongation. Right: representative western blots; left: corresponding quantification performed on
Western blots by normalizing the intensities to the GAPDH bands. Means + sem of 6 mice per group.*

p<0.05,** p< 0.01 and *** p< 0.001 versus WT.

Figure 5. Inhibition of transforming growth factor-g type | receptor by GW 788388 prevents
fibrosis remodeling in Scn5a*”" mice. A. Representative left ventricular sections stained with
picrosirius red from 60 week-old wild-type mice (WT) and Scn5a” mice treated with GW 788388 (5
mg/kg/day) during 15 weeks. Scale bar: 50 um. The bar graph on the right shows quantification of
fibrosis (% of collagen per histological section). Means + sem of 4 WT mice and 5 Scn5a” mice
treated with GW 788388. B. TGF-B expression in 60-week-old wild-type (WT) and Scn5a” mice
treated with GW 788388. The bar graph on the right shows quantification of TGF-f expression
obtained by normalizing the intensities to the GAPDH bands. Mean + sem of 3 WT mice and 6

Scnb5a™ treated mice. * p< 0.05 versus WT.

Figure 6: Effects of chronic inhibition of Nav1.5 on ventricular conduction, contractile function
and fibrosis. A. Upper panel: representative lead I ECGs from wild-type (WT) mice treated with
placebo or flecainide (50 mg/kg/day) at the ages of 20 and 60 weeks. Scale bar: 100 ms. Lower panel:
average QRS interval duration as a function of age. QRS values in Scn5a” mice with a mild
phenotype are given for comparison. Means + sem of 13 20-week-old, 14 30-week-old and 13 60-
week-old placebo-treated mice, in flecainide 50 20-week-old, 29 30-week-old and 11 60-week-old
flecainide-treated mice and 175 20-week-old, 130 30-week-old and 43 60-week-old Scn5a” mice with
mild QRS complex prolongation. * p< 0.05, *** p< 0.001 versus placebo. B. Echocardiographic
parameters in 60-week-old mice treated with placebo (n = 11) or flecainide (n = 10). C. Left panel:

representative left ventricular sections from 60-week-old mice treated with placebo or flecainide
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stained with picrosirius red. Scale bar: 50 um. Right panel: quantification of fibrosis (% of collagen
per histological section) as a function of age. Means + sem of 4 placebo- and 5 flecainide-treated mice.
D. Cx43, Navl.5, TGF-f and CTGF expression in 60-week-old mice treated with placebo or
flecainide. Both representative Western blots and bar graphs for quantification are shown.
Quantification was obtained by normalizing the intensities of Cx43, Navl.5, TGF-p and CTGF bands

to the GAPDH bands. Means + sem of 5 mice per group.
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Age-dependent development of ventricular fibrosisin the Scn5a*” mouse
model is triggered by activation of TGF-b pathway

Mickael Deran eon,1'3* Jérome Montnach,m* Cynthia Ore Cerpa,"” Gilles Toumaniantz,'> Benoit Jagu,”
g Y p g

Christopher LH Huang,* William H. Colledge, Andrew A Grace,” Isabelle Bar6,'” Flavien Charpentier'>*

Online data supplement

Supplemental figure legends

Supplemental figure 1: Variable degrees of ventricular conduction defects in Scn5a*” mice. A.
Distribution of QRS interval duration with corresponding Gaussian fits in 10 week-old wild-type (WT;
white bars) and Scn5a* mice with mild (grey bars) and severe (black bars) QRS complex prolongation.

B. Effects of age (X-axis) on QRS interval duration (Y-axis) in WT mice (open circles) and Scn5a”" mice

with mild (filled squares) and severe (filled triangles) phenotype.

Supplemental figure 2: Activation of 72 kDa Gelatin Matrix Metalloproteinase. Top, representative
zymographie gels; bottom, corresponding quantification. Means + sem of 6 mice per group. * p<0.05 and

*#%p<0.001 vs. WT.

-139-



RESULTATS - Projet 1 : Modéle murin ScnSa™ -

200+
’
N
9 150+ R
£ ] “
k] ! \
= 100+ 1 {
o] U 1
E ! \
E] ]
Z 504 “
g \
4 \
4 <
c ) L L] L] L L ) T 7 L} Ll | I ) ] L L} L L L] L] L]
9 10111213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
QRS duration (ms)
25+
-0- WT
7 I\I—"I‘\-I/I mild
T 201 —— severe
2
s
3
154
0 _--—D---—-§
o g--o--&
10 1 T 1 1
0 20 40 60 80
Weeks

Suppl. Fig. 1

-140-



RESULTATS - Projet 1 : Modéle murin ScnSa™ -

Scnba*- Scnb5a*- Scnba*-

. 1 ... 1
WT severe mild WT severe mild WT severe mild

72 kDa |08 =

30 w 45 w 60 w
2.5 1.5 1.51
£220 £32 £ 2
53 5810 T 531_(}- T
L 015 Qo Lo
(D-_E . (D-_E O-E T
© S © S T o
Q® - (=] Q©
xg:10 xgaos xg’OS'
NE Ne™ Neg™
20.5 a o
0.0 T 0.0 T 0.0 T
30w 45w 60 w

Suppl. Fig. 2

-141-



RESULTATS -Projet 2 : Souris Scn5a 2"

+/AQKP

Projet 2 — Caractérisation du modéle murin Scnba comme

nouveau modele d’étude du syndrome du QT long de type 3 et du

remodelage protéique associé.

1 INTRODUCTION

La mutation AQKP sur le canal Navl.5, codé par le géne SCN5A a été associée a un allongement de
I“intervalle QT, le syndrome du QT de type 3, mais aussi a des troubles de la conduction cardiaque, une
cardiomyopathie dilatée et des épisodes de mort subite prématurée. Cette mutation a été montrée comme
n“affectant pas la densité de courant sodique au pic mais induit une augmentation du courant sodique

persistent dans un modele de réexpression hétérologue.

Afin de comprendre les mécanismes reliant la mutation AQKP et la cardiomyopathie dilatée observée
chez les patients, nous avons développé un modele murin hétérozygote pour la mutation en association

avec la société PolygenAG au sein du réseau EuTrigTreat (souris ScnSa™ %"

). Cette étude est basée sur
4 groupes de souris : les souris homozygotes sauvages (Scn5a™"), homozygotes avec la présence du

géne codant pour la Flippase (ScnSa™ ™'P), hétérozygotes avec la cassette de sélection Néomycine dans

+/Neo +/AQKP

I“intron précédent la délétion (ScnSa ") et les souris Scnda

. +/AQKP
Les souris Scn5a™?

sont un nouveau modéle d“étude pour le syndrome du QT long de type 3 en
associant un allongement de 1“intervalle QT, des épisodes arythmiques marqués et une mortalité
prématurée. En plus de ces caractéristiques électrophysiologiques, nous avons montré que ces souris
développaient une insuffisance cardiaque droite et gauche en association avec un remodelage de
I“expression des protéines impliquées dans le cycle du calcium. Nous avons aussi montré que la

Ranolazine pouvait étre utilisé pour traiter les arythmies et 1“allongement de 1“intervalle QT dans ce

modele murin en aigu.

2 ARTICLE
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Abstract

Background. Deletion of QKP1507-1509 amino-acids in SCN5A gene product, the Navl1.5 voltage-gated
Na" channel, has been associated with a large phenotypic spectrum of type 3 long QT syndrome (LQT3),
conduction disorder, dilated cardiomyopathy (DCM) and high incidence of youth sudden death. This
mutation was shown to increase the late Na' current. In order to identify the mechanism of DCM in these
patients, we generated a knock-in mouse model presenting the delQKP1510-1512 mutation (Scn5a”* "),
equivalent to human QKP1507-1509 mutation. M ethods and results. Four groups of mice were studied:
homozygous wild-type (Scn5a”"), heterozygous flp deleter (Scn5a” -Flp), heterozygous neomycin-AQKP
(Scn5a™°) and Scnba™* P mice. Scnba* A mice showed long QT syndrome (QTc = 73.8 + 2.7 versus
47.7 £ 0.4; P<0.001) and conduction defects associated with ventricular arrhythmias (48/102 mice) and
premature mortality (median survival: 5.4 weeks). Atrial and ventricular action potentials from

Sen5a” ¥ mice were prolonged compared to Scn5a*”* mice. Scnsa™ Y

mice presented right and left
ventricular dysfunction. They also exhibited molecular remodeling of Ca®" handling proteins. CaMKII
expression and phosphorylation were decreased, leading to a decreased expression of the p(Thrl7)
phosphorylated form of phospholamban. In contrast, expression of the Na/Ca exchanger was increased..

+/AQKP

Ranolazine injection (30 mg/kg IP) normalized the QT interval in Scnba mice and suppressed

arrhythmias. Conclusions. Scn5a™ *

mice recapitulate a large part of the diverse clinical phenotype of
patients carrying the equivalent mutation, including QT prolongation, ventricular arrhythmias and DCM.

The phenotype results not only from the late Na™ current but also from secondary remodeling of Ca®*

handling proteins.

Key words: Scn5a, long QT syndrome, dilated cardiomyopathy, arrhythmias

-144-



46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

RESULTATS -Projet 2 : Souris Scn5a 2"

I ntroduction

Long-QT syndrome (LQTS) is a severe disorder of cardiac electrical activity. It is caused by delayed
repolarization in cardiomyocytes, which results in a prolonged QT interval on the ECG and an increased
susceptibility to polymorphic ventricular tachycardia and ventricular fibrillation. Mutations in genes
encoding ion channels or their accessory subunits are linked to different types of LQTS." Approximately
90% of LQTS mutations are in KCNQ7 (LQT1), KCNH2 (LQT2) and SCN5A (LQT3) genes. Mutations in
SCN5A-encoded Navl.5 cardiac Na* channel commonly alter the fast inactivation process of the channel.
Normally, Nav1.5 channels activate to initiate the action potential of highly polarized cardiomyocytes and
inactivate rapidly so that they do not conduct any current during the repolarization phase of the action
potentials. LQT3 mutations result in a marked slowing of Nav1.5 inactivation and/or the occurrence of a

persistent inward Na" current that prolongs the action potentials.>’

Deletion of the QKP amino acid residues at positions 1507-1509, close to the "historical" AKPQ1505-
1507 deletion,* has been identified in two families™® and found to be associated not only to LQT3
syndrome but also to a larger phenotypic spectrum including conduction disorder, dilated cardiomyopathy
(DCM) and a high incidence of youth sudden death.® In vitro experiments revealed that AQKP1507-1509
mutation induces a late Na* current.’ To characterize the effects of this mutation in a physiological
environment, we have generated a knock-in mouse model carrying the mouse equivalent (AQKP1510-
1512) of the human SCN5A-AQKP1507-1509 mutation. Heterozygous Scn5a”*¥® mice share common
features with patients, including long QT interval, ventricular arrhythmias, heart failure and increased risk
of sudden death at a young age. We found that the mutation induces secondary altered expression of key
Ca™ handling proteins, which could be implicated in the observed ventricular dysfunction. Acute
treatment with the late Na' current inhibitor ranolazine shortens the QT interval and suppresses
arrhythmias with no effects on ventricular conduction, suggesting that it could be appropriate to be used in

patients carrying the AQKP1507-1509 mutation.
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Methods

Generation of Scn5a"“%" mice

All animal experiments were performed in the animal facility of Nantes University Health Research
Institute (UTE — IRS-UN) and the institut du thorax which have been accredited by the French Ministry of
Agriculture. Experimental procedures were approved by the regional ethic committee (CEEA — Pays de la
Loire).

We used Flp/FRT-mediated targeting to delete residues 1510-1512 (KPQ) in the Scnba gene (Suppl. Fig.
1A). For selecting transfected cells, a neomycin resistance cassette was present on the targeting vector,
and was cointroduced in ¢is. The selection cassette was later eliminated by Flp recombination upon
breeding with germ line Flp expressing mice (“Flp deletors”). This is possible because the neomycin
cassette is flanked by appropriate recombination sites (FRT sites). Four chimeric male were born from the

injection of blastocysts with SCN5A*X”

targeted ES-cell clones. They were set up with Flp deleters and
agouti offspring were derived from all four matings. All mice were bred in the animal facility and

genotyped by polymerase chain reaction (PCR, Suppl. Fig. 1B).

Western blot analysis

Protein samples were prepared from right and left ventricular free walls. Tissues were snap-frozen in
liquid nitrogen, homogenized in ice-cold lysis buffer containing (in mMol/L): NaCl, 100, Tris-HCI, 50,
EGTA, 2, 1% NP40 and protease inhibitors (pH 7.5 with NaOH) and centrifuged at 1000 x g for 15
minutes. Forty micrograms of proteins separated on SDS-PAGE gels (4-15% Mini-PROTEAN® TGX
Stain-Free™ Precast Gels, Bio-rad, France) and transferred on Nitrocellulose membranes (Trans-Blot®
Turbo™ Nitrocellulose Transfer Packs, Bio-rad, France). Membranes were blocked and incubated with
primary antibodies targeted against Navl.5 (ASC-005, Alomone Labs; 1:500), SERCA2 (PA5-29380

Thermo Scientific; 1:2000), Na'/Ca*" exchanger NCX1 (Santa Cruz Biotechnology; 1:1000), CaMKII
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(PA5-22168 ThermoScientific; 1:1000), p-CamKIl (MA1-047 Thermo Scientific; 1:2000),
phospholamban (PLB; Santa Cruz Biotechnology; 1:1000), p(Thrl17)-PLB (Santa Cruz Biotechnology;
1:5000), p(Ser16)-PLB (Santa Cruz Biotechnology; 1:5000), calcineurin (CaN; 610259 BD Transduction
Lab.; 1:1000), type 2 ryanodine receptor (RyR2; MA3-925 Thermo Scientific; 1:2000). In addition, an
anti-GAPDH antibody (Santa-Cruz Biotechnologies; 1:10000 dilution) was used as an external/internal
control. Next, membranes were incubated with the ad hoc secondary horseradish peroxidase (HRP)
antibody (Santa Cruz; 1:10000). Incubation was followed by detection using chemiluminescence (ECL™
Prime Western Blotting Detection Reagent, GE Healthcare Amersham™, UK). Western-blot

quantification was performed with ImagelJ 1.45b software (NIH Software).

Electrocardiography

Mice were anaesthetized with isoflurane (Abbott Laboratories, USA) for ECG recording. Anesthetic
induction was achieved at 2% to 2.5% isoflurane for 2.5 to 3 min, and anesthesia was maintained at 0.8%
to 1.0%. Body temperature was maintained at 37°C with a heating pad (Harvard Apparatus, USA). Six-
lead ECG was recorded with 25-gauge subcutaneous electrodes on a computer through an analog-digital
converter (I0X 1.585, EMKA Technologies, France) for monitoring and later analysis (ECG Auto
v3.2.0.2, EMKA Technologies). ECGs were analyzed as previously described.” QT intervals were
corrected for heart rate using a modified Bazett formula, QTc = QT/(RR/ 100)"?, with QT and RR

measured in ms.

M orphological and histological analysis

Mice were euthanized by cervical dislocation and lungs, liver and heart were isolated. Lung weight/tibia
length and heart weight/tibia length ratios were determined. Then, the heart, lungs and liver were washed
with PBS, fixed in 4% paraformaldehyde and embedded in paraffin. Serial sections of 5 pm were cut and
stained with haematoxylin/eosin as previously described.® Sections were examined with a classic light

microscope (Nikon Eclipse E-600) and acquired with NIS-Elements software (v4.10, Nikon, Japan).
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Action potential recordings

For these experiments, 10 Scn5a”" and 17 Scn5a™ %" mice of either sex were used at the age of 4 weeks.
After euthanasia by cervical dislocation, the heart was quickly removed and immersed in a cold modified
Tyrode solution containing (in mMol/L): NaCl, 108; NaH,PO,, 1.8; NaHCO; 25; KCl, 27; MgCl,, 1;
CaCl,, 0.6; glucose, 55 (pH 7.4 with 5% CO,). After careful dissection, left atrial or right ventricular free
wall was mounted in a tissue bath chamber, the endocardial surface facing up, and superfused with a
Tyrode solution, bubbled with 95% 0,-5% CO, gas mixture, warmed to 37 £ 0.5°C and containing (in
mMol/L): NaCl, 120; NaHCO;, 27; NaH,PO,, 1.2; KCl, 5.4; MgCl,, 1.2; CaCl,, 1.8; glucose, 10 (pH 7.4
with 5% CQO,). The flow rate in the tissue chamber was 12 ml/min. Preparations were paced with 2-ms
square wave pulses with amplitude of twice diastolic threshold through bipolar Teflon-coated silver
electrodes. Action potentials (AP) were recorded with borosilicate glass microelectrodes (resistances 15—
25 MQ when filled with 3 mol/LL KCI) coupled to a VF102 amplifier (BioLogic, France), digitized with an
EMKA-converter, and displayed with iox 1.8.0.18 software (10 kHz sampling, EMKA Technologies).
APs were recorded at a pacing cycle length of 200 ms. AP characteristics were measured at steady state.
We measured the resting potential (RP), the AP amplitude (APA), the maximum upstroke velocity of
phase 0 of the AP (dV/dty,,) and the AP duration at 30% (APD3), 50% (APDs), 70% (APD+y) and 90%
(APDyy) of full repolarization. This protocol was performed under baseline conditions and after 10 min of
superfusion with ranolazine (Tocris Bioscience, UK) at a concentration of 10 umol/L. This concentration
was chosen on the basis of comparative pharmacological data published in mammalian heterologous

expression system ° and on Scn5a"“*"?

mice."”

Patch-clamp experiments

Isolation of cardiomyocytes. Four-week-old mice were heparinized (600 IU/kg i.p.) and killed by cervical
dislocation. The hearts were quickly excised and the aorta were cannulated in cold Tyrode solution

containing (in mMol/L): NaCl, 135; KCl, 4; NaH,PO,, 1.2; CaCl2, 1.8; MgCl,, 1.2; glucose, 11; HEPES,
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10 (pH 7.4 with NaOH), and perfused for 2 minutes in a Langendorff system (37°C) with the same
solution. Next, the heart was perfused for 2 minutes with a similar solution without calcium. After this,
0,15 mg/mL collagenase II (350 U/mg, Worthington) and 0,03 mg/mL protease XIV (4.7 U/mg, Sigma)
were added to the low-calcium solution (0.1 mMol/L) for 7-11 minutes. Stop solution (Tyrode solution
with 0.15 mMol/L CaCl,) was perfused for 2 minutes and digested heart was gently triturated in the same
solution. Isolated cells were washed in this solution and calcium concentration was progressively
increased to 1 mMol/L. Quiescent, rod-shaped cells with clear cross-striations and smooth surface were
selected for current measurements.

Electrophysiological recording. Whole-cell voltage-clamp technique was used for recording membrane
currents. Persistent sodium current was measured at room temperature as the 30 umol/L tetrodotoxin-
sensitive current during a descending voltage-clamp ramp protocol consisting of a 200-ms prepulse to +40
mV followed by a 1000-ms descending voltage ramp to -120 mV. The bath solution contained (in
mmol/L) NaCl, 140; CsCl, 5; CoCl,, 2.5; MgCl,, 2; glucose, 5; HEPES, 10 and mannitol, 20; (pH 7.4 with
CsOH). The pipette solution was filled with (in mmol/L): CsCl, 50; CaCl,, 1; Na,-pyruvate, 5; MgCl,, 3;

Na,ATP, 2.5; CoCl,, 2.5; gluconic acid, 45; EGTA, 10; HEPES, 10; (pH 7.2 with CsOH).

In vivo ranolazine treatment

For these experiments, 14 Scn5a” "

mice were used at the age of 3 weeks. Baseline ECG was recorded
for 2 min before intraperitoneal (IP) injection of ranolazine (30 rng/kg)11 and measurements were acquired

for 10 min post-drug administration. Maximum effect on ECG parameters was measured and compared to

ECG parameters before drug administration.

Statistics
Data are expressed as mean + S.E.M. Statistically significant differences between mean values were
determined with either Mann-Whitney U test for comparison of two groups. Statistical analysis was made

with Prism5 (GraphPad Software, Inc). For more than two groups, 1-way ANOVA or Kruskal-Wallis test
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173 was performed with Bonferroni or Dunns post-test when appropriate. For percentage comparison, Fisher
174  exact test was used. Wilcoxon test was used to compare paired values. A P value of 0.05 was considered
175  to indicate significance.

176
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Results

Scn5a*2%P mice characteristics

+/AQKP

Heterozygous Scnba offspring were born at a Mendelian frequency. At weaning (at the age of 3

weeks), they presented a small but significant decrease in body weight (10.83 = 0.17 g; n = 72) compared
to Scn5a™* mice (11.87 + 0.18 g; n = 113; P<0.01; Suppl. Fig. 1C). Sn5a*”*-Flp and Scn5a™™® mice

developed normally. Western blot analysis showed no appreciable difference in ventricular expression of

+/Neo

Nav1.5 protein between Scn5a”¥F mice and Scn5a™* mice (Suppl. Fig. 2). However, Scnba mice

+/+

presented a »50% decrease in Nav1l.5 expression in both right and left ventricles compared to Scnba

mice (Suppl. Fig. 2).

Electrocardiographic phenotype
Figure 1A depicts representative examples of ECG recordings in 3-week-old anesthetized mice. Only
about 20% (22/102) of Scn5a P mice were in sinus rhythm. In these mice, RR interval did not differ

from RR interval in the other groups (Table 1). However, a marked prolongation of QT and QTc intervals

+/AQKP

was observed in Scnba mice in sinus rhythm compared to Scn5a™* mice (Fig. 1B and Table 1).

Spontaneous episodes of monomorphic and polymorphic ventricular premature beats and/or tachycardia

(PVB) were observed in 48 of 102 Sen5a™¥* mice during 2-minute ECG recording periods, whereas this

+/+ +/Neo

was observed in one out of 142 Scnba™”” and one out of 114 Scnba mice, only (Fig. 1D). Ventricular

+/AQKP +/+

repolarization was prolonged in Scnba mice compared to Scnba””” mice. It was also moderately,

+ /N . . . . .
® mice. In addition, atrio-ventricular conduction was

though significantly, prolonged in Scnba
significantly slowed in these mice (Fig. 1B and Table 1). However, no change in atrial conduction was
observed in Scn5a*¥® and Sn5a™® mice (Table 1). As mentioned above, most Scn5a*2" exhibited
rhythm disorders. Indeed, second-degree atrio-ventricular block (AVB) occurred in 32 of 102 Scnba* AP

mice (Fig. 1C) and one event of lethal ventricular fibrillation was recorded at 4 weeks of age in a

-151-



202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

225

226

227

RESULTATS -Projet 2 : Souris Scn5a 2"

+/AQKP

Scn5a™ P mouse (Fig. 1E). Thus, ventricular repolarisation is altered in Scn5a mice with markedly

prolonged QT interval leading to AVB and potentially lethal ventricular arrhythmias.

+/A QKP m i

Histological evidence of abnormal cardiac dysfunction and premature mortality in Scn5a ce

Sen5a ¥ mice present signs of right and left cardiac dysfunction. Heart weight/tibia length ratio was
significantly increased in Scnba™ ¥ mice (12.32 + 1.24, n = 13) compared to Scnb5a™* mice at 4 weeks

old (Scn5a+/+: 7.14£0.13 n=11; P<0.001, Kruskal-Wallis test; Fig. 2A). Morphological examinations of

+/AQKP

whole hearts and longitudinal sections from Scnba mice indicated increased chamber dimensions

+/AQKP

compared to all other three groups at 4 weeks of age. Scnba mice displayed typical symptoms of

+/AQKP

congestive heart failure. Indeed, the atria of Scnba mice frequently contained organized thrombi

(Fig. 2A). Lung weight/tibia length ratio was increased in Sensa™ P mice (10.54 = 0.68, n = 13)
compared to Scnba™”* mice (7.73 + 0.27, n = 14; P< 0.001, Kruskal-Wallis test). However, there was no

pulmonary congestion or oedema in Scn5a*¥F

mice. Regarding the right ventricular dysfunction, no
significant alteration of the liver weight / tibia length was detected between all four groups of mice (data
not shown). However, histological analysis showed chronic congestive liver with blood stasis in the

+/AQKP

capillary vessels between centroglobular and periglobular veins in 5 of 5 Scnba mice but not in 5

+/AQKP mice

Scn5a™* littermates (Fig. 2C). In accordance with the pathology observed in patients, Scnba
displayed shortened life expectancy compared to all other groups of mice (median survival: 5.4 weeks,

Kaplan—Meier analysis, P< 0.001 log-rank test) (Fig. 2D).

Scn5a™¥" mice exhibit prolonged action potentials

Ventricular AP duration was dramatically prolonged in Scn5a™"%*

mice as illustrated in Figure 3A.
Capture of the preparations could be achieved in less than half of the preparations because of the
occurrence of early afterdepolarizations (see below). Figure 3B-C summarizes AP characteristics. On

average, Sen5a*” P mouse ventricular preparations displayed a depolarized resting membrane potential

and decreased AP amplitude compared to wild-type (Fig. 3B). They also showed a small albeit non

10
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significant decrease in dV/dty,., (142.7 £ 3.5 V/s, n =6, versus 158.8 = 8.5 V/s, n = 8). Scn5at AP mice
exhibited longer APDsy, APDsy, APD7, and APDy, compared to Scn5a*t mice (Fig. 3C). As shown in
panels D-F, similar results were obtained in left atrial preparations, although the decrease in AP amplitude
did not reach significance. AP prolongation was associated with the occurrence of -early

afterdepolarizations in 9 of 17 Scn5a*AkP

ventricular preparations but never in control preparations (Fig.

3G).

Figure 4A shows representative current traces recorded in ventricular cardiomyocytes isolated from
+/AQKP +/+ . . . .

Scnba and Scnba™” mice in response to a descending voltage ramp protocol in the absence and

+/AQKP

presence of 30 uMol/L tetrodotoxin. Scnba cardiomyocytes exhibited an increase in persistent

sodium current measured as the tetrodotoxin-sensitive current (Figure 4B).

Altered expression of Ca>* handling proteins in Scn5a***" mice
Remodeling of expression of key Ca”" handling proteins was evaluated in right and left ventricular free
walls. A significant increased expression of the Na/Ca exchanger (NCX1) was detected only in the right

4P mice compared to control mice (Scnba”* and Scnba”’-Flp, grouped together

ventricle of Scnba
because they did not differ significantly — see Suppl. Fig. 5; Fig. 5A). No difference was observed in the
left ventricle. Similar changes were observed for calmodulin-kinase II (CaMKII) (Fig. 5B). Using an
antibody against phosphoThr286-CaMKII (the active form of CaMKII), we found that CaMKII
autophosphorylation was decreased compared to controls in both right and left ventricles (Fig. 5B).
Because an intracellular Ca*" increase activates both CaMKII and calcineurin pathways, we investigated

+/AQKP

whether calcineurin pathway could be activated in Scnba mice. Surprisingly, calcineurin expression

+/AQKP

was significantly decreased in the left ventricle of Scnba mice compared to control mice. There was

also a moderate decrease in calcineurin expression in the right ventricle, albeit not significant (0.6 = 0.1, n

=4,vs0.9+0.1,n=8; P=0.08) (Fig. 5C).

11
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Regarding sarcoplasmic reticulum Ca®" handling proteins, the expression of SERCA2 was not

significantly altered in Scn5a*™*¥®

mice (Fig. 6A). Since SERCA2 activity is under control of
phospholamban expression and phosphorylation, we investigated whether this protein expression and
phosphorylation could be affected. Phospholamban expression was significantly increased in both

+/AQKP .
AQKP mice

ventricles and its CaMKII-dependent phosphoThr17 form was significantly decreased in Scnba
compared to control mice (Fig. 6B). These results suggest that SERCA2 activity could be increased in

Sen5a AP mice compared to control mice. Regarding RyR2 which is responsible for Ca* release from

the sarcoplasmic reticulum, its expression was not significantly altered in Scn5a™*¥ mice (Fig. 6C).

Ranolazine treatment of Scn5a***® mice

Acute injection of ranolazine (IP, 30mg/kg) in Scn5a*”* mice had no effects on ECG parameters (Suppl.
Fig. 3). In Scn5a* " mice, acute treatment with ranolazine suppressed arrhythmias and significantly
decreased QTc interval (Figure 7). In contrast to other Na" current inhibitors such as flecainide or ajmaline
(Suppl. Fig.4), ranolazine had no effect on QRS complex duration (Fig. 7C). No other ECG parameters
were affected by ranolazine (data not shown). Ex vivo, ranolazine (10 uMol/L) shortened both atrial and

+/AQKP

ventricular APs in Schb5a mice (Fig. 7) and suppressed ventricular early afterdepolarizations (data

not shown).
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Discussion

We have generated a knock-in mouse model carrying the delQKP1510-1512 mutation on Scnba gene, a
mutation equivalent to the SCN5A-delQKP1507-1509 mutation identified in LQT3 patients. Phenotypic
characterization of this model shows that it recapitulates the clinical traits of the patients, i.e. prolonged
ventricular repolarization, conduction disorders, ventricular arrhythmias, DCM and a high incidence of
premature death. In addition, our study shows that the mutation-induced impairment of Nav1.5 function,
i.e. the persistence of a late Na" current during the action potential, is associated with a secondary
remodeling of Ca*" handling proteins. Finally, we show that ranolazine, an inhibitor of the late Na

current, normalizes QT interval of Scnbat AP

mice and suppresses arrhythmias.

The SCN5A-delQKP1507—1509 mutation has been identified in two families. In the first one’, the variant
induced a QT prolongation associated with bradycardia and a prolongation of the PR interval to borderline
values but no arrhythmias. In this family, structural heart disease was also excluded by echocardiography.
In the second family®, the phenotype was much more severe with marked QT prolongation, conduction
disorders, torsades de pointes, ventricular fibrillation and a high incidence of youth sudden cardiac death.
In addition, 2/4 mutation carriers were diagnosed with DCM. Our study shows that the mouse model
carrying the equivalent mutation exhibits a phenotype resembling closely to the phenotype of this second
family. Indeed, Scnb5a**¥" mice show very early a marked prolongation of ventricular repolarization
which is associated with either 2:1 atrio-ventricular block or numerous ventricular premature beats and/or
episodes of ventricular polymorphic tachycardia in a large majority of mice. In addition, this model is

+/AQKP mice

characterized by DCM and high youth mortality. The incidence of tachyarrhythmias in Scnba
could be the reason for the high incidence of premature death. Recording of one event of ventricular

fibrillation leading to the death of a mouse during ECG acquisition supports this hypothesis. Alternatively,

cardiac failure cannot be excluded as the mechanism of death.
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Several LQT3 mouse models have already been developed. A high incidence of cardiac arrhythmias and
death has also been observed in a transgenic mouse model with cardiac selective expression of the
N1325S mutant form of human SCN5A."> In this model, polymorphic ventricular tachycardia and
ventricular fibrillation were clearly shown to induce sudden cardiac death. However, arrhythmias occurred
in much older mice than in our model. Knock-in mice carrying the Scn5a-delKPQ1507-1509 mutation
(equivalent to the human "historical” delKPQ1505-1507 mutation) also showed spontaneous episodes of
ventricular tachycardia, mainly when conscious, but only a very small fraction (6/275) of these mice died
suddenly, and at the age of 3 to 6 months.”> Death was attributed to fatal arrhythmias but this was not

+/AQKP - o
KP mice exhibit a severe

documented. Thus, in contrast to previous LQT3 mouse models, Scnba
phenotype characterized by a high incidence of arrhythmias and premature death before adulthood in

correlation with what has been reported in patients.

The electrophysiological study of cardiomyocytes confirms that the mutation induces a persistent Na™ as
previously described for the delQKP1507-1509 mutation on human SCNSA gene. Indeed, in a
heterologous expression system, Keller et al. showed that this mutation induced a persistent residual Na"
current that was about 2% of the maximum current magnitude measured at -30 mV and nearly completely
blocked by the Na" channel blockers, tetrodotoxin and lidocaine.” These findings were additionally
associated with a 12-mV shift of steady-state activation curve towards positive voltages and a faster
recovery from inactivation.” As also observed in other LQT3 mouse models, the persistent current is

JAQKP . -
*/AQKP mice. Evidence

responsible for AP, which could potentially increase the risk of arrhythmias in Scnba
for this increased vulnerability was shown in ventricular preparations with the development of EADs, a

likely trigger of arrhythmias. This is consistent with other SCN5A mutations involved in LQT3.>'*"

Scn5a™* P mice exhibit signs of DCM, as previously observed in Nj3;5S mice,8 but not in AKPQ mice."
Indeed, right ventricular dilation is obvious on cardiac histological sections and the presence of right

ventricular failure is further supported by histological signs of congestive liver."” Moreover, Scnsa™¥"
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also display symptoms indicative of congestive heart failure: their atria frequently contained organized
thrombi'® and they showed increased lung weight, which has been reported as a sign of heart failure in
Ni325S mice.® But the two models also exhibit differences. For instance, N1325S mice are characterized by
a marked cardiac fibrosis, which was not observed in our model. Moreover, the age of development of the
structural disease is much higher in N1325S mice. These differences suggest that the structural disease is
the two models might involve different pathophysiological mechanisms.

Indeed, SCNSA mutations associated with the development of cardiac structural anomalies such as fibrosis
or DCM in humans do not show a common profile of Nav1.5 biophysical properties alterations and DCM
is weakly correlated with electrical disorders. Some SCNSA mutations associated with DCM lead to a
reduction of Nav1.5 membrane expression and severe reduction in Na" peak current'’ while others lead to
mild reduction of the current, such as the D1275N mutation’”?! for which a mouse model was established
and confirmed the association of the mutation and DCM, although its pathophysiological mechanism was
not established.” Among those, the R219H mutation does not modify the Na" peak current but induces the
occurrence of a leak proton current.”> Finally, a third group of mutations lead to an increased Na' late
current, such as the delQKP1507-1509, which is the subject of the present paper.

In a context of prolonged ventricular repolarization, structural remodeling might be secondary to altered
Ca” homeostasis. Increased late Na* current, by reducing the forward mode of Na'/Ca®'-exchanger
(NCX1), may result in an elevation of intracellular Ca®" concentration.” In Scn5a*¥" mice, Ca®"
homeostasis might be further altered because of a reduced capacity of Ca>" pumping into the sarcoplasmic
reticulum. Indeed, our results suggest that SERCA2 activity could be reduced because phospholamban
global expression is increased while the level of CaMKII-dependent Thrl7 phosphorylation of
phospholamban is decreased.” This latter result is consistent with the decreased expression of CaMKII
phosphorylated form, which represents the active form of CaMKII. Another consequence of a reduced
SERCA2 activity could be an increase in inward NCX1 current during post-contraction relaxation,
favoring membrane depolarization and arrhythmias. This could be further enhanced in a context of

+/AQKP

increased NCX1 expression, as observed in the right ventricle of Scnba mice. Taken together, these
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*AQKP mice but this needs to be

results suggest that intracellular Ca®* homeostasis could be altered in Scnba
confirmed functionally.
In addition to CaMKII, calcineurin, another protein involved in Ca*"-regulated signalization pathways

. . . . JAQKP
exhibits a decreased ventricular expression in Scnba’ @

mice. This was unexpected since calcineurin
should be increased when CaMKII activation is decreased”® and because activation of calcineurin-NFAT
pathway has been shown to favor cardiac hypertrophy and failure.”” The common activator of CaMKII
and calcineurin is the Ca*’-calmodulin complex.™ Calmodulin is known to be linked to Navl.5 by
interacting with its DIII-DIV intracellular loop.”” A recent study indicated that QKP amino acids are
located in the interaction domain of calmodulin with Nav1.5.*® Therefore, the QKP deletion could alter
calmodulin binding to Navl.5 resulting in defective Ca’" signaling pathways. Investigating if the link
between calmodulin and Navl.5 DIII-DIV linker is affected, and whether this contributes to DCM
development represents an interesting follow-up of the present study.

Alternatively, structural remodeling could result from cytoskeletal perturbation secondary to anomalies of
interactions between Nav1.5 and cytoskeletal proteins. Indeed, 1507-1509 QKP amino acids are located
near a-actinin-2 interaction site of Nav1.5.' Mutations in a-actinin-2 have been previously shown to
induce both hypertrophic cardiomyopathy and ventricular arrhythmias.” It seems therefore interesting to
investigate whether interactions between a-actinin-2 and Navl.5 are affected, and if so, how this can
affect cardiomyocyte cytoskeletal ultrastructure.

Finally, although this does not preclude previous hypotheses, we cannot exclude the potential contribution

+/AQKP mice, as shown

of incessant tachyarrhythmias to the development of contractile dysfunction in Scnba
recently shown for the SCN5A-R222Q mutation by our group. > One way to verify this hypothesis would

be to chronically suppress arrhythmias without affecting QT interval prolongation. This could be achieved

with ajmaline or flecainide.

In addition to its antianginal action, ranolazine is a late Na' current inhibitor known to reduce QTc

interval, suppress EADs and torsades de pointes.** Our study shows that acute ranolazine shortens QTc
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+/AQKP

and normalizes heart thythm of Scnba mice. In contrast to other Nav1.5 blockers, ranolazine does

not affect QRS duration in Scn5a*A¥*

mice. Similarly, Moss ef al. showed that ranolazine shortens QTc
interval and improves diastolic dysfunction in LQT3 patients, without affecting ventricular conduction.”
One other target of ranolazine is myocardial function. Ranolazine was shown to improve diastolic function
through a modulation of myofilament activity *°. Whether chronic treatment with ranolazine in our model
could prevent remodeling of calcium-handling proteins and cardiac insufficiency, directly or indirectly
through a normalization of repolarization, remains to be investigated. Such study could also confirm or
refute our hypothesis of altered Nav1.5-cytoskeletal proteins interaction as the mechanism of DCM. The
main advantages of our model are the severity and the rapid onset of the disease which should facilitate

pharmacological investigations not only for deciphering the pathophysiological mechanisms of SCN5A-

related DCM, but also for screening preclinically new antiarrhythmic drugs or late Na' current inhibitors.

To conclude, Scn5a*A%F

mice recapitulate a large part of the diverse clinical phenotype of patients
carrying the human equivalent mutation, including QT prolongation, ventricular arrhythmias and DCM.

This mouse model constitutes a useful tool for future studies addressing as yet unanswered questions, such

as the link between Nav1.5 and DCM, or for preclinical screening of late Na™ current inhibitors.
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Figure legends

Figure 1: Ventricular arrhythmias and long QT interval in Scn5a"4%?

mice. A. Representative lead |
ECGs from 3-week-old Scn5a™* (+/+), Scnsa™ P (+/+ Flp), Scn5a*™™® (+/Neo) and Scn5a*”¥*
(+/AQKP) mice. Scale bar, 100 ms. B. Mean values for QTc (*** P< 0.001 versus Scn5a+/+) and QRS (*
P<0.05, *** P<(.001 versus +/+; Bonferroni post-test) intervals measured from surface ECGs recorded
in 142 +/+, 120 +/+ Flp, 114 +/Neo and 22 +/AQKP mice. C. Top. Representative 2:1 atrio-ventricular
block (AVB) recorded in a Scnba*”¥* mouse. Bottom. Incidence of AVB in +/AQKP mice compared to
other mice (P< 0.001 versus all other groups, Fisher’s exact test). Scale bar, 100 ms D. Top.

+/AQKP .
AP mouse. Bottom. Incidence of

Representative episodes of ventricular tachycardia recorded in a Scnba
premature ventricular beats and/or tachycardia (PVB) in +/AQKP mice compared to other mice (P< 0.001
versus all other groups). Scale bar, 100 ms. E. Episode of ventricular fibrillation recorded in a 4-week-old

Scn5a™ 2P mouse. Scale bar, 500 ms.

AP mice. A. Top. Heart weight

Figure 2: Congestive heart failure and premature mortality in Scn5a
(mg) / tibia length (mm) ratio (HW / TL) in Sen5a*”* (+/+; n = 11), Scnba™* P (+/+ Flp; n = 8), Scnba™™®
(+/Neo; n = 6) and Scnba™¥® (+/AQKP; n = 13) mice. *** P< 0.001 versus all other groups (Kruskal-
Wallis test). Bottom. Representative histological sections of Scn5a™t and Scnba™ P hearts show
increased right ventricular cavity and organized thrombi in the left atrium of the Sen5a**¥" mouse. The
arrow indicates an organized thrombus. Scale bar, 1 mm. B. Top. Lung weight (mg) / tibia length (mm)
ratio (LW / TL) in +/+ (n = 11), +/+ Flp (n = 8), +/Neo (n = 6) and +/AQKP (n = 13) mice. * P< (.05, *¥**
P<0.001 (Kruskal-Wallis test). Bottom. Representative histological sections of Scnba™* and Scn5a***

+/+

lungs do not show any differences. Scale bar, 100 pm. C. Representative histological sections of Scnba

+/AQKP

and Scn5a™ ¥ F livers show chronic congestion in Scnba mice with blood stasis in capillary vessels.

Scale bar, 100 um. D. Survival curves show a significant increase in premature mortality in Scnba AP
mice (n = 17) compared to all other groups (Scnfa™, n = 16; Sensa™ 7P, n = 12; Senba™"®, n = 18; **x*

P<0.001; Log-rank test).
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Figure 3: Scn5a™*¥* mice exhibit prolonged action potentials. A. Representative ventricular action
potentials (AP) from 4-week-old Scn5a™* and Scnb5a*”¥* mice recorded at a pacing cycle length of 200

+/+

ms. B. Mean values of resting membrane potential (RMP) and AP amplitude (APA) in Scnba™ (white
bars; n = 8) and Scn5a*AAP (black bars; n = 6) ventricular preparations. C. Mean values of ventricular AP
duration at 30% (APDj,), 50%(APDs), 70%(APDs,) and 90% (APDs,) of full repolarization in Sen5a*”*
and Scn5a" ¥ mice. D. Representative atrial APs from 4-week-old Sen5a** and Sen5a* P mice
recorded at a pacing cycle length of 200 ms. E. Mean values of RMP and APA in Scn5a* (n=9) and
Scnbat AP (n = 6) atrial preparations. F. Mean values of APDsy, APDsy, APD7 and APDy,. G. Left.
Example of early afterdepolarizations (EAD) observed in ventricular preparations from Scn5a™*% mice.
Right. Number of Scn5a*”* (0/10) and Sen5a™ ¥ (9/17) mice exhibiting EADS (in black) . * P< 0.05, **

P< 0.01, *** P< 0.001 versus Scn5a™* (Mann-Whitney test for panels B-F and Fisher's exact test for

panel G).

+/AQKP

Figure 4: Persistent sodium current in Scn5a cardiomyocytes. A. Examples of persistent inward
current measurements in Sen5a*’* (+/+) and Scnba™ P (+/AQKP), cardiomyocytes using a descending

voltage ramp protocol. B, Persistent inward current traces obtained by subtraction of the current before

and after application of 30 uMol/L tetrodotoxin (TTX).

Figure 5: Scn5a””%" mice exhibit protein expression remodeling. Relative expression of (A)
sarcolemmal Na/Ca exchanger 1 (NCX1), (B) -calcium-calmodulin kinase II (CaMKII) in its
unphosphorylated and phosphorylated form and (C) calcineurin (CaN) versus glyceraldehyde-3-phosphate
deshydrogenase (GAPDH) in right and left ventricles from Scn5a*’ (+/+), Scn5a+/+-Flp (+/+ Flp),
Scnb5a* N (+/Neo) and Scnb5a* AP (+/AQKP) mice. Top panels show representative western blots.
Bottom panels show mean values in control (CTL, i.e. Sen5a™* and Scnba™*-Flp, which did not differ)
and +/AQKP mice. Respective numbers of experiments are given within parentheses. ** P< 0.01 versus

CTL (Mann-Whitney test).
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Figure 6: Scn5a*2%" mice exhibit expression remodeling of sarcoplasmic calcium handling proteins.
Relative expression of (A) sarcoplasmic endoplasmic reticular calcium ATPase 2 (SERCA2), (B)
phospholamban (PLB) in its unphosphorylated and p(Thr17) phosphorylated forms and (C) ryanodine
receptor 2 (RyR2) versus glyceraldehyde-3-phosphate deshydrogenase (GAPDH) in right and left
ventricle from Scn5a™ (+/+), Scnba™*-Flp (+/+ Flp), Sn5a™”™® (+/Neo) and Scn5a™ P (+/AQKP)
mice. Top panels show representative western blots. Bottom panels show mean values in control (CTL,
i.e. Snba™ and Scn5a™*-Flp, which did not differ) and +/AQKP mice. Respective numbers of

experiments are given within parentheses. *P< 0.05, ** P< 0.01 versus CTL (Mann-Whitney test).

Figure 7: Ranolazine treatment shorten action potentials and normalizes ECG of Scn5a™*¥* mice.

Representative examples of right ventricular (A) and left atrial (B) action potentials in Scn5a”*®*"

mice at
a pacing cycle length of 200 ms before (baseline) and after 10 min superfusion of Ranolazine (10
uMol/L). C. Representative lead I ECG at baseline and during ranolazine treatment (IP, 30 mg/kg). Scale

+/AQKP

bar, 1 s. D. Mean values of QTc¢ interval and QRS complex duration in Scnba mice (n = 14) at

baseline and during ranolazine treatment. *** P< (0.001 versusbaseline (Wilcoxon test).
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569  Table1: ECG parameters of Scn5a"¥* mice

Scn5a™* Scn5a*"*-Flp Scn5a*™® Scn5a*" "
(n=142) (n=120) (n=114) (n=22)
RR (ms) 130.5+1.4 125.2+1.0 1346 +£1.2 1342 +£3.2
P wave (ms) 12.1+0.1 11.6+0.2 125403 12.8+0.4
PR (ms) 33.4+0.3 34.1+0.3 36.8 £ (.3 **x* 353+0.7
QRS (ms) 11.5+0.1 11.1+0.2 13.7 + 0.7 #** 143 +0.6 *
QT (ms) 47.7 + 0.4 46.0 + 0.7 52.8 4+ 0.9 ** 73.8 £ 2.7 ***
QTc (ms) 41.8+0.3 41.1+£0.6 45.6 £ 0.7 *** 63.6 £ 1.9 ***

* P<0.05 vs. Scnba™’; #** P<0.001 vs. Scnsa™"; Kruskal-Wallis test, Dunns post-test.

570
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Scn5a*2P mice: new model for long QT syndrome type 3 associated with

cardiac dysfunction and early mortality

Jérome Montnach, Franck Chizelle, Nadjet Belbachir, Agnés Carcouet, Isabelle Baro, Flavien Charpentier

Online data supplement

Supplemental figure legends

Supplemental figure 1: A. Scheme of the different alleles of the Scnba locus. For selection of
homologously recombined ES cells, an FRT-flanked neomycin resistance cassette (green) was used. After
Flp mediated recombination (delNeo, lower panel), the neomycin resistance cassette was excised, leaving
a single FRT site upstream of exon 26. The primer binding sites used for genotyping are indicated in
black, and the resulting PCR products in light blue bars. B. PCR screening of Scn5a™, Scn5a”® and
Scn5a™ " mice. C. Mean values of body weight of 3-week-old Scn5a™ (n=113), Scn5a**-Flp
(n=92), Scn5a”"® (n=85) and Scn5a™¥* (n=72) mice. ** P< 0.01 versus Scn5a*’‘mice, 1-way

ANOVA.

Supplemental figure 2: Expression of Nav1.5. Relative expression of Nav1.5 versus glyceraldehyde-3-
phosphate deshydrogenase (GAPDH) in right and left ventricle from Scnb5a*t (+/+; n=5), Scnbatt AP (++
Flp; n=5), Scn5a*™® (+/Neo; n=4) and Scn5a**¥" (+/AQKP; n=4) mice. ** P< 0.01 versus Scn5a*’* mice,

Kruskal-Wallis test.

+/+

Supplemental figure 3: Ranolazine effects in Scn5a™" mice. Mean values of ECG parameters in

Scn5a*"* mice at baseline and 10 min after Ranolazine injection (IP, 30 mg/kg, n=11).

+/+

Supplemental figure 4: Flecainide (A) and Ajmaline (B) effectsin Scn5a”" mice. Mean values of ECG

parameters in Scn5a*”’* mice at baseline and during Flecainide (IP, 20 mg/kg, n=5) or Ajmaline treatment
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(IP, 30 mg/kg, n=5).* P<0.05, ** P<0.001 versusbaseline (Wilcoxon test).

Supplemental figure 5: Comparison of protein remodeling in the right (A) and left (B) ventricle in

controls groups mice.

Supplemental figure 6: Echographic follow of Scn5a

number (A) and proportion (B).
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Supplemental table 1: Action potential parameters of Scn5a*“%* mice

Right ventricle Left atrium

Scn5a™” (n=8) Scnba AAKP (n=6) Scn5a™ (n=9)  Scn5a”2*" (n=6)

RMP(mV)  -732+209 643+ 14% 76123  -682+18%
AMP (mV)  954+25 T34+ 4.6 ** 903+3.1  812+45
dV/dtmax (V/S) 158.8+8.5 1427435 190.9+16.4 183.2+16.5
APDy(ms)  3.4+06 7.9+1.3% 2.7+0.5 7.0+ 1.8 *
APDs, (ms)  6.0+0.9 23.0 £ 4.9 ** 52407 158449 *
APD;(ms)  14.1+26 68.0 & 9.4 115423  33.6+7.3 %
APDg (ms)  33.7+4.6 126.5 + 11.0 *** 23.5+44  53.7+6.0**

* P<0.05 vs. Scnba™"; #* P<0.01 vs. Scnba™™; #** P<0.001 vs. Scnba™"; Mann Whitney test.
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3 RESULTATS COMPLEMENTAIRES

Au vu de la présence du courant sodique persistant dans les cardiomyoyctes isolés a partir des caeur de
. /AQKP : o] \ . . .
souris  ScnSa”*¥F, nous avons entrepris de vérifier dans ce modéle murin si nous retrouvions les

mémes différences biophysiques que celles montrées dans les cellules HEK293 (Keller et al., 2003).
Méthodes.

Des expériences de patch-clamp en configuration cellule entiére ont été menées sur des cardiomyocytes
ventriculaires issus de souris ScnSa™" et Scn5a” . Pour I"analyse de la densité de courant sodique et
des paramétre d“activation, les cardiomyocytes ont été perfusés par une solution contenant (en mMol/L)
10 NaCl, 139 CsCl, 2,5 CoCl,, 2 MgCl,, 5 glucose, 10 HEPES, et 20 mannitol; pH 7.4 (CsOH). Pour
I“analyse des paramétre d“inactivation, les cardiomyocytes ont été perfusés par une solution contenant
(en mMol/L) 140 NaCl, 5 CsCl, 2,5 CoCl,, 2 MgCl,, 5 glucose, 10 HEPES, and 20 mannitol; pH 7.4
(CsOH). Les pipettes utilisées étaient des pipettes de verre borosilicate (Sutter Instrument) d“une
résistance comprise entre 1,8 et 2,5 MQ, remplies avec une solution contenant (en mMol/L) 50 CsCl, 1

CaCl,, 5 Na,-pyruvate, 3.0 MgCl,, 2.5 Na,ATP, 2.5 CoCl,, 45 acide gluconique, 10 EGTA, 10 HEPES;
pH 7.2 (CsOH).

Les propriétés biophysiques ont été caractérisées a 1“aide d“un protocole de stimulation comprenant une
série de sauts de potentiels de 500 ms variant de -120 mV a +40 mV par incréments de 5 mV,
permettant d“analyser les paramétres d“activation, chaque saut de potentiel étant suivi d'un second de
20 ms a une valeur fixe de -20 mV, afin de mesurer les parametres d“inactivation du canal sodique. Le
potentiel de maintien de la cellule au repos était de -120 mV. La densité de courant a été calculée en
divisant le courant enregistré par la capacitance membranaire de la cellule (Cm). Les courbes
d“activation et d“inactivation ont été ajustées et analysées avec une équation de Boltzmann :

-1

(V—Vl/z)
y=(1+exp k

ou Vi, est le potentiel de demi-activation (ou de demi-inactivation) et k le facteur de pente. Les

cinétiques d“inactivation ont été analysées suivant une équation bi-exponentielle :
y=y0+ A1 (1 — expC™) + 4,(1 — exp-t/72))

ou A; et A, sont les fractions rapide et lente de la cinétique d‘inactivation et t; et 1, les constantes de

temps des cinétiques rapide et lente d“inactivation.
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Résultats.

Les résulats préliminaires ne montrent pas de réduction majeure de la densité du courant sodique au pic

. . . AQKP
dans les cardiomyocytes issus de souris Scn5a™*?

souris ScnSa™ (-43,2 + 2.4 pA/pF, n=3, versus -54,7 £ 6,2 pA/pF, n=5) (Figure 53 A-B). Les

par rapport a celle des cardiomyocytes issus de

. . AQKP
cardiomyocytes des souris Scn5a”*?

présentent un décalage vers des potentiels négatifs de la courbe
d“activation par rapport a celle des souris SenSa™ (Vi =-59,8 £ 3,7 mV, n=5, versus -49,8 £ 2,2 mV,
n=5, P=0,03 Mann-Whitney). Le facteur de pente k, qui refléte la sensibilit¢é de 1“activation aux
variations de potentiel, n“est pas affecté. Concernant les paramétres d“inactivation du canal sodique, les

. . AQKP
cardiomyocytes des souris Scn5a"*?

présentent un décalage significatif vers des potentiels positifs de
la courbe d“inactivation par rapport a celle des cardiomyocytes de souris ScnSa™" (Vi = -61,4 £ 1,7
mV n=6 versus -70,2 £ 1,5 mV n=6, P<0,01 Mann-Whitney) (Figure 53 C). Le facteur de pente
d“inactivation k est significativement diminué dans les cardiomyocytes des souris ScnSa™ % (5,7+ 0,7
n=6 versus 8,8 £ 0,7 n=6, P<0,05 Mann-Whitney) (Figure 53 D). Les constantes d“inactivation rapide T,
et lente 1, ne semblent pas &tre altérées par la mutation AQKP sur le canal Nav1.5 (Figure 53E). Aucune
différence n'a été observée lors des protocoles de levée dinactivation entre les cardiomyocytes
contrbles et porteurs de la mutation AQKP. La mesure du courant persistant lors d“un saut unique de
potentiel comme étant le courant TTX-S montre une augmentation significative du courant persistant
+/AQKP

dans les cardiomyocytes issus des souris Scnja

54).

comparés a ceux issus des souris sauvages (Figure

Bien que ces résultats ne soient que préliminaires, ils suggérent que la mutation AQKP du canal Nav1.5
induise un décalage vers des potentiels plus positifs de la courbe d“inactivation et un décalage vers des
potentiels plus négatifs de la courbe d“activation. Ces résultats sont en contradiction avec ceux obtenus
par Keller et ses collaborateurs (Keller et al., 2003) lors de 1“¢tude de cette mutation dans des cellules
tsA201. Ils avaient certes montré un décalage vers des potentiels négatifs de la courbe d*“activation, mais
n'avaient pas observé d'effet de la mutation sur la dépendance au potentiel de I“inactivation du canal.
Cette différence de modification des propriétés biophysiques du canal sodique doit étre confirmée mais
1“obtention de résultats contradictoires entre les modéles de réexpression et les cardiomyocytes a déja
été retrouvée lors de 1“¢tude d“autres mutations. Parmi celles-ci, la mutation D1275N ne présentait
aucun effet dans les modéles de réexpression alors que des effets nets sur la densité¢ du courant sodique
et son inactivation ont été vus dans des cardiomyocytes (Watanabe et al., 2011). De la méme manicre,
I“¢tude de la mutation 1795insD a nécessité 1“utilisation de trois modéles pour comprendre 1“explication
du phénotype associ¢ (Remme et al., 2006). Au vu des résultats obtenus sur le modéle murin et au vu de
la position de la mutation AQKP dans la boucle reliant les domaines DIII et DIV de Navl1.5, 1“effet sur

la dépendance au potentiel du canal semble cohérent et en faveur du phénotype arythmogene observé.
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40 my

20 mv

120 my

——
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Figure 53 : Propriétés du courant sodique dans des cardiomyocytes issus de souris Scn5a T A Exemples

de courants sodiques enregistrés dans des cardiomyocytes controles Scn5a™" (gauche) et Sen5a™*%® (droite). B.
Densité du courant sodique en fonction du potentiel dans les cardiomyocytes de souris Scnsa™" (noir, n=5) et
Sen5a” P (rouge, n=5). C. Dépendance au potentiel de I“activation du courant sodique dans les cardiomyocytes
de souris Scn5a™" (noir, n=5) et Scn5a™ ¥ (rouge, n=5). D. Dépendance au potentiel de 1“inactivation du courant
sodique dans les cardiomyocytes de souris Scn5a™" (noir, n=6) et Scn5a™ ¥’ (rouge, n=6). E. Dépendance au
potentiel de la constante d“inactivation lente du courant sodique dans les cardiomyocytes de souris Scn5a™" (noir,

n=10) et Scn5a"* " (rouge, n=5).
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TTXE TTXE

Control@ Control®

Figure 54 : Courant sodique persistant dans des cardiomyocytes issus de souris Scn5a™ ", Haut : Exemples

de courants sodiques enregistrés dans des cardiomyocytes controles Scnsa™* (gauche) et Sen5a"* %" (droite) avec
et sans TTX (30 pM). Bas: Courant sodique persistant normalisé par rapport au courant au pic dans les
cardiomyocytes de souris Scn5a™™ (blanc, n=4) et Scn5a P (rouge, n=4), * P <0,05.
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Discussion générale

L« activité électrique des tissus excitables est controlée par le passage d“ions de part et d“autre de la
membrane plasmique au travers de canaux ioniques. Parmi les canaux ioniques essentiels a [“activité
¢lectrique cardiaque, le canal sodique Navl.5, codé par le géne SCN5A4, est responsable de la genése et
de la propagation de 1“influx électrique cardiaque. Au cours de ces dernicéres années, de nombreuses
mutations sur le géne SCN5A4 ont été associées a diverses pathologies cardiaques. Fonctionnellement,
ces mutations peuvent étre regroupées en deux groupes, celles qui induisent une perte de fonction du
canal et celles qui induisent un gain de fonction. Ainsi, les mutations dites « perte de fonction » ont été
reliées au syndrome de Brugada et aux troubles progressifs de la conduction cardiaque alors que celles
dites « gain de fonction » ont été reliées au syndrome du QT long de type 3. Le canal sodique Navl.5 a
fait I“objet de nombreuses études autant in vitro que in vivo qui ont conduit a une meilleure
compréhension du fonctionnement et surtout des dysfonctionnements de ce canal. Ces études ont aussi
fait émerger 1“idée selon laquelle Navl.5 n“est pas un canal isolé dans la membrane plasmique. La
notion de complexe macromoléculaire prend ici tout son sens, avec ses sous-unités et protéines

régulatrices mais aussi avec d“autres protéines interagissant avec le canal sodique.

Dans ce contexte, [“objectif de ma these a ét¢ de comprendre les mécanismes physiopathologiques qui
relient le canal sodique Nav1.5 aux troubles du rythme cardiaque en lien avec des modifications de la
structure cardiaque. Dans une premiére partie je me suis intéressé¢ au remodelage myocardique chez les
souris ScnSa™" a 1%origine de la fibrose cardiaque. Dans un second temps, je me suis intéressé a la

+/AQKP

caractérisation de la souris Scnda comme nouveau modele de syndrome du QT long de type 3.

1 LE MODELE MURIN SCN54""

Notre premiére étude basée sur la compréhension des mécanismes fibrotiques liés a la perte de fonction
du canal sodique montre le réle central de la présence du canal a la membrane plasmique plutét que du
courant sodique dans la genése des processus fibrotiques. Les premicres études visant a caractériser le
modéle ScnSa™ ont permis de montrer que les souris invalidées a 1"état hétérozygote pour ScnSa
développaient une fibrose focale a un age avancé (plus de 80 semaines) alors que les troubles de la
conduction étaient visibles dés dix semaines (Royer, 2005; van Veen, 2005). Au cours de notre étude,
nous avons pu montrer que le processus fibrotique débutait deés 45 semaines et qu‘il était associé avec
I“activation de la voie du TGF-P. La voie du TGF-§ est connue pour étre pro-fibrotique au travers de
I“activation des fibroblastes et de la synthése de collagene (Bhattacharyya et al., 2009; Carthy et al.,
2011). Le TGF-B a été récemment montré comme un régulateur du courant sodique en augmentant sa
densité (Kaur et al., 2013). L activation de cette voie de signalisation pourrait alors palier a la réduction
de densité de courant observée dans le modéle Scn5a™ (Leoni et al., 2010) et ainsi réduire les troubles

de la conduction associés. Cependant les troubles de la conduction s“aggravent avec 1“4ge et il semble
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que cette régulation du courant sodique par le TGF-B soit minime vis-a-vis de son effet sur le processus

fibrotique.

La voie du TGF-p a précédemment été mise en évidence dans le modéle ScnSa™ au niveau du nceud
sinusal. La proportion de fibroblastes chez les souris mutées était supérieure a celle observée chez les
souris contrdles (Hao et al., 2011). Cette étude pointe le réle du canal sodique Navl.5 dans la
prolifération directe ou indirecte des fibroblastes. La premiere preuve de la présence du canal sodique
Navl1.5 dans des fibroblastes issus d“une lignée auriculaire a été apportée par Li et ses collaborateurs (Li
et al., 2009). De manicre contradictoire, une étude plus récente montre au niveau de fibroblastes atriaux
humains que I“expression de Navl.5 est négligeable. Elle semble augmenter au cours de leur
différenciation en myofibroblastes (Chatelier et al., 2012). Au sein de 1“équipe, nous avons montré
(données non publiées) que 1“expression de Navl.5 diminuait au cours de la prolifération et de la
différenciation des fibroblastes ventriculaires dans le modéle murin Scn5a™". En paralléle, nous avons
aussi pu montrer que certains marqueurs fibrotiques tels que les facteurs SPARC et CTGF étaient
augmentés chez les souris ScnSa™” comparées aux sauvages. Bien que 1“expression de Nav1.5 au sein
des fibroblastes soit encore discutée, cela ouvre la voie a un role des canaux sodiques dans les
fibroblastes cardiaques, qu‘ils soient quiescents ou actifs. Une différence majeure entre ces deux
hypothéses réside dans 1“origine des fibroblastes cardiaques. En raison des contraintes mécaniques, le
profil transcriptomique des fibroblastes atriaux pourrait étre différent de celui des fibroblastes
ventriculaires. En raison du potentiel de repos trés dépolarisé des fibroblastes, le canal sodique n“aurait
pas ici un role de canal ionique au sens strict du terme. Cependant, il semble que le courant de fenétre
sodique soit plus important dans les fibroblastes que dans les cardiomyocytes (Chatelier et al., 2012) et
que la fenétre de potentiel de ce courant corresponde au potentiel de repos de fibroblastes. Au sein du
myocarde, les fibroblastes sont des mechanosenseurs (Kamkin et al., 2005) et le canal sodique au travers
de 1“interaction de ses segments S4 avec les lipides membranaires pourrait participer a ce processus
(Beyder et al., 2010) et ainsi augmenter sa fenétre de sensibilit¢ au potentiel. Une trés faible
augmentation du courant de fenétre ayant été montrée comme pouvant avoir des conséquences
arythmiques importantes au sein des cardiomyocytes (Huang et al., 2011). Ainsi, une entrée massive de
sodium associée avec un étirement des fibroblastes pourrait générer foyers arythmiques et induire des
circuits de réentrées si ces fibroblastes sont couplés avec les cardiomyocytes. En tant que
mechanosenseur, le canal sodique pourrait étre aussi un acteur important du couplage étirement-
transcription au sein du myocarde en participant possiblement a la transcription de facteurs pro-

fibrotiques (Chiquet et al., 2009).

Nous avons aussi montré une augmentation de 1“expression de la Cx43 chez les souris ScnSa™ jusqu'a
1“age de 30 semaines soit avant que le processus fibrotique ne se mette en place. Chez les souris Scna™”
de plus de 45 semaines, lorsque le processus fibrotique est enclenché, cette augmentation de la Cx43

n“est plus présente. De plus, nous avons montré que, de maniere physiologique, [“expression de la Cx43
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diminue drastiquement chez les souris sauvages a cet age. Cette réduction de 1“expression de la Cx43 a
¢été retrouvée dans un autre modeéle murin d“hypertrophie induite par la calcineurine (Fontes et al.,
2014). Les études immunohistochimiques nous ont permis de montrer qu“en dépit de 1“augmentation de
I“expression de la Cx43 chez les souris Scn5a™, celle-ci ne pouvait pas s‘organiser en plaques
fonctionnelles. Nous avons montré que les plaques de connexine 43 étaient plus petites et donc plus
nombreuses. Ces observations conduisent a penser que le canal sodique organise et/ou stabilise
I“assemblage de la Cx43. Des travaux récents montrent en effet que Nav1.5 interagit avec la Cx43 située
au niveau du perinexus (Rhett et al., 2012). Le canal Nav1.5 pourrait alors avoir un réle facilitateur dans
I“accumulation de la Cx43 dans les plaques fonctionnelles. Comme le suggerent les résultats de notre
¢tude, une perte du canal sodique empécherait la formation de ces plaques de Cx43 malgré une
augmentation de son expression. La Cx43 libre étant augmentée, celle-ci pourrait permettre une
communication entre les cardiomyocytes et les myo/fibroblastes adjacents. En effet, “expression de la
Cx43 augmente au sein des myofibroblastes atriaux au cours des processus fibrotiques. En perspective
de ce travail, 1“¢tude de l“interaction entre les cardiomyocytes et les fibroblastes ou les myofibroblastes
pourrait apporter des informations quant au role pathologique de la Cx43 dans la physiopathologie des
troubles progressifs de la conduction. Le Rotigaptide est un peptide anti-arythmique qui a pour effets
d“augmenter [“expression de la Cx43 a la membrane des cardiomyocytes et de prévenir le découplage de
la Cx43 (Kjelbye et al., 2008; Lin et al., 2008). Si I*hypotheése de la corrélation entre la chute
d“expression de la Cx43 et la mise en place du processus fibrotique s“avere exacte, le traitement des
souris Scn5a"” avec cette molécule de maniére chronique pourrait étre une voie thérapeutique

intéressante.

L*nfluence du fond génétique est aujourd“hui reconnue comme étant un acteur majeur de la diversité
phénotypique observée au sein d“une méme étude et entre différentes études. L*étude des souris Scnda™”
décrite ici a été faite sur un fond génétique stable 129Sv/P2. Cette souche de souris n‘est pas la
principale souche utilisée pour les modele murins en cardiologie (Barnabei et al., 2010) mais posséde un
avantage majeur pour I“€tude des troubles progressifs de la conduction cardiaque en comparaison avec
les souris C57b16/] couramment utilisées. En effet, de maniére physiologique et comme cela est retrouvé
chez 1"Homme, la durée du complexe QRS de ces souris est assez variable d“aprés les données du

Jackson Lab (http:/phenome.jax.org/). A I“inverse, les souris qui sont sur un fond génétique C57bl6/]

ont de manicre physiologique une durée de complexe QRS plus court et moins variable entre les
animaux. Des résultats préliminaires de 1“équipe confirment ces données de la littérature. Dés le premier
croisement entre le fond 129Sv/P2 et un fond C57BI16, 1"hétérogénéité de durée du complexe QRS est
perdue et un seul phénotype de souris Scn5a™ est observé. Ce phénotype correspond a celui des souris
présentant 1“¢largissement du QRS le moins marqué sur le fond 129Sv/P2. Le décours de la pathologie
est trés différent, ces souris ne présentant pas les signes de remodelages observés sur le fond 129Sv/P2.
Cette différence de phénotype entre deux souches a été observé dans la littérature pour la mutation

1798insD du gene ScnSa. Bien que possédant la méme mutation 1798insD, les souris sur fond 129P2 et
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FVB/N ne présentent pas la méme sévérité de leurs troubles de la conduction cardiaque (Remme et al.,
2009a). Des études de transcriptomique et de génétique ont montré que ces différences étaient liées a
des différences de genes tels que la sous-unité régulatrice p4 (Remme et al., 2009a) ainsi que de
nombreux polymorphismes associés avec des génes modulateurs de la conduction cardiaque (Scicluna et
al., 2011). Dans le cadre des souris Scn5a™”, une étude comparative de cet ordre serait intéressante a
mettre en ceuvre afin de mettre en avant des génes ou des polymorphismes modulateurs de la conduction

cardiaque.

2 LE MODELE MURIN SCN54 749kP

Dans la seconde partie de ma theése je me suis concentré sur la caractérisation d“un nouveau modele

murin du syndrome du QT long de type 3, la souris Scn5a*"?"

, mais aussi sur la compréhension des
mécanismes pouvant étre mis en cause dans le développement d“une cardiomyopathie dilatée. Nous
avons montré que ces souris présentaient le tableau clinique retrouvé chez les patients avec
I“allongement de 1“intervalle QTc mais aussi des épisodes d“arythmies ventriculaires. Nous avons
montré que ces souris souffraient d“une insuffisance cardiaque avec une dilatation du ventricule droit et
une forte mortalité prématurée observée deés 1“4dge de 3 semaines. Cette mortalité est retrouvée de
maniére moins marquée dans d“autres modeles du QT long de type 3 tels que la souris Ni3psS (Tian et
al., 2004). Le premier cas index pour cette mutation rapporté dans la littérature en 2003 ne présente pas
un tableau clinique trés marqué et n*a été diagnostiqué que tardivement (vers 40 ans) dans un tout autre
contexte (Keller et al., 2003). A 1“inverse, le cas index rapporté en 2008 présente un tableau clinique
bien plus marqué et ce dés la naissance (Shi et al., 2008). Ces deux travaux montrent donc une
hétérogénéité de phénotype li¢ a la mutation AQKP sur le géne SCN54 allant d“un allongement de
I“intervalle QT asymptomatique a des épisodes de fibrillation ventriculaire répétés. Cette méme
diversité a pu étre observée au cours de la caractérisation des souris Scn5a %",

Les B-bloquants constituent le principal traitement du syndrome du QT long de manic¢re générale et du
syndrome de type 3 en particulier selon les recommandations de la Haute Autorité de Santé et les
derniéres recommandations de I"HRS/EHRA/AHA en 2013 (Priori et al., 2013b). Quelques données

\ : /AQKP
suggérent que les souris Scnda” Q

présenteraient des signes d“activation de la voie de signalisation
dépendante de la PKA a savoir la phosphorylation de la Ser16 du phospholamban. Ces observations sont
retrouvés dans le modéle murin sur-exprimant la PKA et associé a une insuffisance cardiaque (Antos et
al., 2001). La PKA est connue pour étre activée par les récepteurs fl-adrénergiques et une sur-activation
de la PKA a été liée avec le développement d“une cardiomyopathie dilatée associée a des épisodes de
mort subite (Antos et al., 2001). Il est intéressant de noter que I“activation prolongée des récepteurs p1-
adrénergiques est connue pour activer la CaMKII au travers d“une voie dépendante de la PKC (Grimm

and Brown, 2010). La cible visée par 1“utilisation des B-bloquants dans le cadre du syndrome du QT

long de type 3 pourrait alors étre d“une part la PKA mais aussi la CaMKII. L*“mhibition de la CaMKII
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au travers des B-bloquants aurait pour effet de réduire le courant sodique persistant (Shryock et al.,
2013) déja augmenté avec la mutation AQKP mais aussi de prévenir les troubles du rythme associés a sa
sur-activation (Qi et al., 2009). II est intéressant de noter que 1“activation de la PKA n*a pas été observée

. . . /AQKP
dans le ventricule droit des souris Scn3a™¢

. La surexpression de 1“échangeur NCX1 observée dans
notre étude est en corrélation avec [“absence d“activation de la voie PKA. En effet, une surexpression de

NCXI1 réduit la réponse B-adrénergique et donc inhibe 1“activation de la PKA (Sato et al., 2004).

. . : /AQKP
Dans cette étude, nous avons montré que les souris Sen5a9

présentaient une insuffisance cardiaque
droite avec une stase veineuse hépatique importante alors que la dysfonction gauche semble moins
prononcée. Cette atteinte préférentielle du ventricule droite est retrouvée dans d“autres pathologies telles
que la dysplasie arythmogéne du ventricule droit qui débute a droite et tend a se généraliser aux deux
ventricules (Saffitz et al., 2010). Aucune mutation sur le canal sodique n“a été associée avec I“"ARVC a
ce jour. En revanche, de trés nombreuses mutations sur les protéines des desmosomes ont été associées,
parmi lesquelles on retrouve la plakophiline-2. En cas de perte d“expression de la plakophiline-2,
I“expression du canal sodique est diminuée (Cerrone et al., 2012). La mutation AQKP, localisée dans la
boucle reliant les domaines DIII et DIV du canal, proche du site d“interaction entre le canal et 1“o-
actinine (Ziane et al., 2010), 1"interaction entre le canal et le cytosquelette peut étre perturbée. Cette

atteinte structurale du ventricule droit conforte 1“idée selon laquelle 1“interaction entre le canal sodique

et ses partenaires est essentielle pour maintenir une fonction cardiaque correcte.

L*augmentation du courant sodique persistant est connue pour augmenter la concentration de calcium
intracellulaire et activer la calmoduline en formant un complexe Ca*"-calmoduline. Ce complexe est un
effecteur majeur dans la cellule pouvant activer soit la CaMKII soit la calcineurine. Le modéle murin
Ni325S présente une augmentation de 1“activité de la CaMKII en adéquation avec cette hypothése (Zhang
et al., 2011). De maniére surprenante, 1“activation de la voie CaMKII n“a pas été retrouvée dans notre
¢tude en dépit d“une augmentation de I“expression de la CaMKII. La calmoduline est connue pour avoir
deux sites d“interaction avec le canal sodique : la partie C-terminale (domaine 1Q) et la boucle reliant les
domaines DIII et DIV. Une méta-analyse a récemment confirmé ces sites d“interaction et montre que la
mutation AQKP se situe au centre de la zone d“interaction au niveau de la boucle intracellulaire (Mruk
et al., 2014). Concernant la mutation AKPQ située juste en amont, aucune étude ne s“est intéressée a ce
jour a “activation de la CaMKII dans le mod¢le historique de syndrome du QT long de type 3. Les
travaux de Shah et ses collaborateurs ont montré que la fixation de la calmoduline sur la parie C-
terminale était responsable du décalage de la courbe d“inactivation du courant sodique vers des
potentiels plus positifs (Shah et al., 2006). Nos résultats préliminaires montrent un décalage vers des
potentiels plus positifs de la courbe d“inactivation du canal sodique portant la mutation AQKP. Cette
observation est davantage favorable a une interaction plus forte entre le canal sodique muté et la
calmoduline que 1“inverse. Ceci corrobore [“idée selon laquelle la disponibilité de la calmoduline via son

interaction avec Navl.5 semble étre un acteur majeur dans le phénotype observé chez les souris
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ScnsaA9KP,

Au dela du mécanisme mis en jeu chez les souris Scn5a™2%” 1“hypothése d“une interaction modifiée
avec 1“o-actinine et/ou la calmoduline apporte un argument de plus a la théorie selon laquelle le canal
sodique a un role de protéine d“ancrage impliqué dans de nombreuses pathologies au travers de ses
partenaires. En perspective de ce travail, il serait intéressant d“investiguer 1“interaction entre le canal

sodique et la calmoduline chez les souris Scn5a™2%"

puisqu‘une augmentation de 1“interaction pourrait
conduire a une séquestration de la calmoduline et empécher 1“activation de la CaMKII et une diminution
de I"interaction avec le canal pourrait au contraire empécher sa localisation et réduire 1“activation de la

CaMKIL

Sur le plan thérapeutique, nous avons montré¢ dans cette étude que le traitement en aigu avec la
Ranolazine, 1“inhibiteur le plus spécifique du courant sodique persistant disponible a I“heure actuelle
(Antzelevitch et al., 2004), supprimait les troubles du rythme et tendait & normaliser 1“intervalle QTc. Le
probléme majeur de la Ranolazine est son temps d“activité trés court puisque 1“effet n“est plus présent au
bout d*a peine 10 minutes. Dans une étude clinique réalisée chez des patients atteints de la mutation
AKPQ sur le géne SCN54, Moss et ses collaborateurs montrent que 1“effet bénéfique du traitement
disparait 2 heures apres 1“arrét du traitement et ce malgré une perfusion de 8 heures (Moss et al., 2008).

TAOKE ont été

Des essais d“administration de la Ranolazine de maniére chronique aux souris Scnda
réalisés sans que cela ne donne de résultat bénéfique sur une semaine de traitement dans 1“eau de
boisson. Les études MARISA, CARISA et ERICA réalisées chez des patients en stade III et IV de la
NYHA montrent un effet bénéfique de la Ranolazine sur la fonction cardiaque (Chaitman, 2006). Dans
ces études, la cible supposée de la Ranolazine est la B-oxydation des acides gras et non le canal sodique
cardiaque. Plus récemment, [“¢tude RALI-DHF confirme un effet bénéfique de la Ranolazine sur la
fonction cardiaque en mettant au centre de cet effet 1“inhibition du courant sodique persistant associé
aux cas d“insuffisance cardiaque (Maier et al., 2013). Parmi les raisons pouvant expliquer 1“absence
d“effet bénéfique sur une semaine chez les souris ScnSa™%" 1a dose et le mode d“administration
utilisés peuvent étre en cause. En effet, deux doses de Ranolazine (14 mg/kg/j et 30 mg/kg/j) ont été
utilisées et administrées dans 1“eau de boisson. Les études réalisées chez 1'Homme font état de trois
prises journaliéres de plus de 250 mg chacune. De plus, aucune étude publiée chez la souris n“utilise la
Ranolazine solubilisée dans 1“eau de boisson. D“autres doses et d“autres moyens d“administration tel que
I“incorporation dans I“alimentation seraient & investiguer. Aucun essai clinique ne montre pour le
moment d“effet de la Ranolazine chez des patients souffrant de QT long et n“ayant pas d“insuffisance
cardiaque associé¢e. Un essai clinique de phase 2 portant sur 60 patients porteurs de mutations associées
a un syndrome du QT long de type 3 visant a montrer [“efficacité¢ du traitement a 2 mois et 6 mois va
étre lancé aux Etats-Unis (NCT01648205). Un autre essai clinique de phase 2 visant a montrer le
potentiel anti-arythmique de la Ranolazine chez des patients porteurs de la mutation AKPQ va étre lancé

en Isra€l (NCTO01728025). Actuellement en cours de caractérisation, un autre inhibiteur du courant
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sodique, le GS-967, plus spécifique encore que la Ranolazine est en cours de développement

(Belardinelli et al., 2013) et pourrait apporter des bénéfices plus élevés.

3 PERTINENCE DES MODELES D“ETUDE DE NAVI.5

Le canal sodique Nav1.5 est étudié depuis de nombreuses années dans des modeles de réexpression ou
des modeles animaux. Ces études ont apporté une grande connaissance sur la relation génotype-
phénotype des pathologies liées aux mutations sur le canal sodique. Ces modéeles cellulaires expliquent
cependant difficilement “étendue des conséquences moléculaires et structurales que peuvent avoir ces
mutations. Ces modéles simples ont 1“avantage de placer le canal ionique dans un environnement
totalement maitrisé en s“affranchissant de sa modulation par telle ou telle protéine régulatrice. Certaines
¢tudes essayent par transfection d“apporter des protéines régulatrices dans ces modeles mais ceci
présente deux limites importantes. D*une part, la sur-expression conjointe d“un canal et d“une protéine
régulatrice ne permet pas de recréer la stoechiométrie existante in vivo entre ces deux protéines. D“autre
part, le canal sodique fonctionnant au sein d“un complexe multi-protéique, 1“ajout d“une seule protéine
régulatrice peut avoir des effets différents de ce que 1“on observe in vivo. Ces études restent cependant
indispensables pour comprendre la régulation du canal ou le screening des effets d“un variant mais ne
doit pas étre trop extrapolé au niveau des conséquences in vivo. Un des exemples les plus marquants
quant a la différence d“effets entre le modele in vitro et in vivo est rapporté par I“étude de la mutation
DI1275N sur le géne SCN5A. Suivant que 1"on se place dans des cellules tsA201, CHO ou dans des
cardiomyocytes, 1“effet de la mutation D1275N est différent. Aucun effet de la mutation n“avait été
observé dans les modéles de réexpression alors que des effets nets sur la densité du courant sodique et
son inactivation ont été vus dans des cardiomyocytes (Watanabe et al., 2011). Des différences
phénotypiques du méme type ont aussi été observées lors de I“¢tude la mutation 1795insD. Dans les
ovocytes de Xénope cette mutation induit uniquement une diminution de 50% de la densité du courant
sodique associée avec un décalage des courbes d“activation et dinactivation (Bezzina et al., 1999).
Dans les cellules HEK293, une augmentation du courant sodique persistant a été associée a cette
mutation (Veldkamp et al., 2000) et ce n“est que sur des cardiomyocytes que l“hypothése d“une

altération du trafic du canal a la membrane a été posée (Remme et al., 2006).

Le fonctionnement du canal sodique dans son environnement protéique est encore mal connu.
L*identification de mutations sur le canal sodique associées aux cardiomyopathies dilatées a fait
émerger 1idée selon laquelle une atteinte du canal sodique n“avait pas seulement des conséquences
¢lectriques mais pouvait aussi avoir des conséquences structurales. Le fait que les embryons de souris

Scnsa” et de souris Scn5a?KPOAKPC

ne soient pas viables en raison d“anomalies structurales est un
argument fort en faveur du role structural de Navl.5 (Nuyens et al., 2001; Papadatos et al., 2002).
Comme nous avons pu le montrer dans la premiére partie de cette thése, le modéle murin hétérozygote

pour le canal sodique Navl.5 présente un remodelage de 1“expression et de 1“organisation de la Cx43
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ainsi que 1“activation de la voie du TGF-B. Dans la seconde partie de cette thése nous avons montré
quen plus de la dysfonction électrique, une dysfonction mécanique est présente chez des souris
porteuses d“une mutation sur le canal sodique. Ceci ne remet pas en cause le potentiel arythmogéne
d“une dysfonction biophysique du canal sodique mais le canal Navl.5 doit désormais &tre considéré
comme une partic d“un tout. Ces observations ne sont possibles que par 1“utilisation de modéles
animaux. Comme nous avons pu le voir précédemment, le choix de la souche utilisée pour la génération
d“un modéle murin peut constituer une limite importante dans 1“étude du remodelage protéique
secondaire a une mutation sur le canal sodique. A 1“inverse, une étude comparative des fonds génétiques
présentant des phénotypes différents peut aboutir a la mise en évidence de facteurs régulateurs de
I“activité é€lectrique cardiaque. Les études génétiques récentes montrent que la physiologie du canal
sodique est encore plus complexe. L“expression de variants génétiques fréquents sur les genes SCN10A4
et HEY2 a récemment été montré comme modulant le phénotype observé chez les patients (Bezzina et
al., 2013). Les modeles animaux possedent leurs propres variants fréquents qui ne sont pas ceux des

patients et ceci peut limiter [“extrapolation des données chez 1“Homme.

L*utilisation de cardiomyocytes issus de cellules iPS (induced Pluripotent Stem) pourrait étre une
alternative aux systémes de réexpression et aux modeles animaux. En effet ces cellules issues des
patients possédent les variants génétiques présents chez le patient et l“ensemble des protéines
appartenant au complexe protéique du canal sodique est présent. Cependant, les cardiomyocytes ainsi
obtenus présentent une maturité électrique et structurale (disques intercalaires, tubules T, jonctions
communicantes) hétérogene au sein de la culture et différente de celle des cardiomyocytes & proprement
parler. A 1"heure actuelle, les cardiomyocytes obtenus ressemblent plus a des cardiomyocytes néonataux
qu‘a des cardiomyocytes adultes. Les niveaux d“expression des partenaires de Navl.5 ne sont pas
connus a ce niveau de maturité des cardiomyocytes. Dans 1“hypothése ou ces protéines soient présentes
dans des proportions identiques a celles observée dans des cardiomyocytes adultes, leurs interactions les
uns vis-a-vis des autres nest pas déterminé dans ce mod¢le. De plus, les pathologies progressives ou
I“insuffisance cardiaque sont des pathologies au long court qui impliquent une imprégnation des
cardiomyocytes dans un environnement pathologique subissant des contraintes mécaniques importantes.
Ces conditions de vieillissement et de contraintes ne sont pas applicables in vitro. Les avancées récentes
permettent de distinguer des cardiomyocytes atriaux, nodaux et ventriculaires mais l“architecture du
ceeur est bien plus complexe que cela. Le ventricule droit n“est pas le ventricule gauche, un
cardiomyocyte sous-épicardique n“est pas un cardiomyocyte sous-endocardique. Ces différences fines
ne sont pas encore maitrisables avec les cardiomyocytes issus de cellules iPS mais la recherche doit étre
poursuivie pour y tendre. Malgré ces limites, des études récentes utilisant ces cellules retrouvent des
données en adéquation avec ce que 1“on observe chez les patients atteints de syndrome du QT long ou de
tachycardie ventriculaire polymorphe catécholaminergique (CPVT). Ces cellules restent néanmoins de
trés bons candidats pour le screening de traitements visant a agir sur 1“activité d*un canal et ont un fort

potentiel dans les années a venir autant pour la recherche fondamentale que pour la recherche clinique
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(Priori et al., 2013a).

Ces deux études permettent une avancée dans la compréhension des mécanismes arythmogeénes et
permettent de mieux comprendre les mécanismes reliant le canal Navl.5 aux cardiomyopathies. Cela
ouvre aussi la voie a de nouvelles thérapeutiques ciblées visant soit a ralentir le processus fibrotique
rencontré dans les cas de troubles progressifs de la conduction cardiaque, soit a réduire les troubles du
rythme létaux rencontrés dans les cas de syndrome du QT long de type 3. Pour ces deux pathologies, les

mécanismes moléculaires fins restent cependant encore a élucider.
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ABSTRACT Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP,) is a phospholipid that has been shown to modulate several ion
channels, including some voltage-gated channels like Kv11.1 (hERG). From a biophysical perspective, the mechanisms
underlying this regulation are not well characterized. From a physiological perspective, it is critical to establish whether the
PIP, effect is within the physiological concentration range. Using the giant-patch configuration of the patch-clamp technique
on COS-7 cells expressing hERG, we confirmed the activating effect of PIP,. PIP, increased the hERG maximal current and
concomitantly slowed deactivation. Regarding the molecular mechanism, these increased amplitude and slowed deactivation
suggest that PIP, stabilizes the channel open state, as it does in KCNE1-KCNQ1. We used kinetic models of hERG to simulate
the effects of the phosphoinositide. Simulations strengthened the hypothesis that PIP, is more likely stabilizing the channel open
state than affecting the voltage sensors. From the physiological aspect, we established that the sensitivity of hERG to PIP,

comes close to that of KCNE1-KCNQ1 channels, which lies in the range of physiological PIP, variations.

INTRODUCTION

Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP,) is a phospho-
lipid present in the inner leaflet of the cell plasma membrane
that is implicated in many physiological functions, such as
production of the second messengers inositol trisphosphate
and diacylglycerol, membrane trafficking, cytoskeleton
attachment, and regulation of ion channels and transporters
(1). PIP, notably regulates several cardiac potassium
channels, such as Kir6.2, Kir2.1, Kvl1.1 (hERG), and
Kv7.1 (KCNQ1), implicated in the Ixatp, k1, Ik, and I
currents, respectively (2-6). McDonald and co-workers
were the first to describe the PIP, sensitivity of a voltage-
gated potassium (Kv) channel, hERG (6). This channel,
encoded by the human ether-a-go-go related gene (hERG,
or KCNH?2), is responsible for the rapid delayed rectifier
K" current, Ix,, in the heart and several other cell types.
In Chinese hamster ovary (CHO) cells expressing hERG
channels, PIP, application in the pipette led to an increase
in current and a change in activation and inactivation
gating (6).

A key question is the molecular mechanism of this PIP,
regulation. Previous work suggested that this mechanism
was similar in ion channels as various as Kir (inwardly
rectifying potassium) and Kv channels: PIP, stabilizes the
channel open state of Kir6.2 (7) and the Kv channel
KCNQI1 (8). For KCNQI recorded in the inside-out
configuration, this stabilization of the open state resulted
in a slowed deactivation with no effect on activation. It was
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surprising to find, in the work by MacDonald and
colleagues, that PIP, addition (from the pipette on CHO
cells in a whole-cell configuration) led to completely
different effects on hERG biophysical parameters: an accel-
erated activation with no effect on deactivation (6). Two
main hypotheses can be proposed to explain these
differences: 1), the molecular mechanism underlying
Kir6.2 and KCNQ1 modulation by PIP, does not apply to
hERG channels; or 2), the molecular mechanism underlying
Kir6.2 and KCNQI1 modulation applies to hERG, but the
difference in the biophysical effects of PIP, is due to the
configuration of the experimental setup (whole-cell in
hERG versus inside-out in KCNQ1). To address this ques-
tion, we studied the effects of PIP, on hERG under experi-
mental conditions used previously for KCNQI, mainly the
giant-patch configuration. This configuration is character-
ized by rapid PIP, depletion after patch excision and allows
direct addition of exogenous PIP, after this depletion. In this
configuration, hERG and KCNQI biophysical changes
induced by PIP, insertion are quite similar (slowed deactiva-
tion with no effect on activation). We also show that, similar
to the case for KCNQI, the effects of PIP, on hERG are
much more convincingly modeled by an influence on
a voltage-independent transition step late in the activation
pathway, suggesting a stabilization of the open state, as in
KCNQIL.

Another key question is whether this PIP, regulation is
physiologically relevant. A method to gain insight about
this is to study the effects of physiological variations of
PIP,. Indeed, in isolated rabbit cardiac myocytes, a1-adren-
ergic stimulation activates phospholipase C and results in
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a slight decrease in Ik, (6). One limitation to this study was
that activation of a receptor may trigger several regulatory
pathways in parallel (9), sometimes leading to an apparent
PIP, insensitivity (10). We used several approaches to quan-
tify the channel PIP, sensitivity, and compared it with the
well-characterized KCNQI1 PIP, sensitivity (2,5,9). The
results led us to the conclusion that hERG would be sensi-
tive to moderate PIP, changes in the range of physiological
concentrations, but that at low PIP, levels, a fraction of
hERG current persists, which may lead to an apparent lower
PIP, sensitivity compared to that of KCNQI.

METHODS
Cell culture and transfection

The cell line COS-7, derived from the African green monkey kidney, was
obtained from the American Type Culture Collection (CRL-1651,
Rockville, MD) and cultured in DMEM supplemented with 10% serum
and antibiotics (100 IU/mL penicillin and 100 ug/mL streptomycin), all
from GIBCO, (Paisley, Scotland). Cells were transiently transfected
with the plasmids using Fugene-6 (Roche Molecular Biochemical, Indian-
apolis, IN) according to the standard protocol recommended by the manu-
facturer.

hERG cDNA (a kind gift from D. Roden, Vanderbilt University School of
Medicine, Nashville, TN) was subcloned into the mammalian expression
vector pSI (Promega, Madison, WI). The human pCDNA3.1-KCNEI-
KCNQI1 concatemer, human KCNE1 linked to the N-terminus of the human
KCNQ1 (11), is a kind gift from R. S. Kass (The Center for Molecular
Therapeutics, Columbia Presbyterian Medical Center, New York, NY).
The plasmid coding for the green fluorescent protein (pEGFP) used to
identify transfected cells was purchased from Clontech (Palo Alto, CA).

For giant-patch experiments on hERG, relative DNA composition was
60% pSI-hERG and 40% pEGFP (of a total of 2 ug of DNA).
For giant-patch experiments on KCNE1-KCNQI, relative DNA composi-
tion was 60% pCDNA3-KCNE1-KCNQI1 and 40% pEGFP (of a total of
2 pg of DNA). For giant patch experiments on cotransfected hERG and
KCNE1-KCNQI, relative DNA composition was 60% pCDNA3-KCNEI-
KCNQL, 30% pSI-hERG, and 10% pEGFP (of a total of 2 ug of DNA).

Electrophysiology

The effect of PIP, on hERG was studied using the inside-out configuration
of the patch-clamp technique, which allows direct access to the inner leaflet
of the plasma membrane. hERG channels were expressed in COS-7 cells.
To obtain current amplitudes compatible with an accurate determination of
the biophysical parameters, giant patches of membrane (diameter ~10 um)
were excised.

From 24 to 72 h after transfection, COS-7 cells were mounted on the stage
of an inverted microscope and constantly superfused at a rate of ~2 mL/min.
Experiments were performed at room temperature (23 + 2°C). Acquisition
and analysis were performed using Acquisl software (Bio-Logic Science
Instruments, Claix, France). Electrodes were connected to a patch-clamp
amplifier (RK-400, Bio-Logic). For giant-patch experiments, the procedure
described in Hilgemann (12) was adapted to excise giant patches from
COS-7 cells. Pipettes were pulled from borosilicate glass capillaries (glass
type 8250, King Precision Glass, Claremont, CA) on a vertical puller (P30,
Sutter Instruments, Novato, CA) and fire-polished using a microforge
(MF-83, Narishige, Tokyo, Japan) to obtain tip diameters of ~10 um for patch
pipettes and 20 um for excision pipettes. The excision pipette, filled with the
standard solution, was connected to a 20-mL syringe to apply suction for
excision. A microperfusion system allowed local application and rapid
change of the different experimental solutions (13).

1111

Four protocols for hRERG currents

Activation protocol. From a holding potential of —100 mV, five voltage
steps (to —85, —70, —55, —40, and +30 mV) of 2 s each were followed
by a 1-s step at the holding potential, every 16 s.

This protocol facilitated several measurements:

Maximal current, measured as the peak tail current after the 430 mV
step.

Half-activation potential, where peak tail currents at each potential were
fitted by a Boltzmann function:

Ipeak(vm) _ 1
Max(]peak(vm)) 1+ exp( — (Vm — V1/2)/k)

Deactivation time constant at —100 mV, where deactivation time
constants for a single protocol were measured twice, after voltage
steps at —55 mV and —40 mV, and averaged. These values were ob-
tained from a single exponential fit of the tail current after complete
recovery from inactivation (after 1.5 times the time to peak).

Activation time constant at —55 mV, at which potential hRERG was not
completely inactivated, allowing accurate measurement of activation
kinetics. The activating current was fitted by a single exponential fit
after inactivation reached a steady state (t > 30 ms after the beginning
of the —55-mV step).

Recovery from inactivation time constant at —100 mV, obtained by
a single exponential fit of the tail current after the +30-mV step.
The tail current was fitted from the start of repolarization to the peak.

Inactivation protocol. From a holding potential of +-30 mV, 13 hyperpo-
larized voltage steps (from —130 mV to —10 mV in 10-mV increments) of
70 ms each were followed by a 230-ms step at the holding potential. This
protocol enabled characterization of the steady-state inactivation of
hERG from a fully activated/inactivated holding state. The half-inactivation
potential was obtained by a Boltzmann fit of the peak current at each step
divided by the electromotive force:

Ipeak(vm)/vm _ 1
Max (L (V) /Vm) 1+ exp( + (Vo = Vip)/k)

Envelope protocol. From a holding potential of —100 mV, 13 depolarized
steps (to —10, 0, 10, or 20 mV) of increasing duration (from 10 ms
to 500 ms). These envelope protocols made it possible to discover the
activation kinetics of hERG otherwise hidden by inactivation at potentials
of —10 mV to 20 mV.

PIP2-Mg*" and polylysine protocol. From a holding potential
of —100 mV, every 3 s the potential was stepped to 30 mV for 1 s. In
this protocol, the maximal hERG current was measured as the peak tail
current at —100 mV.

Protocol for all KCNE1-KCNQ1 currents

From a holding potential of —60 mV, every 3.5 s the potential was stepped
to +40 mV for 1.5 s. This protocol was used for the PIP,-Mg”" and poly-
lysine experiments; the KCNE1-KCNQI1 current was measured as the peak
tail current at —60 mV.

Protocol for hERG and KCNE1-KCNQ1 together during
cotransfection experiments

From a holding potential of —100 mV, every 3.5 s the potential was stepped
to +60 mV for 1.5 s. KCNE1-KCNQI current was measured as the current
increase during the step (because of inactivation, hERG current was stable
and very low at this potential, so that any current increase after a few milli-
seconds could be reliably attributed to the activation of KCNE1-KCNQ1
channels). hERG current was measured from the recovery from inactivation
measured during the tail potential (difference between peak tail current and
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current at the beginning of the tail). KCNE1-KCNQI alone did not show
any recovery from inactivation (since it does not inactivate) when submitted
to this protocol (data not shown), so that the observed recovery in cotrans-
fection experiments could be reliably attributed to hERG (Fig. S1 in the
Supporting Material).

Statistical significance of the observed effects was assessed by Student’s
t-test (N > 30), Wilcoxon’s test, or two-way ANOVA.

Solutions and drugs

For giant-patch experiments, cells were superfused with a standard solution
containing (in mmol/L) 145 KCI, 10 HEPES, and 1 EGTA, pH 7.3 with
KOH. A solution of (in mmol/L) 145 K-gluconate, 10 HEPES, and
1 EGTA, pH 7.3 with KOH, was used to superfuse the cell during K*
current measurements and to fill the tip of the patch pipette. PIP, (Roche
Molecular Biochemicals, Meylan, France) was diluted to 5 pumol/L in
the K current measurement solution and sonicated on ice for 30 min before
application to inside-out patches. 1,2-dioctanoyl-4,5-bisphosphate
(diC8-PIP,) was purchased from Cayman Chemicals (Ann Arbor, MI).
Polylysine 10 kDa was purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)
and dissolved in a 3-mg/mL stock in water.

Kinetic models

Three Markov kinetic models were used (see Fig. 3, Fig. S3, and Fig. S4).
They were adapted from previously described hERG models (14-16). For
the model shown in Fig. 3, activation and inactivation are uncoupled and
the hERG current is / = N X g X Pg X Py X (V,, — V,), where N X g
(N is the number of channels present and g the single-channel conductance)
represents the maximal conductance of the membrane, Po the probability
that the activation gate is in the open state (O), and Py; the probability
that the inactivation gate is in the noninactivated state (NI). V,, is the
membrane potential and V, the reversal potential of the hERG current.
The same concentration of potassium is applied on both sides of the patch
for all experiments and Vr is set to 0 mV.

Optimization was performed with ModelMaker v4.0 (AP Benson,
Wallingford, United Kingdom) using the Marquardt method. Optimization
was aimed at minimizing the mean square distance between currents
measured for three protocols (see Results) and corresponding simulated
currents. All transition rates had the form o = oy X exp(ea X V). oy
was set to 0 mV ™" in the case of voltage-independent transitions.

The inactivation transition rates of the model with uncoupled activation/
inactivation (see Fig. 3) and the weakly coupled model (Fig. S3 A) were
determined by two fits (see Fig. S2). The four free parameters (o, oo,
B, and Bp») were adjusted to fit the inactivation curve and recovery from
inactivation Kinetics:

1
Lo =
T+ Bi/en x exp((—an + Bn) X Vi)
1
Trec =
arp X explap X V) + By x exp(Bp X Vi)
RESULTS

PIP, modulation of hERG channels

The effect of PIP, on hERG was studied using the inside-out
configuration of the patch-clamp technique. For several
channels it has been demonstrated that patch excision results
in a current decrease (rundown) attributable at least partially
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to a decrease in membrane PIP, levels, and that PIP, at least
partially reverses this rundown (8). Consequently, we first
examined the effect of excision and PIP, application
on the activity of hERG channels. Currents were measured
during three distinct step protocols detailed in the Methods
section. 1), An activation protocol (Fig. 1 A, left) was used
to construct the activation curve (Fig. 1 B, left). Applied
every 16 s, this protocol indicated the evolution of half-
activation potential and deactivation, activation, and
recovery from inactivation kinetics (Fig. 1 C). 2), An
inactivation protocol (Fig. 1 A, middle) was used to
construct the inactivation curve (Fig. 1 B, middle) at specific
time points: after excision (control), after rundown, and
after PIP, application. 3), An envelope protocol (Fig. 1 A,
right) was used to measure the activation Kkinetics
(Fig. 1 B, right) at potentials where inactivation masks
activation (—10, 0, +10, and +20 mV).

Data from a representative patch, on which all protocols
were run, are shown in Fig. 1. The averaged biophysical
parameters measured in the three conditions (control, after
rundown, and after PIP, application) are shown in Fig. 2.
The currents measured with the three protocols illustrate
the decrease in hERG current ~15 min after excision
(Fig. 1 A). The maximal current decreased below one-
quarter of its initial level within ~10 min (Fig. 1 C), but in
most of the cells, a current persisted after rundown. The
remaining current may correspond to a PIP,-independent
component, or it may be due to residual membrane PIP,
levels. Concomitantly with its rundown, hERG current
showed an acceleration of both the activation and
deactivation kinetics (Figs. 1 C and 2). hERG voltage
dependence of activation shifted by about —18 mV toward
negative potentials. Channel inactivation was also affected:
the half-inactivation potential was shifted by about +15 mV
toward positive potentials, and recovery from inactivation
was accelerated (Figs. 1, B and C, and 2).

Patch excision may lead to additional changes in the
channel environment than beside PIP, depletion. To confirm
the PIP, modulation of hERG, we added 5 umol/L PIP,
when the biophysical parameters were stable. Within a
few minutes of PIP, superfusion, the current amplitude
increased but did not reach the initial current level observed
right after excision (Figs. 1 C and 2). Regarding the
activation gate, deactivation slowed down to initial levels.
However, addition of PIP, did not restore channel activation
kinetics, indicating that the changes in this parameter
observed upon patch rupture are unrelated to the depletion
of PIP,. All these observations (incomplete current
recovery, complete deactivation kinetics recovery, and no
change in activation kinetics) were made previously for
the PIP, effect on KCNQI (8). In that work, the incomplete
current recovery was attributed to a PIP,-independent
rundown that could be prevented by addition of MgATP.
This was not the case for hRERG (data not shown). Regarding
inactivation, PIP, slowed the recovery from inactivation
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negative charges and to accelerate current rundown (5). This
should minimize the bias of the KCNE1-KCNQ1 PIP,-inde-
pendent rundown. Fig. 5 A shows that polylysine-triggered
rundowns were similar in hERG and KCNEI-KCNQI1
within the first 20 s, but that hERG and KCNEI1-KCNQ1
then diverged. KCNEI-KCNQI1 reached zero within 60 s,
a time at which a fraction of hERG current persisted. This
suggests a similar PIP, sensitivity at high open probability,
but a divergent PIP, sensitivity at low open probability. To
control that polylysine was specifically targeting PIP,, we
checked whether deactivation was accelerated. Indeed, we
observed an acceleration of deactivation similar to that
observed during the spontaneous rundown (compare Figs.
2 and 5 B).

A final approach in comparing hERG and KCNEI-
KCNQI1 PIP; sensitivity was to apply different concentra-
tions of Mg>" to control the concentration of available
PIP, in the membrane patch. It has been shown in Kir
channels that intracellular Mg®" inhibition is correlated
with the strength of channel-PIP, interaction (19). Mg2+
inhibits the channel by screening the PIP, negative charge
in a manner similar to that of polylysine, but reversibly
and in a concentration-dependent manner (20). We thus
applied a range of Mg”" concentrations to a patch—after
addition of PIP,—to obtain a range of available PIP,
concentrations for hERG and KCNE1-KCNQI1 (Fig. 6, A
and B). After stabilization of hERG maximal current,
increasing doses of Mg®" were applied to chelate PIP,,
and this resulted in an increasing (and reversible) inhibition
of hERG and KCNE1-KCNQI currents. Mg>" dose-res-
ponse curves are shown in Fig. 6 C. The KCNE1-KCNQ1
dose-response curve was close to that of hERG: the half-
maximal inhibitory concentrations (ICsg) for Mg2+ were
4.7 mmol/L and 4.8 mmol/L, with Hill coefficients of 0.8
and 1.0, for hERG and KCNEI1-KCNQI, respectively. To
control that Mg®>" was specifically targeting PIP,, we
checked whether deactivation was accelerated. Indeed, we
observed an acceleration of deactivation similar to that
observed during the spontaneous rundown (compare Fig. 2
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FIGURE 5 Comparison of the polylysine-
induced rundown of hERG and KCNE1-KCNQ1
currents. (A) Time course of hERG and KCNE1-
KCNQI current rundown after 3 ug/mL polylysine
application at time 0. hERG current was evaluated
from the peak tail current of a 1-s step at +-30 mV
followed by repolarization at —100 mV repeated
every 3 s (N = 8 cells). KCNE1-KCNQI current
was evaluated from the current at the end of
a 1.5-s step at +40 mV followed by repolarization
at —60 mV repeated every 3.5 s (N = 11 cells).
*p < 0.05; two-way ANOVA. (B) Deactivation
time constants obtained from a monoexponential
fit of the deactivating tail current before (ctrl)
and after the polylysine-induced rundown. For
KCNQI, deactivation was measured when
a minimal current persisted (hRERG, N = 8 cells;
KCNQI, N = 11 cells). **p < 0.01; ***p < 0.001.

and Fig. 6 D). These results indicate that the affinity of
hERG for PIP, is close to that of KCNE1-KCNQI1 and
that hERG is likely to be sensitive to PIP, variations in
the same concentration range.

Based on the convergent results of 1), cotransfection
experiments, 2), polylysine effects, and 3), [PIP,] modula-
tion by Mg”>", we concluded that hERG has a PIP, sensi-
tivity close to that of KCNE1-KCNQI and is thus likely
to respond to physiological changes in PIP, concentration.
However, experiments with the spontaneous rundown and
with polylysine clearly showed that a fraction of hERG
current is poorly sensitive or insensitive to PIP,, which
may lead to some difference in the channel physiological
regulation.

DISCUSSION

This study suggests that the molecular effect of PIP,, that is,
a stabilization of the open state, is applicable to various, if
not all, PIP,-sensitive potassium channels: the pore-forming
subunit of the Kxrp channel Kir6.2, the voltage-dependent
channels KCNQ1 (Kv7.1), and, as shown in this study,
hERG (Kv11.1). In addition, this study suggests that both
KCNQ1 and hERG are regulated by physiological PIP; levels.

Comparison of the PIP, effects observed
in the whole-cell and giant-patch configurations

The activating effect of PIP, on hERG has been demon-
strated in CHO cells using the whole-cell configuration
with PIP, in the pipette (6) and in rabbit atrial myocytes
submitted to «lA-adrenergic stimulation (21). The effect
was clear but moderate. In this study, the giant-patch exper-
iments on COS cells confirmed the activating effect of PIP,
on hERG and showed that PIP, could strongly increase
hERG current, notably by increasing its maximal amplitude
by up to three times (Fig. 4 B). The changes in the recovery-
from-inactivation time constant were also qualitatively the
same as those measured in CHO cells using the whole-cell
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configuration, with PIP, dialyzed from the pipette.
However, the observed effect of PIP, on half-activation
potential and on deactivation and activation time constants
differed largely between the two configurations. Two major
differences between the whole-cell and giant-patch configu-
rations may explain the divergent observations. 1), In the
whole-cell configuration PIP, is added in excess, causing
an increase in membrane PIP,, whereas PIP, levels are
decreased in the giant-patch configuration. This may explain
why deactivation is not modified in whole-cell experiments
but is accelerated during rundown and slowed by PIP, appli-
cation in giant-patch experiments. Deactivation may be at its
maximal level at physiological PIP, concentrations,
explaining the absence of effect when PIP, is added in the
pipette. 2), In the whole-cell configuration, it was not
possible to distinguish between diffusion of PIP, from the
pipette and the dilution of many cytosolic molecules.
In the giant-patch experiments, on the other hand, we
were able to observe that the prominent acceleration of acti-
vation kinetics and the leftward shift of the activation curve
caused by patch excision could not be recovered by PIP,
application, indicating that these processes are unrelated
to PIP, depletion. In a similar way, it is possible that in
the whole-cell experiments the changes in these two param-
eters are not due to PIP, depletion but rather to the dilution
of cytosolic factors.

The biophysical effects of PIP, on hERG current
are consistent with a stabilization of the open
state

To explore which state(s) is affected by PIP,, kinetic models
of hERG were evaluated. The ongoing debate on whether or
not channel activation and inactivation are coupled compli-
cates the choice of the best model for testing the PIP,
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FIGURE 6 Mg*" dose response of hERG and
KCNEI1-KCNQ! in the presence of PIP, (A)
hERG maximal current of a representative cell.
hERG maximal current was evaluated from the
peak tail current of a 1-s step at 30 mV followed
by repolarization at —100 mV repeated every 3 s.
PIP, was continuously applied. Various concentra-
tions of Mg2+ were added as indicated. (B)
KCNEI1-KCNQI1 maximal current of
a representative cell. KCNEI-KCNQI maximal
current was evaluated from the current at the end
ofa 1.5-s step at +40 mV followed by repolarization
at —60 mV repeated every 3.5 s. Various concentra-
tions of Mg?" were added as indicated. (C) Mg*"
dose response data from hERG (N = 10 cells) and
KCNE1-KCNQI1 (N = 8 cells). Hill fits are pre-
sented for hERG (solid line) and KCNE1-KCNQI
(dashed line). (D) Deactivation time constants ob-
tained from a monoexponential fit of the deactivat-
ing tail current before (control) and after 6 mM
Mg?* application in hERG (N = 10 cells) and
KCNE1-KCNQI1 (N = 8 cells). **p < 0.01.

effect (18). Therefore, several scenarios (no, weak, or strong
coupling) were explored. Data from the uncoupled model
are presented above.

The model shown in Fig. S3 is a weak inactivation/
activation coupling model. The coupling is said to be
weak because transition rates of the last activation step
(ap and Bp) do not depend on the inactivation state. The
inactivation rates oy and §; were still set by the fit of the
voltage-dependent inactivation rates and recovery from
inactivation kinetics to limit the number of free parameters.
The early voltage-dependent transition rates were also
supposed to be linked to the voltage sensor and the late
voltage-independent step to the pore. Based on the
simulated currents and biophysical parameters (Fig. S3
and Table S2), it still seems likely that the late voltage-inde-
pendent step controlled the PIP, effect.

The model of Fig. S4 is a classical model of coupled
inactivation. Late transitions are voltage-dependent and
activation and inactivation processes cannot be clearly
distinguished for these transitions. However, the early tran-
sitions may still be linked to the voltage sensor and the late
transitions to the pore. There were no imposed inactivation
parameters for this model. The late, but not the early, tran-
sition changes accounted well for the PIP, effect. Alto-
gether, all these models support the idea that PIP, acts on
late transitions and stabilizes the open pore conformation.

In all models (no, weak, and strong coupling), the best fit
to the electrophysiological data was obtained when late
transition rates probably corresponding to pore opening
were optimized. Optimization of the voltage sensor transi-
tion rates resulted in an inadequate fit of the experimental
data. This observation led us to conclude that PIP, exerts
its effect by acting on a late voltage-independent transition,
favoring the open conformation of the pore domain.
However, since optimizing all transition rates gave an
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equally satisfying result we cannot fully rule out that PIP,
also modulates other transition rates in addition to the late
voltage-independent rate.

Physiological relevance of the PIP, effect
on hERG

To address the difficult question of the physiological
relevance of the PIP, effect on hERG, it is critical to
evaluate the channel PIP; sensitivity. To obtain a quantifica-
tion of the sensitivity of a channel to PIP,, addition of
soluble diC8-PIP, is commonly used (5). To our surprise,
hERG was shown to be weakly sensitive to diC8-PIP, in
our experiments, most probably because of the channel’s
lower affinity for this short-chain PIP,. Some experimental
data from inward rectifiers show that the maximal effect of
short-chain PIP, is lower than that of PIP,, suggesting
a lower affinity (22). To explore hERG sensitivity to native
PIP, we designed three experiments to compare the PIP,
sensitivity of hERG with that of KCNE1-KCNQI, which
is well characterized: 1), cytosolic PIP, application on giant
patches presenting both KCNEI-KCNQI1 and hERG
channels showed a concomitant increase in both currents; 2),
polylysine-induced rundown presented similar kinetics for
both channels; and 3), concomitant addition of the
phospholipid and various concentrations of Mg controlled
PIP, levels, indicating a similar sensitivity of hERG and
KCNE1-KCNQI channels to Mg>". All these data support
the idea that hERG and KCNE1-KCNQI1 channels have
a similar affinity to PIP,. However, the experiments
performed also shed light on the persistence of a fraction
of hERG current at low PIP, levels, which may give rise
to a different response to physiological events, leading to
a profound decrease in membrane PIP, levels.
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Five figures and a table are available at http://www.biophysj.org/biophysj/
supplemental/S0006-3495(10)00723-X.
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TROUBLES DU RYTHME CARDIAQUE ET CARDIOMYOPATHIES ASSOCIES AU CANAL
SODIQUE NAv1.5

Le canal sodique Navl.5 est responsable de la genése et de la propagation du potentiel d,action
cardiaque. Il est aujourd“hui considéré comme faisant partie d“un complexe macromoléculaire impliqué
dans des pathologies électriques mais aussi structurales.

Dans une premicre partie, nous avons caractérisé le remodelage myocardique dans un modéle murin
invalidé a I"état hétérozygote pour Scn5a (la souris Scn5a™). Nous avons pu montrer que le
développement de fibrose ventriculaire était dépendent de la voie du TGF-B et était associée avec le
remodelage de 1“expression et de [“organisation de la Connexine43. Nous avons aussi pu montrer que la
réduction seule du courant sodique n‘induisait pas la pathologie, la présence de la protéine a la
membrane est donc déterminante. Cette étude montre une interaction fonctionnelle entre Navl.5 et la
Connexine43 dans la physiopathologie de la maladie de Lenégre.

Dans une deuxiéme partie, nous avons développé un nouveau modéle murin de syndrome du QT long
de type 3, la souris Scn5a™%". Ce modéle regroupe I“ensemble des caractéristiques cliniques
retrouvées chez les patients que ce soit 1“allongement de [“intervalle QTc, les arythmies ventriculaires et
la dilatation myocardique. L“éude de cette mutation in vivo a permis de confirmer la présence courant
sodique persistant de mettre en évidence le remodelage pathologique des protéines associées au cycle du
calcium. Le traitement aigu de ces souris avec la Ranolazine supprime les arythmies ventriculaires et
normalise “intervalle QTc. Ceci ouvre la voie a 1“utilisation de cette molécule en traitement chronique
pour améliorer la survie des patients atteints de syndrome QT long de type 3.

Mots-clés : Navl.5, Connexine43, remodelage myocardique, fibrose cardiaque, cardiomyopathie
dilatée, maladie de Lenégre, syndrome du QT long de type 3

CARDIAC ARRYTHMIAS AND CARDIOMYOPATHIES ASSOCIATED WITH NAV1.5
SODIUM CHANNEL

Navl.5 is the main sodium channel implicated in genesis and propagation of cardiac action potential.
Currently, its a part of a macromolecular complex involved in electrical and structural disorders.

In a first part, we have characterized myocardial remodelling in a mouse model heterozygously
invalidated for Scn5a (ScndSa™ mice). We demonstrated that ventricular fibrotic process is TGF-B
dependant and is associated with Connexin43 expression and organization remodelling. We also
demonstrated that reduction of sodium current is not sufficient to induce pathology, the loss of Navl.5
protein is the fundamental in this process. This study shows a functional interaction between Nav1.5 and
Connexin43 in the Lenégre disease processing.

In a second part, we have developed a new mice model for type 3 long QT syndrome, the Scn5a 95"
mice. This model reproduces the phenotype of the human mutation carriers, long QT syndrome,
ventricular arrhythmias and heart failure. /n vivo study permits to confirm persistent sodium current and
to focus on pathological remodelling of calcium cycles proteins. Acute treatment using Ranolazine
suppresses arrhythmias and normalise QTc. That opens the possibility to use Ranolazine as a chronic
treatment for mice and for patients witch develop type 3 long QT syndrome.

Keywords: Navl.5, Connexin43, myocardial remodelling, cardiac fibrosis, dilated cardiomyopathy,
Lenégre disease, type 3 long QT syndrome



