UNIVERSITE DE NANTES
FACULTE DE MEDECINE

ECOLE DOCTORALE CHIMIE BIOLOGIE

Année 2009

Régulation transcriptionnelle
des canaux ioniques :

Implication dans la plasticité
et le remodelage électriques cardiaques

THESE DE DOCTORAT

Ecole Doctorale BIOLOGIE SANTE
Discipline : Sciences de la vie et de la santé

Spécialité : Biologie cellulaire et moléculaire

Présentée et soutenue publiguement par

Patrice NAUD

Le 6 octobre 2009, devant le jury ci-dessous

Président Mme LEMARCHAND Patricia, Professeur, /’institut du thorax, Inserm UMR915,
CNRS ERL3147, Nantes

Rapporteurs Mme FISET Céline, Professeure, institut de cardiologie de Montréal, (CANADA)
M. BARHANIN Jacques, Directeur de recherche, CNRS FRE3093 TIANP, Nice

Examinateurs Mme RUCKER-MARTIN Catherine, Cadre de recherche, CNRS UMR 8162, Paris

Directeur de these Mme DEMOLOMBE Sophie, Chargée de recherche, !’institut du thorax, Inserm
UMR915, CNRS ERL3147, Nantes



A Denis Escande.



SOMMAIRE

INTRODUCTION
A. OBJECTIFS ET STRATEGIE

B. MODIFICATIONS PHYSIOLOGIQUES DE L’ACTIVITE ELECTRIQUE
AU COURS DE LA MATURATION DES TISSUS CONTRACTILES
CARDIAQUES
B.1. Hétérogénéité de 'activité électrique intrinséque du cceur
B.1.a. Mise en évidence fonctionnelle a I'étage intégré :
I'électrocardiogramme de surface
B.1.b. Mise en évidence fonctionnelle a I'étage cellulaire : le potentiel
d’action
B.1.c. Mise en évidence fonctionnelle au niveau de la cellule isolée : les
courants ioniques
B.1.d. Hétérogénéité moléculaire intrinseque des tissus contractiles : les
canaux ioniques

B.2. Modifications moléculaires et fonctionnelles des canaux ioniques avec I'age

a I'étage ventriculaire

B.2.a. Les canaux et courants sodiques

B.2.b. Les canaux et courants calciques

B.2.c. Les canaux et courants pacemaker

B.2.d. Les canaux et courants potassiques repolarisants

B.3. Modifications moléculaires et fonctionnelles des canaux ioniques avec I'age

a I'étage auriculaire

B.3.a. Les canaux et courants sodiques

B.3.b. Les canaux et courants calciques

B.3.c. Les canaux et courants pacemaker

B.3.d. Les canaux et courants potassiques repolarisants

C. MODIFICATIONS PHYSIOPATHOLOGIQUES DE L’ACTIVITE DONT LA

PREVALENCE AUGMENTE AVEC L’AGE : EXEMPLE DE
L’INSUFFISANCE CARDIAQUE
C.1. Impact de I'age dans l'insuffisance cardiaque

C.2. Modifications transcriptionnelles des canaux ioniques dans I'insuffisance
cardiaque

C.3. Modifications fonctionnelles des canaux ioniques
C.3.a. L’électrocardiogramme
C.3.b. Le potentiel d’action
C.3.c. Les courants ioniques

-12-

-12 -

-13 -
-13 -

-13-
- 16 -
-18 -
-23-

-27 -
- 28 -
-29 -
-29 -
-30 -

-32-
-32-
-32-
-33-
-33-

-37 -
- 38 -

-40 -
-40 -
- 40 -
41 -
41 -



D. MECANISMES DES MODIFICATIONS TRANSCRIPTIONNELLES DES
CANAUX IONIQUES CARDIAQUES

D.1. Etat des lieux sur les régulations transcriptionnelles des canaux ioniques
établies dans le coeur

D.1.a. Le canal sodique cardiaque Navl1.5

D.1.b. Le canal calcique cardiaque Cav1.2

D.1.c. Les canaux potassiques cardiaques
D.2. Facteurs de transcription jouant un role dans la maturation cardiaque
D.3. Facteurs de transcription jouant un réle dans I'insuffisance cardiaque

MATERIEL ET METHODES

A. MODELES EXPERIMENTAUX
A.1. Modele murin du développement et de la maturation cardiaque
A.2. Modéle murin d’hypertrophie et d’'insuffisance cardiaque

A.2.a. Induction du bloc auriculo-ventriculaire par radiofréquence chez la
souris

A.2.b. Protocole expérimental

-44 -

-44 -
-44 -
=45 -
- 46 -
-50 -
-54 -

-59 -

-60 -

-60 -

-60 -

-60 -
-62 -

A.3. Modele cellulaire de cardiomyocytes néonataux de souris en culture primaire- 63 -

A.4. Electroporation des cardiomyocytes néonataux

B. APPROCHES MOLECULAIRES
B.1. Préparation des ARN, contrbles qualité et rétrotranscription
B.2. RT-PCR quantitative & haut débit
B.2.a. Principe de la RT-PCR quantitative
B.2.b. Technologie des TagMan® Low Density Arrays
B.3. Classification des données d’expression
B.3.a. Définition
B.3.b. Classification hiérarchique non-supervisée
*  Distances inter-groupes
*  Algorithmes ascendants
B.4. Statistiques
B.4.a. Déterminations des valeurs aberrantes
B.4.b. Tests statistiques

C. APPROCHES ELECTROPHYSIOLOGIQUES
C.1. Electrocardiogramme de surface chez la souris
C.l.a. Enregistrement ECG chez la souris anesthésiée
C.1.b. Enregistrement ECG chez la souris vigile

C.2. Enregistrement du courant potassique Ito sur cardiomyocytes isolés par la
technique de patch-clamp

C.2.a. Isolement des cardiomyocytes ventriculaires
C.2.b. Enregistrement du courant potassique Ito
C.3. Statistiques

-63 -

-64 -
-64 -
-64 -
-64 -
- 66 -
- 67 -
-68 -
-68 -
- 69 -
-70 -
-70 -
-70 -
-71 -

-71-
-71 -
-72-
-73-

-73-
-73-
-74 -
-75 -



D. OUTILS BIOINFORMATIQUES -75 -

D.1. Ingenuity Pathways Analysis -75 -
D.2. Cardiac Promoter Database -76 -
D.2.a. Construction de la base de promoteurs -76 -
D.2.b. Outils de prédiction des éléments cis-régulateurs -77 -
*  Source des matrices -77 -
*  Prédiction de la fixation des matrices -77 -
*  Calcul de la surreprésentation de la fixation d’'un facteur de
transcription -78 -
RESULTATS -79 -

A. PROFILS DES CANAUX IONIQUES ET DES FACTEURS DE
TRANSCRIPTION DONT L’EXPRESSION EST MODIFIEE AU COURS DE

LA MATURATION VENTRICULAIRE CHEZ LA SOURIS -80 -
A.l. Les canaux ioniques - 80 -
A.2. Les facteurs de transcription - 83 -
A.3. Corrélation des profils des canaux et facteurs de transcription - 86 -

A.3.a Corrélation des profils d’expression - 86 -
A.3.b Identification des réseaux de régulation - 89 -
*  Prédiction de la sur-représentation des éléments cis-régulateurs

sur les promoteurs de chaque cluster - 89 -
* Réseaux d’interaction entre les facteurs de transcription co-
régulés au cours du développement et de la maturation -92 -

B. MECANISMES QUI SOUS-TENDENT LE REMODELAGE ELECTRIQUE
QUI PRECEDE L’HYPERTROPHIE VENTRICULAIRE DANS UN MODELE

D’INSUFFISANCE CARDIAQUE CHEZ LA SOURIS -94 -
B.1. Remodelage électrique induit par un bloc auriculo-ventriculaire complet chez
la souris -95 -
B.1.a. BAVc, arythmies précoces et hypertrophie -95 -
B.1.b. Remodelage ionique précoce - 96 -
B.1.c. Diminution transitoire du principal courant repolarisant Ito -97 -
B.2. Mécanisme du remodelage électrique associé a un bloc auriculo-
ventriculaire complet chez la souris -97 -

B.2.a. Corrélations des profils d’expression ventriculaire des sous-unités des
canaux ioniques et des régulateurs de la transcription en fonction du
temps chez la souris en BAVc - 98 -
B.2.b. Analyse bioinformatique de réseaux d’interaction des régulateurs de la
transcription sur-exprimés précocement aprés I'induction du bloc
auriculo-ventriculaire complet - 100 -
B.2.c. Analyses bioinformatiques de la sur-représentation des éléments cis-
régulateurs dans les promoteurs des genes sur-exprimes
précocement apres I'induction du bloc auriculo-ventriculaire complet - 101 -



B.3. Mise en évidence d’'un répresseur potentiel (Mef2d) du principal canal
sodique cardiaque (Nav1.5)

DISCUSSION

A. INTERET DE L’APPROCHE GENOMIQUE DES CANAUX IONIQUES ET

DES FACTEURS DE TRANSCRIPTION

B. QUELLE EST LA SIGNIFICATIVITE DES CLUSTERS DES CANAUX
IONIQUES ?

B.1. La méthode de clustering

B.2. La signification des données du clustering

C. LE MONDE DES ARNs : DES MOLECULES DONT L’EXPRESSION
EST REGULEE PAR DIFFERENTS SYSTEMES

C.1. Relation entre I'excitabilité cellulaire et le contrdle de la transcription des
canaux ioniques

C.2. Régulation de I'expression des canaux ioniques par les miRNA

D. OBJECTIFS
D.1. Validations in vitro et in vivo des facteurs de transcription candidats
D.1.a. Validation in vitro
*  Utilisation des siRNA
*  Essai rapporteur luciférase
*  Approche ChIP on chips
D.1.b. Validation in vivo
D.2. Modélisation mathématique des données de génomique

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

PUBLICATIONS ET COMMUNICATIONS ORALES

ANNEXES

- 103 -

- 107 -

- 108 -

- 108 -
- 108 -
- 110 -

-112 -

- 112 -
- 114 -

-114 -
-114 -
- 115 -
- 115 -
- 115 -
- 115 -
- 116 -
- 116 -

-117 -

- 144 -

- 146 -



ECG

PA

ADN

ADNCc

ARNmM

RT-PCR

HPRT

GAPDH

FT

LISTE DES ABREVIATIONS

ElectroCardioGramme

Potentiel d’Action

Acide DésoxyriboNucléique

Acide DésoxyriboNucléiqgue complémentaire

Acide RiboNucléiqgue messager

Reverse transcription-polymerase chain reaction
Hypoxanthine guanine PhosphoRibosyl Transferase
GlycerAldehyde 3-Phosphate DeHydrogenase
Oreillettes (A pour Atrium, en anglais)

Ventricules

Facteur de Transcription



FIGURES
Figure 1

FIGURE 2 :

FIGURE 3 :

FIGURE 4 :
FIGURE S :

FIGURE 6 :

FIGURE 7 :

FIGURE 8 :

FIGURE 9 :

FIGURE 10 :

FIGURE 11 :

FIGURE 12 :

FIGURE 13 :

FIGURE 14 :

FIGURE 15 :

FIGURE 16 :

FIGURE 17 :

FIGURE 18 :

LISTE DES ILLUSTRATIONS

Premiers électrocardiogrammes (ECG) de I'histoire.

Comparaison des électrocardiogrammes humain et murin, et des potentiels
d’action ventriculaires et auriculaires correspondants.

Potentiels d’action des tissus contractiles enregistrés chez 'Homme et la
souris.

Potentiels d’action épicardique et endocardique ventriculaires gauches.
Représentations schématiques des potentiels d’action ventriculaire.

Enregistrements de courants K* repolarisants dans loreillette et le
ventricule humain.

Enregistrements de la densité des courants K repolarisants dans le
ventricule et I'oreillette chez la souris adulte.

Enregistrements de courants K' repolarisants dans ['épicarde et
'endocarde chez 'lHomme et la souris.

Représentation schématique des potentiels d’action et des marqueurs
moléculaires de l'oreillette, de I'endocarde, du ventricule et de I'épicarde
dans le cceur sain chez 'lHomme.

Signatures spécifiques d’expression des génes codant les sous-unités des
canaux ioniques, les connexines et les protéines de 'homéostasie calcique
en fonction des compartiments cardiaques chez la souris.

Densité de courants K+ repolarisants dans des cellules atriales et
ventriculaires a différents stades de développement post-natal chez la
souris.

Deux mécanismes physiopathologiques de [linsuffisance cardiaque
atteinte diastolique et systolique.

Enregistrement de PA de cellules ventriculaires de patients non malade et
insuffisant cardiaque.

Courant |y, enregistré dans des cellules ventriculaires humaines de patients
non malade et insuffisant cardiaque.

Courant Ik, enregistré dans des cellules ventriculaires de patients non
malade et insuffisant cardiaque.

Courant I; enregistré dans des cellules ventriculaires de patients non
malade et insuffisant cardiaque.

Représentations schématiques du développement cardiaque.

Voies de signalisation et facteurs de transcription impligués dans la
régulation de I'expression des genes lors de I'hypertrophie cardiaque.



FIGURE 19 :

FIGURE 20 :

FIGURE 21 :

FIGURE 22 :

FIGURE 23 :

FIGURE 24 :

FIGURE 25 :

FIGURE 26 :

FIGURE 27 :

FIGURE 28 :

FIGURE 29 :

FIGURE 30 :

FIGURE 31 :

FIGURE 32 :

FIGURE 33 :

FIGURE 34 :

FIGURE 35 :

FIGURE 36 :

FIGURE 37 :

FIGURE 38 :

Electrocardiogramme (ECG) endocavitaire murin.

Principe de la technologie TagMan®.

Représentation schématique des méthodes de calculs des 2% et 2744
Photographie d’'une carte microfluide ou Low Density Array.

Méthode de mesure des paramétres sur un électrocardiogramme de
surface murin.

Classification hiérarchique, a deux voies, des canaux ioniques
Classification hiérarchique, a une voie, des canaux ioniques

Classification hiérarchique, a une voie, des facteurs de transcription et
cofacteurs

Détail du cluster | regroupant les génes dont I'expression augmente au
cours du développement cardiaque.

Détail du cluster Il regroupant les genes dont I'expression diminue au cours
du développement cardiaque.

Classification hiérarchique des génes codant les facteurs de transcription et
les sous-unités des canaux ioniques au cours du développement cardiaque.

Représentation des régulations découvertes par I'étude des FTs sur-
représentés dans les clusters.

Réseaux de régulation et d'interaction de FTs réalisé d’aprés Ingenuity.

Modifications de I'expression ventriculaire des sous-unités des canaux
ioniques et des régulateurs de la transcription en fonction du temps apres
induction d’un bloc auriculo-ventriculaire complet (BAVc) chez la souris.

Profils d’expression représentatifs des génes codant les canaux ioniques et
les facteurs de transcription du cluster | en fonction du temps apres
induction d’un bloc auriculo-ventriculaire complet (BAVc) chez la souris.

Réseaux d’interaction connus entre les régulateurs de la transcription sur-
exprimés a 12 h aprés linduction du bloc auriculo-ventriculaire complet
chez la souris.

Prédictions bioinformatiques de la sur-représentation des éléments cis-
régulateurs ATF et Jun sur les promoteurs des génes sur-exprimés
12 heures apres l'induction du bloc de conduction.

Profils d’expression représentatifs des génes codant le canal ionique
Navl.5 et le facteur de transcription Mef2d en fonction du temps apres
induction d’un bloc auriculo-ventriculaire complet (BAVc) chez la souris.

Profils d’expression du géne Mef2d.

Profils d’expression du géne SCN5A.



FIGURE 39 : Analyse par Western-blot du canal Nav1.5.

FIGURE 40 : Représentation des différentes voies de régulation du phénotype cellulaire
électrophysiologique.

10



TABLEAUX

TABLEAU L : Comparaison des valeurs physiologiques de tracés électrocardiographiques
humain et murin.

TABLEAU 2 : Caractéristiques communes au syndrome d’insuffisance cardiaque et au
processus physiologique du vieillissement cardiaque.

TABLEAU 3 : Mutations ou délétions de facteurs de transcription et anomalies du
développement cardiaque chez la souris.

TABLEAU 4 : Composition ionique des milieux intra-pipette et extracellulaire utilisés pour
'enregistrement du courant Iy,

EQUATIONS
EQUATION 1 : Transformation d'une matrice de position vers une matrice de poids
EQUATION 2 : Calcul du score corrigé

11



INTRODUCTION

12



A. Objectifs et stratégie

Mes travaux de thése se sont focalisés sur I'électrogenése cardiaque et les
mécanismes qui sous-tendent son adaptation. Les cellules cardiaques sont capables
d’adapter leurs propriétés électrophysiologiques a des contraintes externes physiologiques

ou pathologiques. On parle alors respectivement de plasticité et de remodelage électriques.

Chez les mammiféres, I'activité électrique cardiaque est sous la dépendance de plus
de 30 courants ioniques (Boyett et al., 1996). Ces courants sont générés par des canaux
ioniques formés par I'association de sous-unités a, ou sous-unités "canal”, et de sous-unités
auxiliaires régulatrices (sous-unité B). Une cellule spécialisée comme la cellule cardiaque
exprime une centaine de sous-unités a et B. La plasticité et le remodelage électriques
résultent de la modification du nombre et/ou des propriétés électrophysiologiques des
canaux ionigues a la membrane. Les variations du nombre peuvent étre dues a une
modification de leur transcription, de leur traduction, de leur adressage ou de leur
dégradation (Rosati & McKinnon, 2004). Parmi toutes ces étapes, notre hypothese est que
les modifications transcriptionnelles des génes codant les canaux ioniques jouent un role
prépondérant dans la plasticité et le remodelage électriques. La transcription est : spécifique,
finement régulée par de multiples facteurs, économique et adaptée a des réponses a moyen
et long terme. Des études précédentes réalisées au sein du laboratoire nous ont déja permis
de valider cette hypothése chez la souris et THomme, en définissant I'expression globale des
canaux ioniques dans différentes situations physiologiques et pathologiques, et en montrant
que les variations transcriptionnelles se répercutent au niveau fonctionnel. L’approche
génomique nous a montré que cette régulation ne concerne pas uniguement quelques géenes
mais des réseaux de canaux. Ces études ont aussi validé que les variations d’expression

observées se répercutaient au niveau fonctionnel.

A Theure actuelle, notre objectif est de comprendre quels sont les mécanismes
impligués dans la régulation transcriptionnelle des canaux ioniques et leurs liens avec
I'excitabilité cellulaire cardiaque. Ces mécanismes sont fondamentaux puisqu’ils sont a
l'origine de l'activité électrique normale du coeur et que leur perturbation conduit a la
survenue de troubles du rythme létaux, principale cause de mortalité cardiovasculaire dans

le monde.
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Nous abordons cette question par une stratégie de biologie intégrative qui consiste a:
1/ définir les profils d’expression de 'ensemble des facteurs de transcription et des canaux
ioniques cardiaques dans différentes situations physiologiques et pathologiques grace a un
outil de génomique (RT-PCR a haut débit) ;
2/ corréler les profils d’expression obtenus grace a la méthode de clustering, en partant de
I'hypothése que les facteurs de transcription impliqués dans la régulation de I'expression des
réseaux de canaux ioniques partagent avec ceux-ci un profil d’expression similaire ;
3/ utiliser des outils de bioinformatique pour identifier les facteurs de transcription les plus
probables dans la régulation des réseaux de canaux identifiés dans I'étape 2 ;
4/ valider ces résultats sur des modéles expérimentaux in vitro ;

5/ étudier I'impact fonctionnel de ces régulateurs sur I'activité électrique cardiaque in vivo.

Le premier objectif de ma thése a été d’étudier, afin de mieux les comprendre, les
mécanismes physiologiques ayant lieu au cours du développement et de la maturation
cardiaque chez la souris. Des applications existent dans les pathologies ou il y a une

réexpression du programme feetal.
Dans la deuxiéme partie de mon travail, je me suis intéressé aux mécanismes qui

conduisent a la survenue d’arythmies ventriculaires précoces dans un modéle murin de bloc

auriculo-ventriculaire complet.
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B. Modifications physiologiques de l'activité électrique au
cours de la maturation des tissus contractiles cardiaques

B.1. Hétérogénéité de I'activité électrique intrinséque du coeur

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

souris.

B.1l.a. Mise en évidence fonctionnelle a [I'étage intégré
I’électrocardiogramme de surface

L’électrocardiogramme (ECG) de surface est la technique la plus ancienne qui
permet de révéler, a I'échelle de 'organisme, les différents phénomeénes électriques associés
aux battements cardiaques. Il représente I'intégration spatio-temporelle la plus achevée et la
plus complexe du fonctionnement répétitif de protéines-canal. Le premier ECG humain,
enregistré par Waller en 1887 a l'aide de I'électrométre capillaire, ne met en évidence que
deux déflections produites par deux événements ventriculaires (Waller, 1887) (Figure 1A).
Cette technique était relativement sensible mais lente. Les enregistrements ont été
améliorés par Einthoven (Einthoven, 1901) (Figure 1B), qui a par la suite mis au point le
galvanomeétre a cordes. Il publia en 1903 le premier ECG humain comportant 5 déflections
désignées PQRST (Einthoven, 1903) (Figure 1C), caractéristiques d’'un tracé actuel : une
onde lente (P), désignant l'activité électrique auriculaire, suivie par une série rapide de
déflexions d’ondes (QRS) et une autre onde lente (T), représentant les différents
événements électriques au niveau des ventricules.

L’ECG reflete la séquence d’événements électriques associée au cycle de
contraction (dépolarisation) et de relaxation (repolarisation) de chaque région du cceur.
L’activité électrique myocardique chez 'Homme est initi€ée spontanément au niveau des
cellules pacemaker du nceud sinoatrial (NSA), structure mise en évidence pour la premiéere
fois par Arthur Keith et Martin Flack au début du 20°™ siécle (Keith & Flack, 1907 ;
Silverman & Hollman, 2007).

-13-



La vague d’excitation qui en émerge se propage rapidement a travers l'oreillette et la
dépolarisation auriculaire qui en résulte donne lieu a 'onde P de 'ECG (Figure 1C). La
premiére partie de 'onde P est produite par la dépolarisation de l'oreillette droite et la
seconde, par la dépolarisation de l'oreillette gauche. Aprés un délai au niveau du nceud
auriculo-ventriculaire (NAV), reflété par l'intervalle PR, I'excitation se propage aux ventricules
par les fibres de His-Purkinje. La dépolarisation ventriculaire, reflétée par le complexe QRS,

se propage depuis I'endocarde vers I'épicarde et depuis I'apex vers la base.

A

4

H

qﬁ-JMMH'

Figure 1 : Premiers électrocardiogrammes (ECG) de I'histoire (A) Enregistrement par Waller de 'ECG
humain, a laide de [I'électrométre capillaire. t, temps ; h, pulsation externe du coeur ; e,
électrocardiogramme. (B) Tracé publié par Einthoven en 1902 enregistré avec I'électromeétre capillaire.
Les ondes sont nommées A, B, C et D. Le tracé inférieur est une correction mathématique effectuée
par Einthoven. La terminologie utilisée est alors P, Q, R, S, et T. (C) Premiere publication dECG
humain enregistré par le galvanometre & cordes en 1903 (Janse & Rosen, 2006).

La repolarisation des oreillettes est masquée par le complexe QRS. Llintervalle ST
correspond a la période d’excitation des ventricules jusqu’a leur phase de repolarisation. La
forme de 'onde T de 'ECG illustre I'hétérogénéité de repolarisation qui existe au sein de la
paroi ventriculaire. Le complexe QRS et 'onde T ayant la méme polarité, les régions du
ventricule qui se dépolarisent en dernier sont donc également celles qui se repolarisent en
premier. Ainsi, 'épicarde est repolarisé avant 'endocarde et la base avant I'apex.

L’activité électrique cardiaque chez la souris est différente de celle de 'lHomme. En
effet, la fréquence cardiague moyenne chez la souris vigile est d’environ 600 battements par
minute, soit 10 fois plus rapide que chez 'Homme. De plus, le cceur de la souris différe

morphologiquement du coeur humain : la veine cave supérieure gauche persiste et se jette
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dans l'oreillette droite, il n’y a pas de septum atrial secondaire, le NSA est localisé au contact
de la veine cave supérieure au-dessus de sa jonction avec l'oreillette droite au lieu d’étre
dans loreillette elle-méme (Doevendans et al., 1998). Structurellement, le systeme de
conduction (NSA, NAV, faisceau de His et réseau de Purkinje) est semblable a celui de
’Homme (Rentschler et al., 2001), bien qu’il existe des connexions directes entre le faisceau
de His et le septum interventriculaire qui permettent I'activation du septum interventriculaire
de la base vers l'apex (van Rijen et al., 2001). Une différence notable dans ['activité
électrique cardiaque entre ’lHomme et la souris est la repolarisation cardiaque : 'onde de
repolarisation est accolée au complexe QRS chez la souris (Figure 2). De plus, 'onde T a
une apparence biphasique constituée d’'une phase rapide positive correspondant au début
de la repolarisation ventriculaire (appelée J) et d'une phase lente négative correspondant a
londe T (Liu et al., 2004). Le complexe QRS et 'onde T ayant une polarité différente, cela

indique une repolarisation tardive murine différente de celle qui est observée chez 'lHomme.

Homme

250 ms

Souris
-1
EL
2
v 25 ms
A

Figure 2: Comparaison des électrocardiogrammes humain et murin, et des potentiels d’action
ventriculaires et auriculaires correspondants (Nerbonne, 2004).

>
<
50 mV

i

Le tableau 1 récapitule les principaux paramétres physiologiques mesurés a partir

d’un tracé électrocardiographique chez 'Homme et la souris adulte vigile.
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Tableau 1: Comparaison des valeurs physiologiques de tracés électrocardiographiques humain et
murin.

Homme Souris
Fréquence moyenne (batt./min) 60 a 80 500 a 600
Onde P (durée, ms) <120 <14
Intervalle PR (durée, ms) 120 a 200 30a35
Complexe QRS (durée, ms) <100 <13
Segment ST isoélectrique absent
Intervalle QTc (durée, ms) <450 <60

B.1.b. Mise en évidence fonctionnelle a I'étage cellulaire : le
potentiel d’action

Au niveau cellulaire, 'avénement des techniques électrophysiologiques dans les
années 1950 a 1960 a permis d’enregistrer l'activité électrique spécifique des tissus
contractiles, ainsi que celle des tissus de 'automatisme et de la conduction, sous la forme de
potentiels d’action (PA) (HOFFMAN, 1959 ; HOFFMAN et al., 1959 ; DE CARVALHO et al.,
1959). La sommation dans le temps et dans I'espace de ces PA est responsable des
différentes ondes de 'ECG. L’étude des spécificités régionales de ces PA a permis de
révéler, a une nouvelle échelle, 'hétérogénéité électrique cardiaque (Schram et al., 2002).

Les PA myocardiques humains s’inscrivent en cinq phases successives : (I) une
phase 0 de dépolarisation rapide, (Il) une phase 1 de repolarisation précoce, (lll) une phase
de plateau (phase 2) suivie (IV) d’'une phase 3 de repolarisation qui raméne le potentiel de
membrane vers sa valeur de repos et enfin (V) une phase 4 qui correspond a une
stabilisation du potentiel de repos a un niveau proche du potentiel d’équilibre des ions
potassium (Nerbonne, 2004). Les cellules auriculaires et ventriculaires possedent des
caractéristiques électrophysiologiques différentes (Lauribe et al.,, 1989 ; Jost et al.,
2005) (Figure 3A). Le potentiel de repos des cellules auriculaires (= -70 & -80 mV) est
environ 5 a 10 mV plus dépolarisé que celui des ventricules (Schram et al., 2002). La durée
du PA auriculaire est plus courte que celle du PA ventriculaire et est caractérisée par une
phase de repolarisation précoce rapide et une phase de repolarisation tardive lente par
rapport au ventricule. A la différence du PA ventriculaire, une pente de dépolarisation

diastolique peut étre observée pendant la phase 4 du PA auriculaire (Schram et al., 2002).
Il existe des différences trés marquées entre les PA ventriculaires humain et murin

(Figures 3 et 4). Chez la souris adulte, la phase de dépolarisation rapide (phase 0) est

similaire a celle de 'Homme. La distinction se fait essentiellement au niveau de la
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repolarisation. Le PA ventriculaire murin n’a pas de phase de plateau et la repolarisation est
rapide (Nerbonne, 2004). De la méme maniére que chez 'Homme, les cellules auriculaires
et ventriculaires posseédent des caractéristiques électrophysiologiques différentes chez la
souris (Knollmann et al., 2007). Le potentiel de repos des cellules auriculaires est moins
hyperpolarisé que celui des ventricules et le PA auriculaire plus court que le PA ventriculaire.
Cependant, a linverse de 'Homme, la repolarisation tardive est plus rapide dans les
oreillettes par rapport aux ventricules (Figure 3B).

Chez 'Homme, I'hétérogénéité électrique au sein de la paroi ventriculaire a été bien
établie. Par rapport a 'endocarde, le PA épicardique est caractérisé par une durée plus
courte et une phase 1 de repolarisation proéminente suivie par une encoche (spike and
dome) (Ravens & Wettwer, 1998) (Figure 4A). De méme chez la souris, la durée du PA
épicardique est plus courte que celle du PA endocardique (Brunet et al., 2004 ; Costantini et
al., 2005) (Figure 4B).

A Homme B Souris

Ventricule

Oreillette

Figure 3: Potentiels d’action des tissus contractiles enregistrés chez 'Homme et la souris. (A)
Potentiels d’action ventriculaire (Jost et al., 2005)et auriculaire (Lauribe et al., 1989) chez 'Homme.
(B) Potentiels d’action ventriculaire et auriculaire chez la souris (Knollmann et al., 2007). La durée du
PA dans le ventricule est plus longue que dans l'oreillette chez 'Homme et la souris.

Par ailleurs, une hétérogénéité électrique le long de I'axe apico-basal ainsi qu’entre le
ventricule droit et gauche s’ajoutent a ce gradient transmural chez la souris et THomme. Ces
hétérogénéités électriques concernent la durée de la phase de repolarisation : la durée du
PA de la base est plus importante que celle de I'apex et elle est plus courte dans le
ventricule droit que dans le ventricule gauche (Watanabe et al., 1983 ; Di Diego et al., 1996 ;
Guo et al., 1999 ; Baker et al., 2000 ; Knollmann et al.,, 2001 ; Brunet et al., 2004 ;
Szentadrassy et al., 2005).
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Cette hétérogénéité de la repolarisation au sein des ventricules est a l'origine de
'onde T sur 'ECG et elle est une composante majeure dans la survenue des arythmies par

réentrées (Antzelevitch, 2007).

A Epicarde Endocarde
B Epicarde Endocarde
80 +
60 +
40 4
> 204
E ol
-20 4
-40
60
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Figure 4: Potentiels daction épicardique et endocardique ventriculaires gauches. (A)
Enregistrements chez ’'Homme (Ravens & Wettwer, 1998 ; Antzelevitch, 2007). (B) Enregistrements
chez la souris adulte (Dilly et al., 2006). La durée du PA dans les deux espéces est plus longue dans
'endocarde que dans I'épicarde.

B.1.c. Mise en évidence fonctionnelle au niveau de la cellule
isolée : les courants ioniques

Chacune des cing phases successives des PA correspond a des mouvements d’ions
spécifiqgues a travers la membrane des cellules cardiaques. Les méthodes d’analyse des
courants ioniques, introduites par Hodgkin et Huxley en 1952, ont permis d’identifier leur role
dans la genése du potentiel d’action (HODGKIN & HUXLEY, 1952). lIs ont en effet établi des
équations mathématiques décrivant les propriétés d’activation, de déactivation et
d’inactivation des conductances potassique et sodique de I'axone géant de calmar. Ces
équations ont ensuite été utilisées pour I'analyse des cinétiques des autres courants. En
1967, Reuter enregistra sur des fibres de Purkinje de mouton le premier courant calcique
grace a la technique de potentiel imposé (voltage-clamp) en double-sucrose-gap (Reuter,
1967). La majorité des connaissances actuelles concernant les courants ioniques cardiagues
ont été obtenues grace a la méthode de voltage-clamp comme, par exemple, la découverte
du courant pacemaker I; dans les cellules sinusales de lapin (Brown & DiFrancesco, 1980).
Par la suite, le développement de techniques plus sensibles, comme le patch-clamp dans les
années 1980 (Hamill et al., 1981), a permis d’enregistrer de nouveaux courants tels que les
deux composantes du courant calcique (lca. €t lcat) dans les cellules atriales de chien

(Bean, 1985) ou bien encore les deux composantes du courant transitoire sortant ly, (lio1,
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courant potassique, et ly,,, courant chlorure) dans les cellules de fibres de Purkinje de

mouton (Coraboeuf & Carmeliet, 1982).

Chez 'Homme, la phase de dépolarisation rapide du PA ventriculaire est induite par
lactivation du courant sodique (Ina) (Figure 5A). Cette phase est suivie par une
repolarisation transitoire reflétant I'inactivation des canaux sodiques et I'activation du courant
potassique transitoire sortant |, (nommé précédemment l). |, Se caractérise par deux
variants en terme de cinétique : |y st (log), présentant une cinétique d’inactivation rapide, et
losiow (los), @avec une cinétique d’inactivation lente (Nabauer et al., 1996). Cette repolarisation
transitoire ou "notch" influence 'amplitude de dépolarisation et la durée du plateau du PA. La
dépolarisation membranaire active également les courants calciques voltage-dépendants.
L’influx de calcium a travers les canaux de type L (Ic,) durant la phase de plateau est le
principal activateur du couplage excitation-contraction du myocarde. Durant cette phase, la
sortie de potassium est élevée et au fur et a mesure que les canaux calciques s’inactivent,
les courants potassiques sortants deviennent prédominants. Il en résulte une repolarisation
gui raméne le potentiel de membrane au niveau du potentiel de repos. Contrairement aux
canaux calciques et sodiques, il existe de multiples types de courants potassiques voltage-
dépendants et voltage-indépendants qui contribuent a la repolarisation du PA. La plus
grande diversité fonctionnelle se trouve parmi la famille des courants voltage-dépendants.
Outre les deux types de courants sortants transitoires |y €t |y s, il €Xiste plusieurs courants a
rectification retardée, dont Ik, (Ikgapige)s lks (Ik(siow)) €t lkur (Ikitrarapiay)- L& famille des courants
voltage-indépendants comprend les courants a rectification entrante Ixy, lxach €t lxarp. La
durée du potentiel d’action cardiaque est déterminée par la balance entre les courants
entrants dépolarisants et les courants sortants repolarisants, notamment durant les phases
de plateau et de repolarisation. La résistance membranaire étant forte durant ces deux
phases, des changements subtils de densité des courants ioniques peuvent induire des
variations importantes de la durée du PA. Durant la phase 4 du PA, le courant lx; permet la

stabilisation du potentiel de repos vers le potentiel d’équilibre du potassium.
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Figure 5: Représentations schématiques des potentiels d’action ventriculaire (A) et auriculaire (B)
humains et ventriculaire murin (C) ainsi que les courants ioniques associés (Nerbonne, 2004 ;
Nerbonne & Kass, 2005).

L’hétérogénéité des PA auriculaires et ventriculaires chez 'lHomme est associée a
des différences dans la nature et dans les propriétés de différents courants ioniques
(Figures 5A et 5B) (Nerbonne & Kass, 2005). Par exemple, le courant Iy, dans les cellules
atriales humaines a des propriétés d’inactivation différentes de celui des cellules
ventriculaires (Sakakibara et al., 1992). Parmi les courants ioniques responsables de la
phase 1 de repolarisation du PA, la densité du courant I, est plus importante dans l'oreillette
par rapport au ventricule et I, s, a l'inverse, a une densité de courant plus faible (Varro et al.,
1993 ; Coraboeuf et al., 1998 ; Nattel et al., 2000 ; Nerbonne & Kass, 2005).

A Oreillette Ventricule

II:H“"-&-—_%.;:-\F

"PW

[ . | 200pA

J0ms
B Oreillette Ventricule
+10mV
.20 mV.

|1nno pA

140 mV 100 ms

Figure 6 : Enregistrements de courants K* repolarisants dans l'oreillette et le ventricule humain. (A)
Enregistrement du courant Iy, (Li et al., 1996). (B) Enregistrement du courant lx; (Wang et al., 1998).
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De plus, le courant potassique ultrarapide a rectification retardée ly,,, impliqué dans la
phase 3 de repolarisation du PA, est présent dans les cellules auriculaires mais pas
ventriculaires (Li et al., 1996) (Figure 6A). Au contraire, la densité du courant Ix; est plus
faible dans les oreillettes, expliquant la phase 3 de repolarisation plus lente par rapport aux
ventricules et le potentiel de repos plus dépolarisé (Varro et al., 1993 ; Wang et al., 1998)
(Figure 6B).

Les différences majeures entre les PA du myocarde contractile humain et murin
concernent principalement les courants K* repolarisants (Figures 5A et 5C). En effet, chez
la souris adulte, il n’y a pas de plateau et la repolarisation est rapide. Les principaux courants
cardiaques repolarisants identifiés dans les cardiomyocytes ventriculaires murins sont ly, (lo 1,
los), lksiow (Iksiowss lksiowz) €t lss (Xu et al., 1999a). Contrairement a ce qui est observé chez
I'Homme, les courants s et I, ont un réle prépondérant durant la repolarisation ventriculaire
embryonnaire mais ils ne sont pas (ou trés peu) détectables dans les cardiomyocytes des
souris adultes (Nerbonne et al.,, 2001). Il faut noter que les acteurs de la phase de
dépolarisation rapide (lyg) et de repolarisation rapide (I,) sont les mémes chez la souris et
'Homme.

Chez la souris, 'amplitude globale des courants K* est similaire ente les oreillettes et
les ventricules. Cependant, la densité des courants ly,¢ et lx sow, représentant la majorité des
courants K* repolarisants, est plus importante dans les ventricules (Brouillette et al., 2004 ;
Nerbonne & Kass, 2005 ; Grandy et al., 2007) (Figure 7). Une étude chez le rat a démontré
gue la densité du courant Ix acn auriculaire est environ 6 fois supérieure a celle du ventricule
(McMorn et al.,, 1993). L’activation parasympathique du courant lgacn Serait donc
responsable du raccourcissement du PA dans les oreillettes. Lors de la stimulation
parasympathique du courant Il ach, l€ raccourcissement des PA au sein du tissu auriculaire
est hétérogene (Ninomiya, 1966). Cette hétérogénéité contribuerait aux troubles du rythme
supraventriculaires (Liu & Nattel, 1997). Par ailleurs, il a été montré dans différents modéles
animaux que la densité du courant lx; est plus faible dans les oreillettes par rapport aux
ventricules (Melnyk et al., 2002 ; Dhamoon et al., 2004). Cette différence pourrait expliquer le
potentiel de repos plus dépolarisé des oreillettes mais elle parait étre beaucoup moins

prononcée, si elle existe, chez la souris par rapport a I’'Homme (Lomax et al., 2003).
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Figure 7: Enregistrements de la densité des courants K’ repolarisants dans le ventricule (A) et
l'oreillette (B) chez la souris adulte (Brouillette et al., 2004).

De méme, les bases ioniques de I'hétérogénéité électrique au sein de la paroi
ventriculaire ont été attribuées a la distribution asymétrique de différents courants ioniques.
Chez 'Homme, il semble que I'hétérogénéité de repolarisation de la paroi ventriculaire soit
principalement liée au courant potassique transitoire sortant l,, qui présente une densité
environ 4 fois plus importante dans I'épicarde par rapport a I'endocarde (Figure 8A)
(Nabauer et al., 1996 ; Brouillette et al., 2004). Cette différence de densité est un élément clé
de I'hétérogénéité de repolarisation transmurale puisqu’elle est associée a la présence
spécifigue du spike and dome au niveau du PA épicardique. La composante a cinétique
d’inactivation rapide |, ; est majoritairement présente dans I'épicarde ventriculaire alors que
la composante lente (I, s) caractérise 'endocarde (Kaab & Nabauer, 2001).

Chez la souris, I'hétérogénéité transmurale est liée aux courants |y €t lxgow QUi
présentent une densité de courant plus importante dans I'épicarde par rapport a 'endocarde
de la paroi du ventricule gauche (Brunet et al., 2004) (Figure 8B). D’autres différences
électrophysiologiques au sein de la paroi ventriculaire existent. Chez le rat, les courants
sodique Iy, et potassique lx; présentent eux aussi un gradient transmural avec une densité
supérieure dans I'endocarde par rapport a I'épicarde (Yao et al.,, 1999 ; Ashamalla et al.,

2001).
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Figure 8 : Enregistrements de courants K* repolarisants dans I'épicarde et I'endocarde chez 'lHomme
et la souris. (A) Enregistrements de la densité de courant I, dans I'épicarde et 'endocarde humain
sain (Nabauer et al., 1996). (B) Enregistrements de la densité des courants repolarisants K" dans
I'épicarde et I'endocarde ventriculaire gauche chez la souris adulte (Brunet et al., 2004).

Par ailleurs, les hétérogénéités électriques le long de I'axe apico-basal ainsi qu’entre
les ventricules droit et gauche ont principalement été associées a un gradient de densité des
courants K* repolarisants impliquant principalement I, (Di Diego et al., 1996 ; Xu et al.,
1999a ; Brunet et al., 2004 ; Szentadrassy et al., 2005). Globalement, le gradient de densité
des courants K* repolarisants dans le compartiment ventriculaire est le suivant : ventricule
droit > épicarde du ventricule gauche (apex et base) > endocarde du ventricule gauche

(apex et base) > septum interventriculaire.

B.1.d. Hétérogénéité  moléculaire intrinséque des  tissus
contractiles : les canaux ioniques

Grace au développement de la biologie moléculaire dans les années 1980, les
premiers génes codant des canaux Na* et K ont été (Noda et al., 1984 ; Papazian et al.,
1987). Depuis le séquencage du génome de 'Homme et de la souris, I'identification de
plusieurs centaines de genes codant pour les différentes sous-unités des canaux ioniques
montre une importante diversité moléculaire et fonctionnelle (Lander et al., 2001 ; Okazaki et
al., 2002). L’étude de l'expression des génes (ou génomique) peut maintenant étre
appréhendée par les technologies de puces a ADN, pour les plus courantes, et par la RT-

PCR quantitative a haut débit, pour la plus récente. Ces technologies permettent I'analyse
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globale et simultanée de I'expression d’'une partie ou de I'ensemble des génes d’'un
organisme : le transcriptome. Les données présentées dans la suite de cette introduction
seront principalement tirées de nos études récentes chez ’'Homme et la souris montrant que
les différences électrophysiologiques entre les régions cardiaques sont sous-tendues par
des différences dans I'expression des canaux ioniques (Marionneau et al., 2005 ; Gaborit et
al., 2007).

L’hétérogénéité de I'expression des genes codant 'ensemble des sous-unités des
canaux ioniques, des connexines et des protéines de 'homéostasie calcique dans le coeur
humain sain, permet de discriminer le tissu auriculaire du tissu ventriculaire (Gaborit et al.,
2007). Cette étude suggeére fortement que la spécificité de la fonction électrique de chaque
compartiment cardiaque est sous-tendue par une expression transcriptionnelle régionale des
canaux ioniques (Figure 9).
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Figure 9: Représentation schématique des potentiels d’action et des marqueurs moléculaires de

l'oreillette, de I'endocarde, du ventricule et de I'épicarde dans le coeur sain chez 'Homme. La partie

droite du schéma indique les marqueurs moléculaires spécifiques de chaque région cardiaque. En

rouge sont indiqués les genes les plus fortement exprimés, en noir et gras, les génes d’expression
intermédiaire et en noir, les génes les plus faiblement exprimés (Gaborit et al., 2007).

Chez 'Homme, la principale protéine-canal générant I, s est Kv4.3. Son transcrit et sa
protéine sont plus exprimés dans l'oreillette par rapport au ventricule comme sa sous-unité
régulatrice KChIP2. Ces résultats sont en accord avec une densité du courant l,¢ plus
importante dans l'oreillette par rapport au ventricule chez 'lHomme (Nerbonne & Kass,
2005). A Tlinverse, le transcrit de Kv1.4, principale protéine-canal du courant l,s, est

spécifiguement exprimé dans le compartiment ventriculaire, résultat qui est a nouveau en
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concordance avec les données fonctionnelles puisqu’une plus grande densité de ce courant
a été enregistrée dans le ventricule par rapport a l'oreillette (Nerbonne & Kass, 2005). En
accord avec les données fonctionnelles obtenues chez 'Homme ou le rat (McMorn et al.,
1993 ; Li et al., 1996), parmi les sous-unités les plus exprimées et specifiques de loreillette,
on trouve : Kv1.5, responsable du courant I, chez ’lHomme ; Kir3.1 et Kir3.4, générant le
courant I acn. Enfin, le transcrit de Kir2.1 est fortement et spécifiquement exprimé dans le
ventricule, ce qui corréle avec la densité du courant lx; qu'il génére, plus importante dans le
ventricule par rapport a l'oreillette (Varro et al., 1993).

De la méme maniére que chez 'Homme, I'étude de notre équipe chez la souris
montre que l'oreillette et le ventricule se distinguent par des signatures transcriptionnelles
des canaux ioniques spécifiques a chacun des compartiments (Marionneau et al., 2005)
(Figure 10). Chez la souris, I'expression du gene codant pour Navl.5, générant le courant
Ina TTX-insensible, est plus importante dans le ventricule par rapport a l'oreillette. Cette
expression préférentielle concorde avec le role clef de Navl.5 dans la conduction rapide de
l'influx électrique dans le tissu ventriculaire (Papadatos et al., 2002). A la différence de
travaux précédents montrant une expression plus forte des transcrits de Kv4.2 dans le
ventricule par rapport aux oreillettes (Dixon & McKinnon, 1994 ; Xu et al., 1999hb), cette étude
a mis en évidence une expression similaire de cette sous-unité dans les deux compartiments
contractiles. Or, chez la souris, la sous-unité Kv4.2 est la principale sous-unité canal
générant le courant l,; qui, a I'inverse de 'Homme, a une densité plus importante dans le
ventricule par rapport a l'oreillette (Xu et al., 1999b). L’hétérogénéité d’expression de Iy
entre le ventricule et I'oreillette ne serait donc pas due a I'expression préférentielle de Kv4.2
dans le ventricule, mais a celle de sa sous-unité régulatrice KChIP2 (Marionneau et al.,
2005). Le rble essentiel de KChIP2 dans la génération du courant l,,¢ a été démontré en
invalidant son gene chez la souris (Kuo et al., 2001). Cette invalidation abroge totalement le
courant l,, dans les ventricules. A I'inverse des gros mammiféres comme 'Homme, Kv1.5 est
plus exprimé dans le ventricule que dans l'oreillette chez la souris (Marionneau et al., 2005).
Ceci est en accord avec la densité de I sow1, Plus importante dans le ventricule par rapport a
I'oreillette chez la souris (Grandy et al., 2007). Par ailleurs, les souris pour lesquelles Kv1.5 a
été inactivé possedent un allongement du QT montrant un réle majeur de Kv1.5 dans la
repolarisation ventriculaire (London et al., 1998). Comme pour 'Homme, les sous-unités
Kir3.1 et Kir3.4 sont préférentiellement exprimées dans le tissu auriculaire (DePaoli et al.,
1994 ; Marionneau et al., 2005). Ces résultats concordent avec les études montrant que le
courant I acn €st plus important dans les oreillettes par rapport aux ventricules (McMorn et
al., 1993). Enfin, alors que la plus faible densité du courant lx; dans l'oreillette, observée
dans différents modeles animaux et chez 'lHomme (dans un de nos travaux), a été expliquée

par une plus faible expression du canal Kir2.1 dans l'oreillette par rapport au ventricule
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(Melnyk et al., 2002 ; Dhamoon et al., 2004 ; Gaborit et al., 2007), I'expression de cette sous-
unité ne varie pas entre ces deux compartiments chez la souris (Marionneau et al., 2005).
Ce résultat confirmerait la moindre hétérogénéité de Ik, entre l'oreillette et le ventricule chez

la souris par rapport aux plus gros mammiféeres comme 'Homme (Lomax et al., 2003).

Figure 10: Signatures spécifiques d’expression des genes codant les sous-unités des canaux
ioniques, les connexines et les protéines de ’homéostasie calcique en fonction des compartiments
cardiaques chez la souris. Classification hiérarchique appliguée a 71 génes (verticalement) et a
6 pools de noeuds sinusaux (SAN1-SANG6), nceuds auriculo-ventriculaires (AVN1-AVNG), d’oreillettes
(A1-A6) et de ventricules (V1-V6) du coeur murin adulte (horizontalement). Chaque géne et chaque
pool sont représentés par une ligne et une colonne, respectivement. Chaque carré coloré correspond
au niveau d’expression relatif d’'un géne. La gamme de couleur s’étend du vert (moins exprimé) au
rouge (plus exprimé). Les valeurs manquantes sont représentées en gris. Les clusters de génes A et
C indiquent des génes pertinents dans la discrimination des tissus de I'automatisme par rapport aux
tissus contractiles alors que les clusters B et D discriminent les ventricules des oreillettes (Marionneau
et al., 2005).

Les bases moléculaires du gradient transmural des courants ioniques Iya, lof los €t
lk; ont été attribuées a la distribution asymétrique de différentes sous-unités des canaux
ioniques qui générent ces courants chez la souris, le rat, le chien et ’'Homme (Rosati et al.,
2006 ; Teutsch et al., 2007 ; Gaborit et al., 2007). Nous avons notamment confirmé cette

hypothése en mettant en évidence un gradient d’expression entre I'épicarde et I'endocarde
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pour les transcrits codant pour Nav1.5, Navp1, KChIP2 et Kv1.4 chez 'Homme (Gaborit et
al., 2007).

B.2. Modifications moléculaires et fonctionnelles des canaux
ioniques avec I’age a I’étage ventriculaire

L’étude du développement et de la maturation cardiaque apporte des connaissances
sur de nombreux changements biologiques, y compris sur les altérations du systéme
cardiovasculaire (Artman et al., 2002) La réexpression du programme foetal, les
changements de I'électrophysiologie et les variations de I'expression des canaux ioniques
sont autant de manifestations, signes de ces modifications. En plus des changements dans
I' « embryologie moléculaire » déja bien caractérisés, le coeur immature est capable de
plasticité et de remodelage dans les mécanismes et la régulation de I'excitabilité, de la
contraction, de la relaxation et des propriétés de conduction des cardiomyocytes. En dépit de
nombreux progrés ces derniéres années, l'étiologie et la nature de ces changements
demeurent partiellement connues. Jusqu’'a présent, les recherches expérimentales se sont
attachées a I'étude d’'un courant ou d’un canal ionique particulier, sans prendre en compte la
régulation de 'ensemble des protagonistes (Wetzel & Klitzner, 1996). Chez la souris, le rat et
le chien, le cceur néonatal présente une durée de potentiel d’action plus long, et un potentiel
de membrane plus dépolarisé que le cceur adulte. A I'échelle cellulaire, de nombreux
changements s’opérent au niveau des canaux ioniques, incluant le courant transitoire sortant
lo, responsable de la repolarisation précoce du potentiel d’action (Kilborn & Fedida, 1990 ;
Crumb, Jr. et al., 1995), les altérations du courant rectifiant entrant lx;, responsable du
maintien du potentiel de membrane a un potentiel négatif (Kilborn & Fedida, 1990 ; Chen et
al., 1991 ; Masuda & Sperelakis, 1993), le courant calcique de type L Ic,., responsable chez
'adulte de linflux de calcium durant le potentiel d’action (Huynh et al., 1992), le courant
calcique de type T lc,r qui est impliqué dans l'activité pacemaker (Ferron et al., 2002), et
I'échangeur sodium-calcium, responsable de I'extrusion de calcium du cceur adulte, qui
pourrait servir comme source d’influx de calcium dans le coeur immature (Artman et al.,
2000). Ces études sont souvent conduites sur des especes différentes, ou a des stades de
développement différents. Cela est problématique puisqu’il existe de grandes différences
entre especes concernant l'activité électrique et la composition en canaux ioniques
cardiaques qui s’y rattachent (Harrell et al., 2007). De plus, les études électrophysiologiques
sur la maturation et le développement cardiaque sont difficilement comparables car

effectuées sur des espéces différentes et surtout a des stades différents de cette maturation.
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Ma stratégie consiste a comparer, dans une méme espéce, l'expression de
l'ensemble des canaux ioniques avec un choix exhaustif de stades de développement
(embryonnaires E15,5, E18,5 et post-nataux P1, P7, P20, adulte). L’objectif final de ce projet
est de comprendre les variations de I'électrogénese cardiaque au cours du développement
afin de mieux appréhender et interpréter les maladies, telles les arythmies, dont l'incidence

augmente avec I'age.

B.2.a. Les canaux et courants sodiques

Au niveau moléculaire, chez la souris, durant la cardiogenése, le profil d'expression
du géne SCN5A (codant le principal canal sodique cardiaque Nav1.5) connait des variations
importantes. Si son expression est détectée des le stade embryonnaire E9.5, et qu'elle
augmente jusqu'a un pic au jour E11.5, elle diminue ensuite jusqu'au stade E13.5 puis
réaugmente sans discontinuer jusqu'a la naissance. Apres cette derniére, lI'expression de
SCN5A augmente graduellement aux stades postnatal et adulte (Davies et al., 1996 ;
Zimmer et al., 2002 ; Haufe et al., 2005 ; Harrell et al., 2007). Le niveau d'expression de la
protéine Navl.5 suit le méme profil, avec une distribution de Navl1l.5 uniforme dans le
myocarde ventriculaire (Davies et al., 1996 ; Zimmer et al., 2002 ; Haufe et al., 2005 ; Harrell
et al.,, 2007 ; Dominguez et al., 2008a). La sous-unité régulatrice des canaux sodiques
Navpl suit ce méme profil, sous-entendant que ces deux génes pourraient avoir une
régulation transcriptionnelle commune durant la cardiogenése (Dominguez et al., 2005). Au
niveau fonctionnel, dans les cceurs de souris, de rat et de poulet, la densité des canaux
sodiques est augmentée de fagon marquée au cours du développement (Fujii et al., 1988 ;
Conforti et al., 1993 ; Davies et al., 1996). L’augmentation significative de la densité de
canaux sodiques observée pourrait alors avoir un réle dans la physiologie du cceur important
lors du développement cardiaque (Davies et al., 1996). Les évolutions des propriétés
biophysiques et pharmacologiques du canal sodique sont encore peu connues entre les
stades embryonnaires, néonataux et adultes chez la souris (Benndorf et al., 1985 ; Nuss &
Marban, 1994). L’étude du tissu ventriculaire au cours du développement montre de légers
changements de la fonction du canal sodique puisqu’il est observé une augmentation de la
vitesse de conduction (Rosen et al., 1978 ; Fujii et al., 1988). Dans des cellules ventriculaires
de rat, des mesures directes des courants sodiques montrent également une augmentation

du taux d’inactivation de ce canal au cours du développement (Qu & Robinson, 2004).

-28 -



B.2.b. Les canaux et courants calciques

L’expression des génes CACNALD (isoformes 1a et 1b, variants d’épissage de I'exon
1) et CACNAILC, codant les canaux calciques de type L (Cavl.3 et Cavl.2 respectivement),
apparait des 9.5 jours post coitum, dans les myocytes ventriculaires chez la souris. A ce
stade, CACNAI1D a une expression plus importante que CACNALC, et son isoforme 1b est
alors plus exprimée que lisoforme 1a. Lors de la deuxiéme moitié du développement
embryonnaire, 'expression de CACNA1D diminue, tandis que celle de CACNA1C augmente.
CACNALC devient le type prééminent un peu avant la naissance (Takemura et al., 2005).
Le gene CACNA1H codant le canal calcique de type T Cav3.2 est lisoforme dont
I'expression prédomine aux stades embryonnaires E9.5 a E18. L’expression de CACNA1G
codant I'autre canal calcique de type T Cav3.1 augmente entre ces stades E9.5 et E18 Son
expression demeure moins importante que celle de CACNA1H durant la période
embryonnaire. Au stade adulte, a linverse, I'expression de CACNA1G devient plus
importante que celle de CACNA1H, donnant lieu a une permutation de linfluence de
I'expression des deux génes durant la période périnatale (Niwa et al., 2004 ; Harrell et al.,
2007).
Au niveau fonctionnel, 'amplitude globale du courant calcique est comparable entre les
stades embryonnaires E9.5 et E18, puis augmente pour les stades adultes (Niwa et al.,
2004). 1l existe des changements développementaux des courants de type L et de type T.
L’équipe de J.P. Gomez a montré une diminution du courant de type T au cours de la
maturation cardiaque (Gomez et al.,, 1994). De nombreuses études sur des myocytes
ventriculaires de différents mammiféres (Osaka & Joyner, 1991 ; Masuda & Sperelakis, 1993
; Wetzel et al.,, 1993 ; Gomez et al.,, 1994 ; Wetzel & Klitzner, 1996) ont rapporté une
augmentation liée a 'age du courant Ic,, au cours du développement. Ceci peut étre relié a
une densité de canaux calciques de type L qui est moins importante pour le stade néonatal

gue pour le stade (Katsube et al., 1998 ; Nguemo et al., 2007).

B.2.c. Les canaux et courants pacemaker

Chez la souris, les transcrits du géne HCN4 sont présents deés le stade 9.5 jours post
coitum et son expression est prédominante par rapport aux transcrits HCN1, HCN2 et HCN3.
L’expression de HCN4 diminue ensuite trés fortement jusqu’a la naissance puis réaugmente
légérement pour rester stable jusqu’au stade adulte. Aprés la naissance, le niveau
d’expression de HCN2 dépasse celui de HCN4 et devient prédominant, tandis que HCN1 et
HCN3 sont quasiment absents (Shi et al., 1999 ; Marionneau et al., 2005 ; Liu et al., 2007).
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Dans le ventricule humain adulte, a la différence de la souris, HCN4 apparait plus exprimé
gque HCNZ2, indiquant une difféerence de profil d'isotypes entre les espéces, et plus
particulierement entre la souris (Herrmann et al., 2007 ; Harzheim et al., 2008) et ’'Homme
(Schulze-Bahr et al., 2003 ; Ueda et al., 2004 ; Milanesi et al., 2006 ; Nof et al., 2007 ;
Stillitano et al., 2008). Au niveau fonctionnel, Yasui et al., en 2001 ont montré chez la souris
qu’un courant If, similaire a celui du nceud sinusal adulte, est présent dans les myocytes
ventriculaires embryonnaires, courant qu’ils associent a I'expression du géne HCN4 (Yasui
et al., 2001).

Des études plus anciennes sur le ventricule de poulet avaient déja rapporté I'existence d’un
courant If, aux stades précoces du développement embryonnaire. Chez la souris comme
chez le poulet, le courant n’est pas mesuré aux stades embryonnaires tardifs (Satoh &
Sperelakis, 1991 ; Brochu et al., 1992). Des études complémentaires ont par la suite montré
gue ce courant If est présent dans le ventricule de rat, a des potentiels physiologiques, chez
'adulte (Robinson et al., 1997), tandis que d’autres (Cerbai et al., 1999) ont rapporté un
changement de la densité de courant qui diminue aprés la naissance. D’autre part, le courant
If pourra étre mis en évidence dans les stades adultes dans les ventricules agés ou malades
chez le rat (Cerbai et al., 1994) et chez 'lHomme (Cerbai et al., 2001).

B.2.d. Les canaux et courants potassiques repolarisants

Au niveau moléculaire, I'expression du géne KCNJ2, codant le canal potassique a
rectification entrante Kir2.1 augmente entre les stades embryonnaire et adulte (Harrell et al.,
2007). Au niveau fonctionnel, la densité du courant Iy, responsable du maintien du potentiel
de repos des myocytes adultes, est faible chez 'embryon et le foetus et augmente durant le
développement pré- puis post-natal, chez la souris et chez le rat (Josephson & Sperelakis,
1990 ; Chen et al., 1991 ; Huynh et al., 1992 ; Wahler, 1992 ; Masuda & Sperelakis, 1993 ;
Xie et al., 1997 ; Grandy et al., 2007).

Chez la souris, I'expression des génes KCND2 et KCND3 (codant respectivement les
canaux potassiques Kv4.2 et Kv4.3, sous-unités responsables du courant l,) augmente entre
les stades embryonnaire et adulte. Le transcrit KCNIP2 de la sous-unité régulatrice KChIP2
suit le méme profil (Grandy et al.,, 2007 ; Harrell et al., 2007). Au niveau fonctionnel,
'association de cette sous-unité KChIP2 avec Kv4.2 et Kv4.3 chez la souris peut ainsi
modifier la densité d’l,, (Kuo et al., 2001 ; Shibata et al., 2003 ; Pourrier et al., 2003). En

2007, Grandy et al. montrent une augmentation de ce courant aprés la naissance. Cette
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augmentation d’l,, au cours de la cardiogenése est aussi répertoriée chez le rat et le chien
(Kilborn & Fedida, 1990 ; Jeck & Boyden, 1992).

Chez la souris, le niveau d’ARNm des génes KCNA2, KCNA5, et KCNB1, codant
respectivement les canaux Kv1.2, Kv1.5, et Kv2.1, augmente de 3 & 5 fois entre la naissance
et le stade adulte. L’analyse par Western Blot révéle, pour la méme période, que: Kv1.2
augmente, tandis que Kv1.5 stagne, et que Kv2.1 diminue (Xu et al., 1996).

Toujours chez la souris Franco et al. (2001) ont montré que '’ARNm de KCNQ1 et KCNH2
(ainsi que la protéine) sont exprimés dés 9.5 jours post coitum. L’expression du géne
KCNEL1, sous-unité régulatrice de KCNQ1, est également constatée a ce stade précoce.
Cette sous-unité posséde en outre une expression purement ventriculaire a la fin de la

période de gestation chez la souris (Franco et al., 2001).

En régle générale, l'expression des génes codant des canaux repolarisants
augmente au cours du développement (Roberds & Tamkun, 1991 ; Wang & Duff, 1996). Ce
phénoméne est a méme d’expliquer le raccourcissement du potentiel d’action observé au

cours du développement et de la maturation cardiaque chez la souris.

Au niveau fonctionnel, Grandy et al. signalent en 2007 que le courant Iggew €St
significativement plus important dans les myocytes ventriculaires adultes de souris,
comparés aux myocytes des stades néonataux et des stades intermédiaires. lgson €St
composé de 2 courants Iy, et lkss. La densité de courant lgss est plus important pour les
stades a 20 jours et adulte (quasi identique pour ces deux stades) comparé aux stades
néonataux précoces 1 et 7 jours (également identiques pour ces stades). Cette
augmentation semble étre corrélée a la hausse de I'expression des génes codant Kv1.2 et
Kv2.1. Ig, est similaire pour les stades 1, 7 et 20 jours postpartum. |l augmente
significativement en densité pour le stade adulte, et n’est donc observé que tardivement,
apres la stabilisation de la durée du potentiel d’action. Au contraire, chez le rat, le courant I,
est faiblement exprimé dans les ventricules et il diminue avec le développement postnatal
(Guo et al., 1997).

Les composantes I et I, du courant potassique retardé sont générés par les sous-unités
canalaires KvLQT1 et Erg (codés par les génes KCNQ1 et KCNH2) respectivement. Le
courant lgs est augmenté de fagon importante dans les cellules ventriculaires au cours du
développement cardiaque. Iks n'a été observé que dans les stades embryonnaires
ventriculaires tardifs chez la souris (Franco et al., 2001). Deux autres études chez la souris
(Davies et al., 1996 ; Wang & Duff, 1996) montrent une diminution de lx, par rapport a lgs

entre les stades foetaux précoces et les stades foetaux tardifs ou néonataux. De méme, le
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ventricule de chien présente une diminution postnatale de Ik, et une augmentation de la

densité de courant ls (Obreztchikova et al., 2003).

B.3. Modifications moléculaires et fonctionnelles des canaux
ioniques avec I’age a I'’étage auriculaire

B.3.a. Les canaux et courants sodiques

Comme a I'étage ventriculaire, I'expression (ARNm et protéine) du canal sodique
Navl.5 augmente entre les stades embryonnaires et adultes chez la souris, ceci de fagon
uniforme dans les oreillettes. De plus, I'expression de la protéine Nav1.5 est plus élevée
dans les oreillettes que dans les ventricules pour les stades postnataux (Dominguez et al.,
2008b). De la méme facon, I'expression de la sous-unité régulatrice Navpl est plus
importante dans les oreillettes que dans les ventricules au stade adulte chez la souris.
(Sakakibara et al., 1992 ; Makita et al., 1994). Cette forte expression dans l'oreillette de la
sous-unité Navl.5 et de la sous-unité auxiliaire Navfl (Dominguez et al., 2005) pourrait
expliquer la plus grande excitabilité des cellules atriales par rapport aux cellules
ventriculaires (Dominguez et al., 2008a). Il est donc possible que le courant sodique Iy
augmente de fagon similaire a I'expression du canal au cours de la maturation et du
développement, comme il le fait pour les cellules ventriculaires. Aucune donnée fonctionnelle

n’a été réalisée pour le vérifier jusqu’a présent.

B.3.b. Les canaux et courants calciques

Au niveau moléculaire, les transcrits des génes CACNA1G et CACNA1H sont
présents dans les tissus atriaux néonataux et adultes chez la souris. Dans les oreillettes,
comme pour les ventricules, le canal néonatal calcique de type T est codé par le géne
CACNALG (Leuranguer et al., 2000). Ceci est en accord avec le travail publié par Satin and
Cribbs (2000), qui détermine l'isoforme CACNAL1G comme celle supportant le courant
calciqgue de type T dans une lignée de cellules dérivée de tissu atrial murin adulte. Les
transcrits des génes CACNALC et CACNALE sont également présents dans les oreillettes
aux stades néonataux mais seuls subsistent les transcrits CACNALC au stade adulte. A ce
stade, CACNALC est moins exprimé que CACNA1G qui code le canal responsable du

courant lc, 7 (Leuranguer et al., 2000).
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Au niveau fonctionnel, chez le rat, aprés la naissance, la densité du courant Ic, des cellules
atriales augmente pendant la premiére semaine puis diminue jusqu’au stade adulte. Les
propriétés biophysiques du canal sont inchangées durant le développement postnatal Ces
résultats sont en contradiction avec ceux obtenus sur des myocytes atriaux de rat par Best et
al. (1992) qui montrent un maximum de courant 5 semaines apres la naissance.

A l'opposé du courant calcique de type T, la densité de courant calcique de type L demeure
inchangé pour les oreillettes de rat entre 3 et 14 semaines. (Xu & Best, 1992). Chez
’Homme, il a été montré par deux études différentes que 'amplitude du courant augmente
entre I'enfance et le stade adulte (Roca et al., 1996 ; Tipparaju et al., 2004). La courbe I/V du
courant calcique de type L au cours de la maturation cardiaque dans les oreillettes reste

encore a déterminer.

B.3.c. Les canaux et courants pacemaker

Dans les oreillettes du coeur humain sain, HCN4 est la principale isoforme de la
famille HCN a étre représentée dans les stades embryonnaires (Shi et al., 1999 ; Stieber et
al., 2003). Chez la souris, aux stades embryonnaires, I'expression de HCN4, ainsi que celle
de HCNS3 sont 2 fois supérieures a celles des ventricules. Jusqu'a la naissance, ces deux
isoformes voient leurs expressions diminuées (Yasui et al., 2001). Aprés la naissance, les
transcrits HCN1, 2, et 4 ont une expression croissante, particulierement marquée pour
HCN4. Ces expressions vont ensuite, aprés 2 semaines post-partum, soit diminuer (HCN1 et
HCNA4), soit se stabiliser (HCN2) jusqu’au stade adulte. Faiblement exprimé durant la phase
embryonnaire, HCN1 apparait restreint aux oreillettes durant les stades adultes. Quant a
I'expression de HCN3, elle décline tout au long du développement atrial (Schweizer et al.,
2009).

B.3.d. Les canaux et courants potassiques repolarisants

En 2004, Trepanier-Boulay et al. relate une augmentation significative de I'expression
des transcrits de différents canaux potassiques au cours du développement atrial chez la

souris (Trepanier-Boulay et al., 2004).

Concernant les canaux rectifiants entrants, la quantité d'ARNm de Kir2.1 est doublée
entre le stade néonatal et le stade adulte. Au niveau fonctionnel, et en relation avec ces

données d’expression, la densité de courant I, est 2 fois plus petite dans les cellules
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néonatales atriales par rapport aux cellules des groupes plus &agés. lx; augmente
principalement la premiére semaine apres la naissance. Le potentiel de membrane diminue

et passe alors de — 60 a -73mV durant cette période.

Le niveau d’expression des transcrits des canaux potassiques Kv4.2 et Kv4.3 a
également été évalué entre les stades néonatal et adulte dans l'oreillette chez la souris.
Entre ces stades, la quantité d'’ARNm de Kv4.2 est augmentée de 6 fois; et celle de Kv4.3 de
3 fois. Au niveau fonctionnel, la densité du courant transitoire sortant |, augmente, en
paralléle, de 3 fois entre le stade néonatal et 20 jours, et jusqu'a 7 fois au stade adulte. A
noter que le courant I, reste toutefois significativement plus petit que pour les cellules
ventriculaires a partir de la premiére semaine apres la naissance (Grandy et al., 2007). Chez
'Homme également, la densité de courant |, est doublée entre I'enfance et le stade adulte
(Crumb, Jr. et al., 1995).

Chez la souris, une augmentation de l'expression postnatale (entre les stades
néonataux et adultes) des transcrits de Kv1.5 (quantité triplée), de Kv2.1 (quantité doublée)
est observée. L'expression de KCNQL reste constante entre ces stades. Celle de sa sous-
unité régulatrice KCNE1 n'est pas détectée, a aucun des stades postnataux étudiés
(Trepanier-Boulay et al., 2004). En 2001, Franco et al ont étudié I'expression des canaux
KvLQT1 et Erg dans les tissus embryonnaires et foetaux de souris. L'ARNm et la protéine de
KCNQ1 et KCNH2 respectivement sont retrouvés deés le stade embryonnaire E9.5, avec des
niveaux comparables entre les oreillettes et les ventricules durant les stades embryonnaires
et foetaux. En revanche, leurs sous-unités régulatrices présentent un profil d’expression plus
instable : KCNE1, sous-unité régulatrice de KCNQ1, est exprimée a un stade précoce de la
maturation cardiaque (E9.5) mais est ensuite absent au stade foetal. KCNE2 (sous-unité
régulatrice de KCNH2) est d'abord exprimée au stade embryonnaire E9.5 et cette expression
est restreinte au myocarde atrial. KCNE3 est exprimé dés E8.5 dans tout le muscle
cardiaque puis, au cours de la maturation, se retrouve confiné au myocarde atrial.

Au niveau fonctionnel, Davies et al. (1996) précisent qu'l, est enregistré préférentiellement
dans les cellules embryonnaires atriales du cceur de poulet, coincidant avec I'expression
régionalisée de KCNE2. Chez la souris, cette méme équipe a montré qu’li, est un courant
dominant dans les stades embryonnaires précoces dans les oreillettes. Pour ces stades,
'expression de Iy, est plus élevée que dans les ventricules. Dans les stades foetaux, plus
tardifs, aucune expression régionalisée n’est a noter. Le courant I, pour sa part, n’a pas pu
étre enregistré dans les cellules atriales, & aucun stade du développement embryonnaire
(Davies et al., 1996). Le courant lgsow, qui est faible dans les premiéres semaines
oeme

postnatales, voit sa densité doublée a partir du 2 jour, avant d'augmenter encore
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jusqu'au stade adulte chez la souris (Trepanier-Boulay et al., 2004). En complément, il est
possible, d’'une part, de discriminer un courant |l plus petit au stade néonatal par rapport au
stade adulte. La densité de ce courant est similaire pour les stades 7j, 20j, et adulte. D’autre
part, la densité du courant I, est évaluée comme étant identique entre oreillettes et
ventricules au stade néonatal, tout en restant trés faiblement exprimé (Figure 11). Il
augmente ensuite trés légérement jusqu’au stade adulte, mais de fagon moins importante
gue dans le ventricule (Grandy et al., 2007).
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Figure 11 : Densité de courants K" repolarisants dans des cellules atriales (en noir) et ventriculaires
(en gris) a différents stades de développement post-natal (1 jour, 7 jours, 20 jours et adulte) chez la
souris. (A) Densité de courant lx; dans les cellules atriales et ventriculaires. (B) Densité de courant Iy,
dans les cellules atriales et ventriculaires. (C) Densité de courant lss dans les cellules atriales et
ventriculaires. (D) Densité de courant Ik, dans les cellules atriales et ventriculaires.

L’activité électrique du coeur évolue au cours du développement et de la maturation
cardiaque. Il est possible de relier cette activité globale a la somme des activités des canaux

ioniques cardiaques. Comme cela a été décrit précédemment, il existe une relation entre le
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niveau d’expression de ces différents canaux et leur fonction. Ainsi, une augmentation de
'expression d’'un canal potassique au cours du développement entraine une augmentation
du courant potassique qui influence a son tour I'activité électrique du coeur.

Ces études, qui ont été realisées chez différentes especes, montrent quelques variations
suivant les espéces et demeurent incomplétes. Malgré ces dissemblances, ces études ont
montré qu’au cours de la maturation, les modifications des courants ioniques sont corrélées

aux variations de I'expression des canaux ioniques portant ces courants.

Notre objectif a donc été de déterminer lensemble des modifications de
I'électrogenése en étudiant I'expression des canaux ioniques cardiaques. Les variations
transcriptionnelles de ces canaux sont encore peu connues. C’est pourquoi notre objectif
ultime consiste a mieux définir les variations d’expression des canaux ioniques cardiaques
d’'une part, et des facteurs de transcription d’autre part, au cours du développement du cceur,

et a différents stades pré et post-nataux.

Au cours du développement du cceur chez la souris, la durée du potentiel d’action
diminue. Cela peut s’expliquer par une augmentation des courants sodiques, calciques et
potassiques au cours de la maturation cardiaque. L’augmentation de ces courants est
supportée par une augmentation de I'expression des canaux ioniques supportant ces
courants. Notre objectif est donc d’établir les profils d’expression de ces canaux, et des

facteurs de transcription cardiaques, au cours du développement du ceceur.
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C. Modifications physiopathologiques de I'activité dont la
prévalence augmente avec I'age : exemple de l'insuffisance
cardiaque

L’insuffisance cardiaque se définit comme lincapacité du coeur a assurer un débit
sanguin suffisant aux différents tissus de l'organisme dans les conditions basales ou a
l'effort. C’est une maladie évolutive qui dépend de différentes agressions et pathologies
pouvant affecter la pompe cardiaque. C’est un syndrome clinique complexe qui résulte d’'une
dysfonction structurelle ou fonctionnelle et qui entraine une incapacité du ventricule a se
remplir ou a éjecter le sang. L’agression initiale conduisant a l'insuffisance cardiaque est la
perte de cellules myocardiques fonctionnelles. Pour compenser cette perte de capacité, des
mécanismes hémodynamiques et neuroendocrinologiques entrent en jeu. lls augmentent la
force de contraction du myocarde pour préserver la fonction cardiaque, ce qui aboutit au
développement d’'une hypertrophie compensatrice. A la suite de lésions cardiaques, les
signes d’'une insuffisance mettent du temps a se manifester. L'insuffisance n’apparait en
effet que lorsque les mécanismes compensateurs sont dépassés et ne peuvent plus
contrebalancer les pertes fonctionnelles du myocarde.

Dans les pays développés, la cause principale de linsuffisance cardiaque est coronarienne.
Cependant, les atteintes myocardiques liées notamment a une cardiomyopathie dilatée ou
hypertrophique, et les pathologies valvulaires (principalement aortiques et mitrales) sont
également des causes fréquentes. L’insuffisance cardiaque peut également étre la
conséquence d’'une maladie du péricarde, d’'une cardiopathie congénitale ou encore d'un
trouble du rythme ou de la conduction cardiaque tel que le bloc auriculo-ventriculaire.

Ces différentes étiologies sont a I'origine d’'une atteinte : 1) systolique, correspondant a une
perte de contractilité d’une partie du muscle cardiaque (infarctus du myocarde ou
cardiomyopathie dilatée primitive, par exemple) ; 2) diastolique, et donc secondaire a une
altération du remplissage cardiaque (cardiomyopathie hypertrophique, par exemple) ; ou 3)
le plus souvent les deux (Jessup & Brozena, 2003 ; McMurray & Pfeffer, 2005) (Figure 12).
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Figure 12 : Deux mécanismes physiopathologiques de l'insuffisance cardiaque : atteinte diastolique et
systolique (Jessup & Brozena, 2003).

C.1. Impact de I’age dans l'insuffisance cardiaque

A cause de son pronostic, l'insuffisance cardiaque est une maladie handicapante,
voire léthale. Environ 2 % de la population américaine et 1.8 % de la population européenne
sont traités pour insuffisance cardiaque (Davies, 2001 ; Lloyd-Jones et al., 2002). Avec le
vieillissement de la population le hombre de personnes atteintes d’insuffisance cardiaque
augmente de plus en plus. Selon I'étude américaine Cardiovascular Health Study, parmi la
population &gée de 66 a 103 ans (n=4842), le taux d’insuffisants cardiaques symptomatiques
atteint 19.3 %.. Ce taux augmente de 10.6 %. pour les personnes ayant entre 65 et 69 ans, a
42.5 %o chez les patients de plus de 80 ans (Gottdiener et al., 2000). Environ 80 % des
patients qui y sont alors reconnus comme insuffisants ont plus de 65 ans, et 50 % ont plus
de 75 ans (Alexander et Peterson, 2005). En France, le nombre d'insuffisants cardiaques est
d'environ 500 000, il y a 120 000 nouveaux cas chaque année. L'age moyen de survenue de
l'insuffisance cardiaque est de 73.5 ans: deux tiers des patients ont plus de 70 ans
(Delahaye et de Gevigney, 2002)

L’insuffisance cardiaque est actuellement une des causes majeures d’hospitalisation dans
les pays occidentaux et représente environ 1 million d’admissions hospitalieres chaque
année aux Etats-Unis (Alexander et Peterson, 2005). En France, environ 3,5 millions de
consultations et 150 000 hospitalisations par an sont réalisées pour insuffisance cardiaque.
Plus de 32 000 décés annuels sont en rapport avec une insuffisance cardiaque. Les
dépenses liées a l'insuffisance cardiaque représentent plus de 1 % des dépenses médicales

totales (Delahaye et de Gevigney, 2002).
Chez les personnes agées, l'insuffisance cardiaque est plus difficile a diagnostiquer.

Les changements concomitants au processus de vieillissement, ne facilitant pas ce

diagnostic. En effet, l'insuffisance cardiaque chez les personnes agées n’est souvent pas
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correctement détectée (Doba et al., 1999). Les patients et les médecins attribuent
fréequemment (a tort) les symptdmes de linsuffisance a un processus « naturel » de
vieillissement. D’ailleurs, I'imagerie cardiaque non invasive ne parvient pas toujours a
discriminer une insuffisance cardiaque chez des patients dgés qui ont une fraction d’éjection
ventriculaire gauche préservée. Chez ces patients, des déreglements liés au processus
naturel de vieillissement apparaissent. Ces changements regroupent différents symptémes
du systéme cardiovasculaire, comme [I'élévation de la pression systolique, de la pression
pulsatile (différence entre les pressions artérielles diastolique et systolique), 'augmentation
de la masse du ventricule gauche et de fréquentes maladies ischémiques, ainsi que des
arythmies cardiaques, plus particulierement la fibrillation auriculaire. Avec I'age, la capacité
du cceur a répondre a un stress diminue. Les ressemblances les plus marquantes entre les

ceeurs ageé et insuffisant sont présentées dans le tableau suivant :

Tableau 2 : Caractéristiques communes au syndrome d’insuffisance cardiaque et au processus
physiologique de vieillissement cardiaque.

Disturbance of peripheral pathomechanisms: disturbance of reflex requlation of the circulatory and respiratory
systems (ergo-, chemo-, baroreceptors)

Common arrhythmias (atrial fibrillation)
Decreased tolerance of physical exercise (decreased oxygen demand)

Increased catabolism

Deficiency of anabolic hormones
Activation of inflammatory processes and coagulation {increased fibrinogen, factars W, VIII, IX etc.)

Insulin resistance

Nutrition disorders (lack of appetite}

Change of the body composition (decreased muscular mass)

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

sont également informatives. L'utilisation plus récente des marqueurs biologiques de la
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dysfonction cardiaque (peptides natriurétigues) permet une évaluation simple de la
pathologie. Cependant, la pertinence de cette technique dans une stratégie de dépistage et
de suivi reste controversée (McMurray & Pfeffer, 2005).

C.2. Modifications transcriptionnelles des canaux ioniques
dans l'insuffisance cardiaque

Tous ces changements du systéme cardiovasculaire, engendrés par l'insuffisance
cardiaque, sont accompagnés d’'une modification de lI'expression des canaux ioniques
(Tomaselli & Marban, 1999 ; Nattel et al., 2007). La caractéristique la plus décrite de ce
remodelage ionique est la diminution de I'expression des sous-unités des canaux ioniques
générant I, Cette altération a été montrée dans plusieurs études chez ’'Homme (Kaab et al.,
1998 ; Borlak & Thum, 2003 ; Zicha et al., 2004) et dans différents modéles animaux (Zicha
et al., 2004 ; Akar et al., 2005 ; Rose et al., 2005). Ces équipes ont montré que la diminution
de I'expression du transcrit et de la protéine Kv4.3 chez 'Homme, ou Kv4.2 chez I'animal,
corréle avec la diminution du courant l,. L’expression de la sous-unité auxiliaire KChIP2 est
soit diminuée (Rose et al., 2005), soit invariante (Zicha et al., 2004 ; Akar et al., 2005) en
fonction des études. Par ailleurs, au cours de l'insuffisance cardiaque, I'expression du canal
Kir2.1, générant le courant lx;, est diminuée (Borlak & Thum, 2003 ; Rose et al., 2005) ou
inchangée (Wang et al., 1998 ; Kaab et al., 1998 ; Akar et al., 2005) chez 'THomme ou dans
différents modéles animaux. Enfin, une récente étude a montré que I'expression des canaux
HCN2 et HCN4, générant le courant l;, est augmentée chez les patients atteints
d’insuffisance cardiaque (Stillitano et al., 2008).

C.3. Modifications fonctionnelles des canaux ioniques

C.3.a. L’électrocardiogramme

Plusieurs anomalies électrocardiographiques ont été décrites dans linsuffisance
cardiaque. La plus fréquente est la tachycardie sinusale, illustrée par la diminution de la
durée de lintervalle RR, mécanisme d’adaptation a la réduction du volume d’éjection
systolique. Une diminution de la dispersion de l'intervalle RR a été également décrite chez
des cas d’insuffisance cardiaque (Tsunakawa et al., 1993). Elle traduit un déséquilibre du
systéeme nerveux autonome, en faveur du systéme sympathique. L’insuffisance cardiaque
est également associée a une augmentation de la durée du complexe QRS, traduisant un

ralentissement de la conduction intra-ventriculaire (Tomaselli et al., 1994). Par ailleurs, une
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augmentation de la dispersion de l'intervalle QT semble étre liée a un risque élevé de mort
subite dans le cadre de l'insuffisance cardiaque (Barr et al., 1994). La dilatation atriale
gauche associée a l'insuffisance cardiaque induit une augmentation de la durée de l'onde P.
Enfin, TECG peut révéler tous types de troubles du rythme (hyperexcitabilité auriculaire et
ventriculaire) et de la conduction (bloc de branche, bloc auriculo-ventriculaire et dysfonction

sinusale) particulierement fréquents dans l'insuffisance cardiaque.

C.3.b. Le potentiel d’action

Il est admis que quelque soit la cause de l'insuffisance cardiaque, la caractéristique
commune est 'augmentation de la durée du PA ventriculaire (Beuckelmann et al., 1993)
(Figure 13).

Contrble

100 -

v (V)

J Insuffisant cardiaque

-

400 ms

Figure 13 : Enregistrement de PA de cellules ventriculaires de patients non malade et insuffisant
cardiaque (Beuckelmann et al., 1993).

Chez 'Homme (Barr et al., 1994 ; Berger et al., 1997), comme dans les modéles
animaux (Pak et al., 1997), une hétérogénéité spatiale et temporelle de la durée du PA et de
sa période réfractaire a été décrite, ce qui prédispose aux arythmies ventriculaires par
réentrée (Pak et al., 1997).

C.3.c. Les courants ioniques

Le résultat le plus caractéristique est la diminution de la densité du courant |, chez
'Homme (Beuckelmann et al., 1993 ; Wettwer et al., 1994 ; Nabauer et al., 1996) et dans
différents modéles animaux (Xu & Best, 1991 ; Lue & Boyden, 1992 ; Potreau et al., 1995 ;

Kaab et al., 1996 ; Zicha et al., 2004). Les conséquences fonctionnelles de cette diminution
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sont difficiles a évaluer puisque le réle de |, dans la modulation de la durée du PA reste

controversé (Figure 14).

Contréle Insuffisant cardiaque

200 msec

Figure 14 : Courant |, enregistré dans des cellules ventriculaires humaines de patients non malade et
insuffisant cardiaque (Kaab et al., 1998).

Chez 'Homme, la densité du courant lx; est également diminuée (Beuckelmann et
al., 1993). Du fait de sa participation a la phase terminale de repolarisation, cette réduction
pourrait participer a I'allongement de la durée du PA (Figure 15).
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Figure 15: Courant Ix; enregistré dans des cellules ventriculaires de patients non malade et
insuffisant cardiaque (Beuckelmann et al., 1993).

L’insuffisance cardiaque s’accompagne d’'une augmentation du courant I; (Cerbai et
al., 2001) (Figure 16), ce qui, conjointement avec une diminution du courant lx;, pourrait

prédisposer les cardiomyocytes ventriculaires a I'automaticité (Hoppe et al., 1998).

Contréle Insuffizant cardiague

Figure 16 : Courant I enregistré dans des cellules ventriculaires de patients non malade et insuffisant
cardiaque (Cerbai et al., 2001).

L’insuffisance cardiaque est caractérisée par des anomalies du couplage excitation-

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

De méme, selon les études, une diminution du courant Ic,; et une diminution du
nombre de sites de fixation a la dihydropyridine ont été décrites chez les patients en

insuffisance cardiaque (Takahashi et al., 1992 ; Ouadid et al., 1995).
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D. Mécanismes des modifications transcriptionnelles des
canaux ioniques cardiaques

D.1. Etat des lieux sur les régulations transcriptionnelles des
canaux ioniques établies dans le coeur

Le clonage et la caractérisation fonctionnelle des promoteurs des canaux ioniques
cardiaques ont débuté il y a environ 5 ans. Il faut noter cependant que la majorité des sites
de fixation de facteurs de transcription n’ont pas systématiquement été validés in vitro ou in

Vivo.

D.l.a. Le canal sodique cardiaque Navl.5

Les promoteurs humain et murin du géne SCN5A, codant le principal canal sodique
cardiaque Navl.5, ont récemment été clonés et caractérisés (Yang et al., 2004 ; Shang &
Dudley, Jr., 2005).

L’étude chez la souris montre que le géne SCN5A possede deux régions promotrices avec
des départs de transcription distants d’'une dizaine de bases (Shang & Dudley, Jr., 2005). ||
existe donc plusieurs isoformes dont I'expression varie au cours du développement. Ces
deux régions promotrices ont en commun des sites de fixation pour les facteurs de
transcription Nkx2.5, GATA, MyoD, NF-xB, Spl et c-Myc. La régulation transciptionnelle de
SCNS5A par NF-xB est activée par I'angiotensine Il et la production d’H,O, (Shang et al.,
2008) et conduit a une inhibition. Ce mécanisme serait mis en jeu dans des pathologies
impliquant I'activation du stress oxydatif comme l'insuffisance cardiaque et participerait a la
réduction des risques d’arythmies chez les patients traités avec des inhibiteurs de I'enzyme
de conversion ou des bloqueurs des récepteurs a l'angiotensine Il (McMurray, 2001 ;
Eichhorn & Bristow, 2001 ; Lindholm et al., 2003 ; Teo et al., 2004). La régulation de SCN5A
par Nkx2.5 a été mise en évidence grace a un modéle de souris KO inductible pour ce
facteur de transcription. Une diminution de I'expression de Nkx2.5 conduit a une diminution
concomitante de [I'expression de SCN5A (ARNm et protéine) confinée aux cellules
ventriculaires avec des défauts de conduction et n’affecte pas les cellules atriales. Des
motifs de fixation de Nkx2.5 sont présents sur le promoteur proximal de SCN5A, mais la
fixation directe de Nkx2.5 sur ce promoteur reste encore a étre démontrée (Briggs et al,
2008). Par ailleurs, les souris qui surexpriment le répresseur de transcription Snail
développent des troubles de la conduction et expriment moins le géne SCN5A que les souris
sauvages. Snail, qui possede des sites de fixation sur le promoteur de SCN5A, diminue
'expression de ce géne. A linverse, I'expression de sa sous-unité régulatrice SCN1b est

augmentée (Hesse et al, 2007).
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Chez 'Homme, le promoteur basal de l'isoforme majoritaire chez l'adulte du géne
SCN5A montre une forte conservation de séquence avec celui de la souris et du rat (Yang et
al.,, 2004). Comme chez la souris, ce promoteur basal ne contient pas de boite TATA,
posséde plusieurs départs de transcription proches d’'une dizaine de bases et plusieurs sites
de fixation potentiels pour Spl ainsi que pour MyoD et GATA. Par ailleurs, des
polymorphismes dans cette région ont été associés a des niveaux d’expression variable de
SCNB5A in vitro, supportant le concept d’une variabilité inter-individuelle de la transcription de
Nav1.5 chez 'Homme, en cas de syndrome de Brugada (Yang et al., 2008). Cependant, ces
polymorphismes ne touchent pas de sites de fixation jusque la identifiés pour des facteurs de
transcription, montrant peut-étre les limites des bases de données actuelles. L'expression de
Navl.5 est également modifiée, par des antiarythmigques tels que la mexilétine, son
expression est augmentée, et par la concentration du calcium intracellulaire chez le rat et la
souris. Plus la concentration de calcium intracellulaire augmente et plus I'expression de
SCNS5A diminue (Herfst et al., 2004). Les mécanismes précis de cette régulation restent

inexplorés.

D.1.b. Le canal calcique cardiague Cav1l.2

Dans le cceur, le géne CACNALC, codant le principal canal calcique cardiaque
Cav1.2, possede deux promoteurs chez 'lHomme et le rat, 'un responsable de I'expression
spécifique du canal dans les cardiomyocytes, l'autre de I'expression dans les cellules
musculaires lisses (Pang et al., 2003 ; Saada et al., 2005). Lorsque la quantité de canaux
calciques fonctionnels est augmentée ou diminuée, dans des conditions physiologiques ou
pathologiques, cela entraine des modifications importantes du couplage excitation-
contraction. Jusqu’a présent, des études se sont attachées a discerner les régulations
transcriptionnelles de Cav1.2, en se basant soit sur I'étude de son promoteur, soit sur les
conséquences d’'une dérégulation de ce canal. Le promoteur proximal cardiaque chez le rat
ne contient pas de boite TATA, et posséde plusieurs séquences consensus pour la fixation
de facteurs de transcription tels que Nkx2.5, MEF2 et MyoD, et pour AP-1, les CREB (cAMP
Response Element Binding proteins), les STAT (Signal Transducers and Activators of
Transcription) et les hormones sexuelles (Liu et al., 2000).

In vitro, 'augmentation de I'activité du promoteur de CACNALC en réponse a une stimulation
hormonale au 8-BrcAMP et a la testostérone montre une implication potentielle des sites de
fixation CRE (cCAMP Response Element) et HRE (Hormone Response Element) (Liu et al.,
2000). Le site de fixation HRE montre que I'augmentation d’lc,. dans des conditions de
stimulation par les cestrogénes serait la conséquence d’une augmentation de la transcription
de CACNAL1C (Pham & Rosen, 2002). L’'augmentation de la transcription de CACNA1C
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aprés stimulation par la phényléphrine ou I'isoprénaline implique les voies de signalisation a—
et p—adrénergiques. La régulation de la transcription de Cavl.2 passerait par une régulation
positive par AP-1 via l'activation de la Protéine kinase C (Whitmarsh & Davis, 1996 ; Liu et
al., 2000) .Par ailleurs, il est possible d’augmenter I'expression de Cav1.2 aprés stimulation
par I'angiotensine Il via I'activation de CREB dans les cardiomyocytes atriaux chez la souris
(Tsai et al., 2007).. Dans linsuffisance cardiaque, il a été montré que la diminution de
I'expression de Cav1.2 est la conséquence de l'activation de la voie de signalisation de la
petite protéine G Ras (Ho et al.,, 2001). Toujours dans le but de discriminer les facteurs
responsables de la transcription de Cavl.2, une étude a montré récemment que la
surexpression de Nkx2.5 ou de GATA-4 diminue l'expression de Cav1.2 dans des
cardiomyocytes nouveau-nés de rat (Wang et al., 2007). Jusqu’a présent, aucune fixation
directe de facteur de transcription sur le promoteur de CACNALC n’a été démontrée.
Concernant les autres canaux calcigues, une étude récente a présenté un role de Nkx2.5 en
tant qu’activateur sur I'expression de Cav3.2 et d’inhibiteur sur celle de Cav1.3, en cas de

surexpression de ce facteur (Wang et al., 2007).

D.1.c. Les canaux potassiques cardiagues

Dans la famille des canaux potassiques, les promoteurs les plus étudiés concernent
les génes des canaux Kv4.2, Kv4.3 et KChIP2, responsables de la génération du courant .
La région promotrice de KCND3 (Kv4.3) chez le rat posséde deux départs de transcription
distincts séparés par une dizaine de nucléotides et correspondant a [linitiation de la
transcription des isoformes cardiaque et neuronale. Cette région promotrice contient des
sites de fixation putatifs pour AP-1, NF-«xB et les GATA (Zhang et al., 2001a). La transcription
de l'isoforme cardiaque est diminuée par une stimulation a-adrénergique a la phényléphrine
(inducteur d’hypertrophie) qui impliquerait les AP1 (Whitmarsh & Davis, 1996 ; Zhang et al.,
2001a). Chez la souris, la région promotrice de KCND3 contient plusieurs sites consensus
pour la fixation des NFAT (Rossow et al., 2004). Lors d’un infarctus du myocarde, I'activation
de la voie de signalisation p-adrénergique/calcineurine/NFATc3 induit la diminution de
'expression de Kv4.3 (Rossow et al., 2004). Chez le chien, la diminution de l'activité de
CREB, en cas d’activation des voies de signalisation a I'angiotensine Il et calcique, lors du
processus de mémoire cardiaque a court terme, induit une diminution de I'expression de
Kv4.3 (Patberg et al., 2003).

Les facteurs de transcription GATA-4, -6 et FOG2 régulent physiologiquement la
transcription de KCND2 (Kv4.2) dans les cardiomyocytes de rat (Jia & Takimoto, 2003). La
surexpression de GATA-4 induit une augmentation plus importante de la transcription de

Kv4.2 par rapport a la surexpression de GATA-6, alors que celle de FOG2 diminue la

- 46 -



transcription Kv4.2 en inhibant la fixation des GATA. Si ces résultats sont en accord avec
'augmentation de I'expression de GATA-4 et -6 associée a 'augmentation de I'expression de
Kv4.2 au cours du développement, ils sont cependant en contradiction avec 'activation des
GATA lors de I'hypertrophie. Ces données suggére I'existence d’autre(s) mécanisme(s) plus
direct(s) pour la diminution physiopathologique de l'expression de Kv4.2 au cours de
'hypertrophie cardiaque, sans les connaitre pour le moment (Liang et al., 2001 ; Jia &
Takimoto, 2003).

Au niveau physiologique, NFATc3 régulerait I'expression de Kv4.2 selon le méme
mécanisme que pour Kv4.3 chez la souris (Rossow et al., 2004). L’établissement du gradient
transmural de I'expression de Kv4.2 chez la souris serait aussi dépendant de I'activité de
cette voie de signalisation calcineurine/NFATc3. Son activité est en effet plus importante
dans I'endocarde que dans I'épicarde. La transcription de Kv4.2 serait alors réprimée dans
I'endocarde ainsi que celle de Kv4.3 et KChIP2 (Rossow et al., 2006), ceci, sous I'effet d’'une
stimulation p-adrénergique restreinte a I'épicarde (Rossow et al., 2009). Une étude récente
contredit ces résultats en montrant que I'activation de la voie calcineurine/NFAT active la
transcription de Kv4.2, ceci lorsque la calcineurine est surexprimée, phénomeéne
compensateur de I'hypertrophie (Gong et al.,, 2006). Cela indique un rdle de modulateur
précis quaurait la calcineurine, dépendant d'un contexte physiologique ou
physiopathologique (ici, 'hypertrophie).

Le facteur de transcription Irx5, en concertation avec le facteur mBOP, a également été
identifie comme responsable du gradient d’expression de Kv4.2 a travers la paroi
ventriculaire chez la souris (Costantini et al.,, 2005). Irx5 a un gradient d’expression
transmural inverse de celui de Kv4.2 au sein de la paroi ventriculaire et inhibe sa
transcription dans les cellules cardiaques (il active sa transcription dans les fibroblastes).
Récemment, Irx4, qui n'a pas de gradient d’expression dans la paroi ventriculaire, a été
identifi¢ comme modulateur négatif d’'Irx5. La régulation de I'expression de Kv4.2 est alors
finement régulée suivant le ratio Irx4-Irx5 (He et al., 2009).

Finalement, I'expression de Kv4.2, et plus précisément son gradient d’expression entre
épicarde et endocarde, serait la conjonction de régulations croisées entre plusieurs facteurs
de transcription tels que NFATc3, Irx4 et Irx5.

Le géne KCNIP2, codant la sous-unité régulatrice KChIP2, a trois promoteurs
distincts chez 'Homme et deux chez la souris (Pruunsild & Timmusk, 2005). Au moins une
de ces isoformes est exprimée dans le cceur. Chez le rat, 'expression de KChIP2 est
contrélée par deux voies issues de la signalisation des MAPK. Une premiéere voie implique
l'activation des JNK, induisant une réduction de I'expression de KChIP2 via une stimulation
a-adrénergique. La seconde voie MEK-ERK intervient pour I'expression physiologique de

KCNIP2, mais également lors d’'une hypertrophie cardiaque. Cette voie induit alors une
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diminution de I'expression de KCNIP2 par I'activation de la PKC (Jia & Takimoto, 2006).
Chez le chien, CREB inhiberait la transcription de KChIP2 au cours du phénoméne de
mémoire cardiaque, comme cela a été également montré pour le géne codant Kv4.3
(Patberg et al., 2005).

Pour le géne KCNA4, codant le canal Kv1.4 responsable de |, Seul le promoteur
basal chez la souris a été cloné et caractérisé (Wymore et al., 1996). Cette étude a montré
'absence de boite TATA et la présence de sites de fixation pour Sp1 et MyoD. Pour le
moment, aucune étude ne vient valider la régulation directe ou indirecte du géne par ces
facteurs.

Le promoteur de KCNADS, codant le canal Kv1.5 générant le courant I, (OU lksiow1), @
été cloné chez le rat (Mori et al., 1993). Ce promoteur est dépourvu de boite TATA, posséde
plusieurs sites de départs de transcription distants de quelques dizaines de nucléotides, et
un site consensus CRE. L'AMPc régule I'expression physiologique de Kv1.5 de maniére
tissu-spécifique et notamment augmente I'expression de Kv1.5 dans les cardiomyocytes
(Mori et al., 1993). La méme équipe a détaillé cette régulation. Elle passerait par I'activation
de CREB. De plus, cette région promotrice contient un élément répresseur ou KRE (Kv1.5
Repressor Element) qui inhibe par défaut la transcription du gene (Mori et al., 1995). Une
protéine nommée KBF (KRE Binding Protein) se fixe sur cet élément répresseur pour lever la
répression et jouerait un réle activateur de I'expression spécifique de Kv1.5 dans le cceur
(Valverde & Koren, 1999). Par ailleurs, le promoteur murin de KCNA5 contient des sites de
fixation pour le facteur de transcription Spl. Sous conditions physiopathologiques, I'inhibition
de l'activité de Sp1 lors du stress oxydatif induit une diminution de la transcription de Kv1.5
dans les cellules musculaires lisses (Fountain et al., 2007). Enfin, chez la souris, sous
stimulation p-adrénergique, l'activation de la voie de signalisation calcineurine/NFATc3
diminue I'expression de Kv1.5 dans le coeur (Rossow et al., 2004), diminuant ainsi le courant
Ikar €t pouvant induire des arythmies.

Deux promoteurs ont été identifiés pour le géne KCNB1 (codant Kv2.1 ; lksiow2). Ce€S
régions promotrices ont des séquences trés conservées entre 'lHomme, le rat et la souris.
Dans le cceur, un seul promoteur semble étre actif. On y retrouve des sites de fixation pour
Spl et E2F, qui auront donc un réle de régulateur potentiel sur la transcription du canal
(Roder & Koren, 2006). Chez la souris et le rat, deux études montrent que la transcription de
Kv2.1 est régulée par NFATc3 durant un processus pro-hypertrophique (Rossow et al., 2004
; Amberg et al., 2004).

Récemment, deux départs de transcription ont été identifiés dans la région promotrice
de KCNQ1, codant le canal KvLQT1 (Luo et al., 2007 ; Luo et al., 2008). Cette région
régulatrice ne posséde pas de boite TATA et contient plusieurs sites de fixation potentiels

pour MyoD, GATA-1, SRF, Hand2 et Spl. Le facteur de transcription Spl serait donc un
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activateur de la transcription de KvLQT1 et participerait a son expression hétérogéne dans le
cceur humain. Son expression est supérieure dans l'oreillette droite par rapport a la gauche
et dans le ventricule droit par rapport au gauche. Selon une organisation et une composition
des séquences régulatrices similaires a KCNQ1, les deux isoformes du gene HERGL,
codant le canal Herg générant le courant lg, seraient aussi régulées par le facteur de
transcription Sp1 (Luo et al., 2008). Le fait de cette similarité de séquences entre KCNQ1 et
HERG1 implique que ceux-ci pourraient étre régulés de la méme facgon. Il est concevable
gue la régulation des canaux se fasse en concordance, et que cette régulation de réseaux
de canaux augmente l'impact de la réponse physiologique ou physiopathologique. Au début
des années 1990, les promoteurs putatifs du rat et de la souris de Kcnel (MinK) ont été
séquenceés sans pour autant étre caractérisés (lwai et al., 1990 ; Lesage et al., 1992). Plus
récemment, plusieurs équipes ont cloné et caractérisé les promoteurs alternatifs des
isoformes spécifiques cardiagues de KCNE1l chez 'Homme (Lundquist et al., 2006 ;
Mustapha et al., 2007 ; Luo et al., 2007). Ces promoteurs ne possédent pas de boite TATA
et contiennent des sites de fixation pour MyoD, SRF, Spl et les GATA. Il existe une
régulation positive de GATA sur la transcription de MinK en cas de stimulation par
I'angiotensine I, lorsque les sites de fixation aux GATA sont accessibles. C’est le cas chez
'Homme qui posséde plus de sites de fixation de GATA que la souris sur le promoteur de
KCNEL1 (Mustapha et al., 2007). Par ailleurs, la surexpression de Sp1 augmente I'expression
de MinK et contrblerait en partie son expression hétérogéne dans le coeur humain (Luo et al.,
2007).

L’étude du promoteur minimal de KCNJ2 (Kir2.1 ; ;) ne montre pas de présence de
boite TATA ou d’autres éléments initiateurs de la transcription (Redell & Tempel, 1998). Sa
transcription est régulée par une activité combinée de facteur activateur Sp1, et des facteurs
répresseurs Sp3 et NF-Y qui ont la capacité de se fixer directement sur le promoteur.

La capacité d’adaptation de la fonction cellulaire et du métabolisme énergétique a
des contraintes physiologiques ou pathologique est vitale. En augmentant I'expression des
canaux Karp, les facteurs de transcription FoxO1, -O3, and -F2 permettent d’améliorer la
sensibilité des cellules a leur environnement. Les expressions des canaux ioniques Kir6.1 et
Kir6.2, ainsi que celle de leurs sous-unités régulatrices SUR1 et SUR2, seraient contrélées
par ces différents membres de la famille des facteurs de transcription Fox. Ces facteurs de
transcription contribueraient a I'hétérogénéité d’expression de ces sous-unités dans le coeur

murin principalement autour de la zone péri-infarcie (Philip-Couderc et al., 2008).
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D.2. Facteurs de transcription jouant un rbéle dans la
maturation cardiague

Les événements morphologiques et les remodelages tissulaires complexes qui
surviennent pendant la formation du cceur sont accompagnés par des changements de
'expression de génes initiés par de nombreux facteurs de ftranscription (Figure 17)
(Bruneau, 2002 ; Moorman & Christoffels, 2003 ; Nemer, 2008). Ces facteurs de transcription
peuvent réguler I'expression d’autres genes de fagon tissu-spécifique et quantitative. Ce sont
les régulateurs principaux du développement embryonnaire et de nombreux facteurs de
transcription qui régulent spécifiqguement les génes cardiaques ont déja été décrits. Depuis
guelques années, les récentes découvertes de mutations dominantes de facteurs de
transcription conduisant a des anomalies cardiaques congénitales apportent une nouvelle
impulsion a I'étude de ces facteurs lors du développement du cceur (Bruneau, 2002).

Les mutations humaines touchant des facteurs de transcription, ainsi que I'étude de
leur expression au cours du développement et leur invalidation par transgénese (Tableau 3)
ont permis d’éclairer nos connaissances sur leur réle dans le développement des différents

compartiments cardiaques (Bruneau, 2002 ; Moorman & Christoffels, 2003 ; Nemer, 2008).
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Figure 17 : Représentations schématiques du développement cardiaque. (A) Stades majeurs du
développement cardiaque et facteurs de transcription impliqués. Les jours embryonnaires
correspondent a I'embryogeneése chez la souris (Bruneau, 2002). (B) Formation et maintien des

programmes d’expression de geéenes en fonction des compartiments cardiaques (Moorman &
Christoffels, 2003).
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Tableau 3: Mutations ou délétions de facteurs de transcription et anomalies du développement
cardiaque chez la souris (Nemer, 2008)

Facteur de transcription  Phénotype Référence

GATA-4 Cardia bifida (Molkentin et al., 1997)

Nkx2.5 Défauts de différenciation et de septation (Lyons et al., 1995)
Hypoplasie du ventricule droit et défauts de .

MEF2C ) (Lin et al., 1997)
septation

Thx1 Défauts de septation (Merscher et al., 2001)

Thx5 Hypoplasie atriale et défauts de septation (Bruneau et al., 2001b)

Hand?2 Hypoplasie du ventricule droit (Srivastava et al., 1997)

Défaut de septation ventriculaire et de
Hey2 ) . ) . (Sakata et al., 2006)
formation des valves atrio-ventriculaires

Irx4 Cardiomyopathie post-natale (Bruneau et al., 2001a)

Parmi les 6 membres de la famille des facteurs de transcription GATA, GATA-4, -5 et
-6 prédominent dans le cceur, ou ils sont impliqués dans le développement et la
spécialisation des compartiments (Molkentin, 2000 ; Peterkin et al., 2005). Chez les
mammiféres, GATA-4 est le plus fortement exprimé. Il participe a I'établissement du
programme cardiomyogénique des cellules du croissant cardiaque, a leur migration et a la
formation du tube cardiaque, comme le démontre le développement de deux coeurs
bilatéraux (cardia bifida) chez la souris GATA-4" (Molkentin et al., 1997 ; Harvey, 2002).
GATA-4 est aussi impliqué dans les phases plus tardives du développement telles que la
formation des valves et la septation (Peterkin et al., 2005). Chez 'Homme, des mutations de
GATA-4 sont associées a des malformations cardiaques et notamment a la Tétralogie de
Fallot (Clark et al., 2006 ; Nemer et al., 2006). Le facteur de transcription GATA-5 participe a
la formation de I'endocarde et GATA-6 au maintien de la spécificité myocardique chez les
mammiféres (Molkentin, 2000 ; Peterkin et al., 2005). Ces facteurs de transcription peuvent
agir en synergie avec un ou plusieurs autres facteurs de transcription ou cofacteurs tels que :
Nkx2.5, SRF, MEF2, des membres des familles Thx et NF-AT, les facteurs de transcription
ubiquitaires p300 et YY1, et les cofacteurs FOG (Friend of GATA-1) (Peterkin et al., 2005).

Le géne Nkx2.5 appartient a la famille des facteurs de transcription a homéoboite
(Harvey, 1996). Chez les vertébrés, il est exprimé précocement dans les cellules du
croissant cardiaque, du tube linéaire et du deuxieme champ cardiaque. Les embryons
Nkx2.5" forment un tube cardiaque mais la courbure et le développement du coeur sont
bloqués. Les embryons meurent in utero (Lyons et al., 1995). Chez 'Homme, des mutations
sur le gene Nkx2.5 ont été identifiés chez des patients ayant des malformations cardiaques
telles que des défauts de septation des oreillettes et des ventricules ainsi que des anomalies

du systéme de conduction (Schott et al., 1998). L’analyse des souris hétérozygotes Nkx2.5"
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a révélé des malformations du septum inter-atrial ainsi que des défauts de conduction avec
une hypoplasie du NAV et du réseau des fibres de Purkinje (Biben et al., 2000 ; Jay et al.,
2004 ; Pashmforoush et al., 2004 ; Meysen et al., 2007). Par ailleurs, I'analyse des souris
Nkx2.5" conditionnelles montre que ce facteur de transcription est aussi impliqué dans la
régulation de I'expression de plusieurs génes impliqués dans la conduction et la contraction
(Briggs et al., 2008). Du fait de son expression homogene dans le cceur, son réle dans la
régionalisation passe par des actions synergiques avec d’autres facteurs de transcription.
Par exemple, dans le myocarde contractile et le systeme de conduction, Nkx2.5 agirait
comme un co-activateur des GATA, de Thx5 ou de Thx3 en fonction du contexte (Peterkin et
al.,, 2005 ; Bakker et al.,, 2008). Nkx2.5 est donc requis pour plusieurs aspects du
développement cardiaque, des étapes précoces du développement au maintien du systéme
de conduction pendant la vie adulte.

Les membres de la famille des facteurs de transcription MEF2 (Myocyte enhancer
factor 2) contenant une boite MAD (MCML1, agamous, deficiens, and SRF) se fixent sur les
promoteurs de la majorité des génes exprimés dans le muscle squelettique et cardiaque
(Akazawa & Komuro, 2003). Parmi ces membres, MEF2C est exprimé précocement dans les
cellules du croissant cardiaque et est un régulateur essentiel du programme
cardiomyogénique (Bruneau, 2002). Chez les souris invalidées pour MEF2C, le
développement du cceur s’arréte au stade de la courbure du tube cardiaque et le ventricule
droit ne se développe pas, aboutissant a la mort in utero des embryons (Lin et al., 1997).
L’absence de ventricule droit corréle avec la diminution de lI'expression du facteur de
transcription Hand2, impliqué dans la formation du ventricule droit, suggérant une action
synergique de ces deux protéines (Moorman & Christoffels, 2003).

Les membres de la famille des facteurs de transcription a boite T (Tbx) sont des
régulateurs importants de la morphogenese cardiaque. La délétion et des mutations de Thx1
sont associées a un tronc artériel commun, un ventricule droit & double issue, une
interruption de 'arc aortique, retrouvés chez les patients atteints du syndrome de DiGeorge
(Lindsay et al., 2001 ; Lindsay, 2001 ; Yagi et al., 2003). Le role de Thx1 dans la formation
des arcs pharyngés et dans celle de la voie efférente du myocarde ainsi que dans la
septation ventriculaire a été confirmé par transgénése chez la souris (Merscher et al., 2001 ;
Jerome & Papaioannou, 2001 ; Vitelli et al., 2002). Les répresseurs Thx2 et Tbhx3 sont
impliqués dans le développement et le maintien du nceud sinusal et du systéme de
conduction atrio-ventriculaire (Habets et al., 2002 ; Harrelson et al., 2004 ; Hoogaars et al.,
2007b ; Bakker et al., 2008). Leurs expressions sont localisées au niveau de ces structures
et leurs modes d’action passeraient par une répression du programme contractile des
cardiomyocytes en association avec Nkx2.5 (Mommersteeg et al., 2007 ; Hoogaars et al.,

2007a). Cependant, les mutations humaines dans le gene codant pour Tbx3 ne produisent

-52 -



pas ou peu d’anomalies de la conduction, suggérant un effet compensateur par d’autres
membres de la famille (Bamshad et al., 1997 ; Meneghini et al., 2006 ; Yutzey, 2008). Thx5
est essentiel a la formation des oreillettes et du ventricule gauche. L’expression de Tbx5
initialement réparti selon un gradient postéro-antérieur dans le tube cardiaque, se restreint
apres la moitié de la gestation aux oreillettes et au ventricule gauche (Bruneau et al., 1999 ;
Liberatore et al., 2000). Puis, elle diminue dans le ventricule gauche durant les stades
postérieurs du développement pour aboutir a une faible expression au stade adulte
(Bruneau, 2002). Les souris invalidées pour ce facteur de transcription ont un défaut de
septation et une hypoplasie des oreillettes et du ventricule gauche (Bruneau et al., 2001b).
De fagon intéressante, la souris invalidée a I'état hétérozygote reproduit le phénotype du
syndrome d’Holt-Oram dont souffrent les patients porteurs de mutations autosomales
dominantes dans le géne codant pour Thx5, avec notamment des communications inter-
auriculaire et inter-ventriculaire (Bruneau et al., 2001b). L’étude des mutations humaines et
des modeles murins transgéniques a mis en évidence que Thx5 jouaient aussi un rble
important dans la formation de la partie supérieure du systéme de conduction atrio-
ventriculaire (Bruneau et al., 2001b ; Moskowitz et al., 2007). Globalement, la compétition
entre les répresseurs de la transcription Tbx2 et Tbx3 et I'activateur Tbx5 dans l'interaction
avec Nkx2.5 serait a la base de la formation des chambres cardiaques, du processus de
ballonnement et de la formation des structures de l'automatisme et de la conduction
cardiaque (Bruneau, 2002 ; Stennard & Harvey, 2005 ; Yutzey, 2008). Par ailleurs, d’autres
facteurs de transcription Tbx, tels que Tbx18 et Tbx20, sont aussi impliqués dans la
maturation des lignées myogéniques, leur prolifération et la morphogenése cardiaque
(Stennard & Harvey, 2005).

Certains facteurs de transcription sont responsables de la bilatéralité droite/gauche
du cceur. Par exemple, les facteurs de transcription a domaine hélice-boucle-hélice, Hand1
(eHand) et Hand2 (ou dHand), interviennent dans la spécialisation du ventricule gauche et
du ventricule droit, respectivement (Yamagishi et al., 2001 ; Bruneau, 2002). L’invalidation de
Hand2 chez la souris induit une mortalité embryonnaire au stade de la courbure du tube
cardiaque et une absence du segment destiné a former le futur ventricule droit (Srivastava et
al., 1997). Au niveau des oreillettes, le facteur de transcription Pitx2, préférentiellement
exprimé dans l'oreillette gauche, régule 'asymétrie droite/gauche en contrélant I'identité de
l'oreillette gauche (Tessari et al., 2008). Ce résultat est particulierement intéressant dans la
mesure ou des variations de séquences proche du locus de PITX2 ont été montrées chez
des patients atteints de fibrillation et de flutter atriaux (Gudbjartsson et al., 2007).

Hey2 est un facteur de transcription spécifique des ventricules appartenant a la famille Hairy
des facteurs de transcription & domaine hélice-boucle-hélice (Leimeister et al., 1999).

L’invalidation de Hey2 chez la souris provoque des phénotypes différents selon la souche
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utilisée (Sakata et al., 2006). Ces modéles suggerent que Hey2 serait impliqué dans la
septation ventriculaire, dans la formation des valves atrio-ventriculaires ainsi que dans la
maturation des ventricules. L’expression préférentielle de Hey2 dans le ventricule permettrait
de réprimer I'expression des génes atriaux en faveur des génes ventriculaires (Koibuchi &
Chin, 2007).

L’expression du facteur de transcription Iroquois Irx4 est restreinte au myocarde ventriculaire
a tous les stades du développement ainsi que chez I'adulte (Bao et al., 1999 ; Bruneau et al.,
2000). Son expression est réduite chez les souris invalidées pour Nkx2.5 et Hand2 dont la
différentiation ventriculaire est compromise (Bruneau et al., 2000). Ces résultats montrent
qgue Irx4 joue un rble dans la spécificité ventriculaire et que ce réle met en jeux Nkx2.5 et
Hand2 (Bruneau et al., 2000). Cependant, Irx4 ne parait pas étre un régulateur central de la
spécificité ventriculaire comme le démontre les souris Irx4-/- qui n’ont qu’'un défaut partiel de
'expression des geénes ventriculaires aprés la naissance (Bruneau et al., 2001a).
L’expression ventriculaire d’autres facteurs de transcription de la famille Irx (Irx3 et Irx5) au
cours du développement, suggeére la possibilité d’'un effet compensateur (Christoffels et al.,
2000).

En ce qui concerne la transcription des canaux ioniques au cours de la maturation, un seul
exemple a pour l'instant été validé biologiquement, seule I'expression du géne HCN4 a été
étudiée. Dans des cceurs de rat invalidés pour le facteur de transcription NRSF (neuron-
restrictive silencer factor), 'expression du géne HCN4 augmente au cours du développement
embryonnaire. Mieux, l'activit¢ du promoteur de HCN4 est augmentée au cours du
développement embryonnaire en présence du NRSE (neuron-restrictive silencer element),
site de fixation validée de NRSF sur ce promoteur (Kuratomi et al., 2007). Cette action de
NRSF pourrait se faire en coordination avec les HDAC de classe Il (histone deacetylase) via
la CaM Kinase (Calcium/calmoduline Kinase) (Nakagawa et al., 2006).

D.3. Facteurs de transcription jouant un rb6le dans
insuffisance cardiaque

Les cardiomyocytes différenciés perdent leur capacité a proliférer peu de temps
apres la naissance. De nombreuses situations pathologiques (hypertension, pathologies
valvulaires, infarctus du myocarde, cardiomyopathie ou bloc auriculo-ventriculaire) induisent
une surcharge de travail au myocarde qui provoque en réponse une augmentation de la taille
des cardiomyocytes, pouvant conduire & une insuffisance cardiaque. Cette hypertrophie
cellulaire est accompagnée par une augmentation de la synthése protéique et une

réexpression des genes foetaux (Sadoshima & Izumo, 1997 ; Akazawa & Komuro, 2003 ;
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Heineke & Molkentin, 2006). L’activation du programme des génes foetaux permet la
synthése coordonnée des protéines nécessaires a I'accroissement de la taille des myocytes
et un meilleur ajustement des besoins en énergie de ces cellules. Des comparaisons de
profils d’expression de génes entre des coeurs normaux adultes, insuffisants, ou foetaux ont
montré une forte similarité des profils des cceurs foetaux et insuffisants (Thum et al., 2007).
Ces changements de phénotype cellulaire sont précédés et accompagnés de la mise en jeu
de nombreuses voies de signalisation dont la voie Ca*/calcineurine/NFAT
(Ca2+/calcineurine/nuclear factor of activated T-cell), la voie PI3K/Akt/GSK-3
(phosphoinositol 3-kinase/Akt/glycogen synthase kinase-3), la cascade des MAPK (mitogen-
activated protein kinases) et les protéines G couplées aux récepteurs a sept domaines
transmembranaires (Frey & Olson, 2003 ; Heineke & Molkentin, 2006). Ces voies de
signalisation impliquent pour la plupart le Ca?" intracellulaire (Schaub et al., 2006) et régulent
l'activité de nombreux facteurs de transcription mais aussi le remodelage de la chromatine

via les HDAC (Histone Desacétylase) (Figure 18).
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Figure 18: Voies de signalisation et facteurs de transcription impliqués dans la régulation de
I'expression des génes lors de 'hypertrophie cardiaque. (Akazawa & Komuro, 2003)

Parmi les facteurs de transcription impliqués dans I'hypertrophie, GATA-4, MEF2,
Handl et Hand2 ou bien encore Nkx2.5, ont précédemment été décrits comme jouant un
réle important dans 'embryogenése cardiaque.

L’'un des facteurs de transcription les mieux caractérisés dans cette pathologie est
GATA-4. L’activation de GATA-4 en réponse a des stimuli hypertrophiques provoque
'expression d’un large spectre de génes impliqués directement ou indirectement dans le

développement de la pathologie tels que 'ANP (atrial natriuretic peptide), le BNP (brain
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natriuretic peptide), 'a-MHC (a-myosin heavy chain), la B-MHC (8-myosin heavy chain) ou
les troponines de type C ou |, par exemple (Liang & Molkentin, 2002 ; Akazawa & Komuro,
2003). La surexpression de GATA-4 dans le cceur produit une hypertrophie (Liang et al.,
2001), alors que sa délétion tissu-spécifique diminue le développement de I'hypertrophie
ventriculaire suite a une surcharge de pression ou a I'entrainement physique (Oka et al.,
2006). De plus, GATA-4 est au centre de plusieurs voies de signalisation pro-
hypertrophiques (Figure 18) (Akazawa & Komuro, 2003). Ces résultats suggérent que
GATA-4 est un acteur clef dans la génération de I'hypertrophie cardiaque.

Des membres de la famille des facteurs de transcription MEF2 sont aussi impliqués
dans I'hypertrophie cardiaque (Czubryt & Olson, 2004). La surexpression de MEF2A ou de
MEF2C dans le cceur provoque une cardiomyopathie dilatée et une augmentation du
développement de I'’hypertrophie suite a une surcharge de pression (Xu et al., 2006).
L’invalidation conditionnelle de MEF2D empéche le développement d’'une hypertrophie suite
a une stimulation p-adrénergique chronique ou a une surcharge de pression, alors que la
sur-expression de ce facteur de transcription induit un remodelage cardiaque pathologique et
une réactivation du programme d’expression de génes foetaux (Kim et al., 2008). De plus, les
MEF2 régulent 'expression de génes inductibles lors de I'hypertrophie cellulaire (Akazawa &
Komuro, 2003). Par ailleurs, ce sont des effecteurs importants de la signalisation calcique
(Mellstrom et al., 2008) (Figure 18). Enfin, les MEF2 peuvent agir en synergie avec les
GATA, et notamment GATA-4 (Peterkin et al., 2005).

Le facteur de transcription Nkx2.5 est surexprimé en réponse a des stimuli
hypertrophiques (Thompson et al., 1998 ; Saadane et al., 1999). Cependant, des études ont
montré que son activation constitutive n’est pas suffisante pour induire I'hypertrophie
cardiaque. Son implication dans I'hypertrophie cardiaque passerait par ses interactions avec
d’autres facteurs de transcription impliqués dans la pathologie tels que GATA-4 ou SRF
(Akazawa & Komuro, 2003).

D’autres facteurs de transcription sont impliqués dans le développement de
I'hypertrophie cardiaque. L’expression de Hand1 et/ou Hand2 est diminuée chez des patients
atteints de cardiomyopathies, ainsi que dans des modeéles animaux d’hypertrophie
ventriculaires (Natarajan et al., 2001 ; Thattaliyath et al., 2002 ; Akazawa & Komuro, 2003),
suggérant le réle de ces facteurs de transcription dans l'inhibition de I'hypertrophie cellulaire.
Cependant, les génes régulés par Hand1 et Hand2 dans le cceur adulte sont encore peu
connus. Le facteur de transcription a boite MAD SRF (Serum Response Factor) régule
I'expression de nombreux génes cardiaques (Akazawa & Komuro, 2003). Sa surexpression
provoque une hypertrophie (Zhang et al., 2001b) et sa délétion spécifiquement dans le cceur
chez la souris adulte induit une cardiomyopathie dilatée associée a des défauts de

'expression des génes de structures cardiaques (Parlakian et al., 2005). Des facteurs de
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transcription de la famille NFAT (Nuclear factor of activated T-cells) ont été montrés comme
nécessaires et suffisants pour induire I'hypertrophie cardiaque (Heineke & Molkentin, 2006).
Par exemple, la délétion de NFATc3 diminue I'hypertrophie cardiaque induite par une
surcharge de pression ou une stimulation a I'angiotensine Il chez la souris (Wilkins et al.,
2002). Enfin, limportance du facteur de transcription nuclear factor (NF)-«xB comme
médiateur de hypertrophique dans le coeur adulte a été montré grace a deux modeles de
souris transgéniques (Kawano et al., 2005 ; Freund et al., 2005). La délétion de la sous-unité
p50 de NF-xB induit une réduction de I'’hypertrophie cardiaque lors d’une stimulation
chronique a l'angiotensine Il (Kawano et al., 2005). Les souris transgéniques exprimant un
"super-répresseur” de NF-xB montrent une atténuation de I'’hypertrophie sous stimulation a

'angiotensine Il ou a l'isoprénaline (Freund et al., 2005).

La seule réponse connue du myocarde aux surcharges d’origine mécanique (dues a
'hypertension artérielle ou a un infarctus) était jusqu’ici '’hypertrophie. Celle-ci adapte le
cceur aux nouvelles conditions de charge, a la fois en multipliant le nombre d’unités
contractiles et en normalisant la tension pariétale. La mise en évidence de changements
qualitatifs dans I'expression génétique du myocarde a constitué une grande premiére,
puisqu’elle a permis d’expliquer, en termes moléculaires, le processus par lequel ce muscle
adapte son économie aux nouvelles conditions de charge (Swynghedauw, 2006). Dans les
situations telles que I'hypertension ou linfarctus du myocarde, le coeur répond a une
augmentation de post-charge par des processus de remodelage. Ces processus sont
complexes, dynamiques, tributaires du temps et aprés une période d’adaptation, aboutissent
finalement a une insuffisance cardiaque. lls conduisent a des changements morphologiques
comprenant une hypertrophie des cardiomyocytes, et a un dép6t de matrice extracellulaire
menant a la fibrose. Cependant les mécanismes qui entrainent I'hypertrophie et la
progression vers linsuffisance cardiaque sont encore mal connus. De nombreux facteurs
déclenchant le remodelage ont été identifiés (étirement, hormones, peptides vaso-actifs,
inflammation, ischémie) mais il est difficile de différencier les réponses adaptatives des
réponses déléteres. Un nombre important de voies de signalisation incluant les MAP
kinases, la protéine kinase C et la calcineurine conduisent a une altération de I'expression
des génes et sont responsables de la réponse hypertrophique du cceur. Dans les
cardiomyocytes, le remodelage est caractérisé par une prolongation et une altération de la
transition calcique suggérant que le myocyte altéré pourrait étre un substrat d’arythmie.
Cette hypertrophie s'accompagne d'une nouvelle programmation génétique caractérisée par
I'expression de novo de plusieurs génes foetaux (Monceau et al., 2006). Notre démarche
consiste a étudier a la fois I'expression des canaux et des facteurs de transcription dans ces

deux modéles : l'insuffisance et le développement cardiaque.
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MATERIEL ET METHODES
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Par une approche de biologie intégrée, mes travaux se sont intéressés a la régulation
transcriptionnelle des canaux ioniques cardiaques dans des contextes de plasticité et de
remodelage électriques. Pour cela, des études moléculaires, électrophysiologiques et des
outils bioinformatiques ont été appliquées.

A. Modéles expérimentaux

A.1. Modéle murin du développement et de la maturation
cardiaque

Dans une premiére approche, nous avons étudié la plasticité de I'expression des
canaux ioniques et des facteurs de transcription au cours du développement et de la
maturation dans le coeur chez la souris C57BL6/J. Les ventricules totaux ont été prélevés
a différents stades de développement : le stade embryonnaire E15.5, stade précoce ou le
coeur présente une morphologie définitive ; le stade E18.5, juste avant la naissance ; le
stade néonatal (un jour apres la naissance, J1) ; une semaine apres la naissance (J7) ; et

les stades adultes : 20 jours (J20) et 10 semaines aprés la naissance (S10).

A.2. Modele murin d’hypertrophie et d’insuffisance cardiaque

Dans une seconde étude, nous avons développé un modéle de bloc auriculaire (BAV)
complet chez des souris CD1 adultes de 10 semaines. Ce bloc est réalisé en interrompant la
conduction entre les oreillettes et les ventricules, au niveau du faisceau de His, par ablation
par radiofréquence grace a l'utilisation d’'une sonde endocavitaire. La paroi libre du ventricule
gauche est alors isolée pour en extraire les ARNs. Les prélevements ont lieu avant I'ablation
et a différents temps apres le bloc : 12h, 24h, 48h et 5 jours post-BAV.

A.2.a. Induction du bloc auriculo-ventriculaire par radiofrégquence
chez la souris

L’ablation par radiofréquence consiste a délivrer une impulsion électrique au niveau
du myocarde. Les effets physiologiques des courants de radiofréquence ont été décrits pour
la premiere fois par Arsene d’Arsonval en 1893 (Justesen & Guy, 1985). Celui—ci avait
observé que ce type de courant pouvait traverser le corps humain sans entrainer d’autres

effets qu’un échauffement au point de contact entre les fils conducteurs et la peau. Les
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travaux expérimentaux initiaux visant a évaluer I'utilisation des courants de radiofréquence
pour l'ablation endocavitaire ont été effectués au milieu des années 1980. La premiére
application clinique fut réalisée en 1986 pour une ablation de la jonction auriculo-ventriculaire
(Lavergne et al., 1986).

Les courants de radiofréquence sont des ondes électromagnétiques dont la
fréquence varie entre 300 kHz et 3 MHz. Ces ondes peuvent étre délivrées sous forme de
trains continus (mode continu) ou intermittents (mode pulsé). lls agissent principalement par
effet thermique. Pour [I'ablation de la jonction auriculo-ventriculaire, le courant de

radiofréquence est délivré par I'intermédiaire d’'un cathéter constitué de plusieurs électrodes.

A B

Figure 19 : Electrocardiogramme (ECG) endocavitaire murin. (A) Cathéter octopolaire 2F comportant
4 électrodes de petite surface (1,2,5,6) permettant I'enregistrement de signaux électriques et 4
électrodes de grande surface (3,4,7,8) utilisées a la fois pour I'enregistrement de signaux électriques
et pour l'ablation du faisceau de His par radiofréquence. (B) ECG endocavitaire murin. Onde A,
dépolarisation des oreillettes ; onde V, dépolarisation des ventricules. (C) Introduction du cathéter
dans la veine jugulaire droite. (D) Vue latérale droite du positionnement du cathéter dans le coeur
apres résection de la paroi libre du ventricule droit.
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A.2.b. Protocole expérimental

Des souris CD1® males de 10 semaines sont anesthésiées par une injection
intrapéritonéale d'étomidate a la dose de 30 mg/kg. Un ECG de surface (D1) est enregistré
simultanément avec 'ECG endocavitaire. La température de l'animal est contrblée et
maintenue a 37°C. Une anesthésie locale du point d’incision est obtenue par infiltration
locale de lidocaine 1% (50ul) entre la partie supérieure du thorax et la moitié du coup de
'animal. La veine jugulaire droite est isolée (Figure 19C) afin d’y introduire une sonde
octopolaire 2F (espacement inter-électrodes de 0.5 mm ; Cordis Webster®, USA). La sonde
octopolaire est ensuite avancée dans le cceur (Figure 19D) jusqu'a obtenir un
enregistrement endocavitaire du faisceau de His (Figure 19B). L'ECG de surface D1 et
I'électrogramme intracardiaque sont enregistrés sur un ordinateur a l'aide d'un convertisseur
analogigue-numérique (IOX 1.585, EMKA Technologies) pour monitorage et analyse
ultérieure avec le logiciel ECG-Auto (EMKA Technologies). Aprés détection stable de
l'activité du faisceau de His, l'ablation par radiofréquence est réalisée avec un générateur
H200S (Osypka) a une intensité de 2W pendant 15s entre deux électrodes de grande
surface (électrodes numérotées 3 et 4, Figures 19A et 19D). Si le premier tir est efficace, la
conduction auriculo-ventriculaire est supprimée. Le ventricule bat alors a un rythme
d’échappement idioventriculaire : la souris est en bloc auriculo-ventriculaire complet (BAVc).
En cas d’échec, un second tir est tenté aprés une pause de 5 minutes (3 tirs au maximum
pour chaque souris).

Aprés ablation du faisceau de His, la souris est stimulée au niveau ventriculaire a un rythme
d’environ 240 battements/min (RR = 250 ms) pendant 5 minutes. A l'issue de cette période,
la valeur de l'intervalle RR du rythme d’échappement spontané est déterminée. La souris est
de nouveau stimulée en continu au rythme de 240 battements/min pendant 5 minutes, puis
injectée avec une dose de 200 ng/g d’lsoprénaline par voie intrapéritonéale (Isuprel®
0,2 mg/ml, Hospira, Lake Forest, Etats-Unis). A la fin de la procédure, la sonde est retirée, la
jugulaire droite ligaturée, I'incision recousue et la souris mise sur un tapis chauffant jusqu’au
réveil pour éviter I'hypothermie.

Pour les souris suivies en télémétrie, l'induction du bloc auriculo-ventriculaire complet est

réalisé 5 jours apres l'implantation du capteur télémétrique.
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A.3. Modéle cellulaire de cardiomyocytes néonataux de souris
en culture primaire

Afin de valider biologiquement les interactions identifiées dans les modéles
précédents, nous avons développé un modéle cellulaire de cardiomyocytes néonataux en
culture. Il est possible d’électroporer ces cellules par des siRNA, dirigés contre les facteurs
de transcription identifiés, par la méthode de nucléofection (Lonza).

Des souriceaux nouveaux-nés de 1 a 2 jours sont sacrifiés par décapitation. Les
ceeurs sont prélevés puis déposés dans une boite de Pétri contenant du DMEM (Dulbelcco’s
Modified Eagle Medium). Les ventricules sont séparés des oreillettes sous loupe binoculaire
puis déposés dans une boite de Pétri contenant du HBSS (Hank's Buffered Salt Solution).
Sous hotte de culture, les ventricules sont dilacérés puis placés dans un systéme d’agitation
avec 5 mL de solution enzymatique. Cette solution est composée de HBSS, de collagénase
de type Il (175 U/mL) et de pancréatine et est préalablement filtrée. La préparation est
placée a I'incubateur (37°C, 5% CO2) durant un premier cycle de 10 minutes. Aprés chacun
de 7 cycles de 10 minutes, le surnageant, contenant les cardiomyocytes dissociés, est
prélevé, placé dans 1 mL de sérum de veau feetal tandis que 5 mL d’enzymes est ajouté aux
ventricules en digestion. A l'issu des cycles enzymatiques, les cellules sont centrifugées et le
culot est resuspendu avec du milieu de culture pour cardiomyocytes néonataux. Ce milieu
est composé de DMEM, de 5% de sérum de veau fcetal, de 10% de sérum de cheval, et de
1% d’antibiotiques pénicilline/streptomycine. Les cardiomyocytes vont étre séparés des
fibroblastes par adhésion différentielle. Placés dans une boite de Pétri a I'incubateur durant
1 heure, les fibroblastes vont adhérer au plastique, tandis que les cardiomyocytes néonataux

demeurent en suspension. Les cardiomyocytes sont alors préts a étre transfectés.

A.4. Electroporation des cardiomyocytes néonataux

La transfection est effectuée par électroporation, et plus précisément par nucléofection grace
au systeme Amaxa (Lonza). Un million de cardiomyocytes en suspension sont placés dans
une cuvette d’électroporation avec un mélange de solution de nucléofection (100uL) et de
siRNA (100nM). Les cellules sont alors électroporées. Elles sont ensuite récupérées avec du
milieu de culture chaud. Elles sont enfin ensemencées dans des puits d’'une plaque 12 puits

préalablement coatée a la laminine, a raison de 500000 cellules par puits.
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B. Approches moléculaires

Notre approche de biologie intégrée a nécessité de corréler les profils d’expression
des génes codant les sous-unités des canaux ioniques et les facteurs de transcription
cardiaques en évaluant I'expression de I'ensemble de ces génes dans des conditions soit
physiologiques, soit pathologique. Pour cela, nous avons utilisé une technologie de
génomique dédiée a ces familles de protéines : la RT-PCR quantitative TagMan® a haut

débit ou TagMan® Low Density Array.

B.1. Préparation des ARN, contréles qualité et
rétrotranscription

L’extraction des ARN totaux (ARNt) des ventricules est réalisée selon la méthode
décrite par Chomczynski et Sacchi (Chomczynski & Sacchi, 1987 ; Chomczynski & Sacchi,
2006), appliquée avec le Trizol (Invitrogen). Les ARNt sont ensuite traités a la DNase | (Sima
Aldrich) afin d’éliminer 'ADN génomique. L’extraction des ARNt des cardiomyocytes
néonataux mis en culture est réalisée par le kit Nucleospin® RNAII Nano Kit (Macherey
Nagel).

La concentration des ARNt est évaluée par mesure de I'absorbance a 260nm (DO
260nm, NanoDrop ND-1000, NanoDrop Technologies). Seuls les ARNt pauvres en protéines
(DO 260nm/280nm entre 1.8 et 2) sont retenus pour la suite de I'expérimentation. L’absence
d’ADN génomique est vérifiée par PCR. La qualité des ARNt est contrdlée par une technique
de micro-électrophorése en capillaire sur gel d’acrylamide (Agilent 2100 Bioanalyser,
Agilent). Seuls les ARNt ayant un RNA Integrity Number supérieur ou égal a 8 pour les
échantillons murins et a 7.5 pour les échantillons humains sont retenus (Fleige & Pfaffl,
2006). La synthése du premier brin d’ADN complémentaire (ADNc) est réalisée par
rétrotranscription a partir des ARNt (de 200 a 2000 ng) a l'aide du kit High-Capacity cDNA
Archive Kit (Applied Biosystems).

B.2. RT-PCR quantitative a haut débit
B.2.a. Principe de la RT-PCR quantitative

La quantification par PCR de I'expression des génes a été réalisée a l'aide de la

technologie TagMan®. Cette technologie est commercialisée par la société Applied

Biosystems sous la forme de kits d’analyse (TagMan Gene Expression Assays) constitués
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d’'un couple d’amorces (amorces sens et anti-sens) et d’'une sonde TagMan spécifiques d’'un
géne. Les sondes TagMan sont marquées en 5 par le rapporteur fluorescent 6-
carboxyfluorescéine (FAM®, Applera Corp.) et en 3’ par un quencheur non-fluorescent
(Figure 20). Elles sont en majorité inter-exoniques et permettent de quantifier toutes les
isoformes issues d’épissages alternatifs. Le principe de la technologie TagMan repose sur la
propriété exonucléasique 5’-3’ de la Tag DNA polymerase (Figure 20). A chaque cycle de
PCR, la Tag DNA polymerase clive I'extrémité 5’ de la sonde TagMan et libére ainsi le
rapporteur fluorescent. La fluorescence émise par celui-ci ne sera donc plus transférée au
quencheur et pourra alors étre mesurée a sa longueur d’onde spécifique. L’efficacité de PCR
des essais étant de 100%, autrement dit, la quantité de produits PCR est doublée a chaque
cycle, la fluorescence émise est alors proportionnelle a la quantité de produits PCR
synthétisés. Les essais TagMan utilisés pour chaque projet sont listés dans I'annexe 1.

L’expression relative des génes d’intérét par rapport a un géne de référence invariant
(quantification relative) est basée sur les méthodes de calculs des 22 et 222 (Livak &
Schmittgen, 2001 ; Schmittgen & Livak, 2008) (Figure 21).
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Figure 20: Principe de la technologie TagMan®. Représentation schématique en 2 étapes de la
phase d’élongation de la réaction PCR.

Le Ct (threshold cycle) correspond au nombre de cycles PCR nécessaires pour
atteindre un seuil fixe (threshold) situé dans la phase linéaire de la courbe d’amplification
sigmoidale. Le Ct du géne x est normalisé par un géne de référence selon la formule ACt =
Cty — Cliererence- L€ calcul du AACt permet ensuite de comparer I'expression du géne x dans
une condition B par rapport a une condition A (AACt = ACtg - ACt,). La transformation des
valeurs logarithmiques en échelle linéaire permet enfin d’obtenir les ratios 2 ou 24%, Le
22 correspond au ratio d’expression d’un géne x par rapport au géne de référence. Le 244
correspond au ratio d’expression du géne x dans une condition expérimentale B par rapport

a une condition expérimentale A.
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Dans toutes les études présentées, la normalisation des données d’expression
relative est réalisée par le géne de référence HPRT (hypoxanthine guanine phosphoribosyl

transferase) dont I'expression est stable dans nos différentes conditions.

Figure 21: Représentation schématique des méthodes de calculs des 2% et 2*“" (Livak &
Schmittgen, 2001 ; Schmittgen & Livak, 2008). Pour chaque condition expérimentale (A et B), le ACt
est calculé selon la formule : ACt = Ct, — Ct,, OU X correspond au géne analysé, et ref. au géne de
référence utilisé pour la normalisation. Le calcul du AACt permet ensuite de comparer I'expression du
géne x dans la condition B par rapport a la condition A (AACt = ACtg - ACts). On notera ici que
I'expression du géne de référence est stable entre les deux conditions A et B.

B.2.b. Technologie des TagMan® Low Density Arrays

Dans l'objectif d’évaluer I'expression de I'ensemble des sous-unités des canaux
ioniques et facteurs de transcription cardiaques, nous avons utilisé la technologie des cartes
microfluides ou Low Density Arrays (Applied Biosystems). Une carte microfluide est
constituée de 384 puits préalablement chargés par un essai TagMan spécifique d’'un géne
(Figure 22). Huit réservoirs distribuent, via des micro-capillaires, les 384 puits disposés en 8
lignes de 48 puits. Deux configurations ont été utilisées :

- Pour l'analyse de I'expression des canaux ioniques cardiaques, nous avons choisi une
configuration qui permet d’amplifier 96 génes dans 4 échantillons simultanément. Les
96 génes codent pour différentes sous-unités a et auxiliaires des canaux ioniques, des
protéines impliquées dans 'homéostasie calcique, quelques facteurs de transcription,
ainsi que pour des marqueurs spécifiques des compartiments cardiaques, des vaisseaux,
des neurones, des fibroblastes, de linflammation et de [I'hypertrophie cardiaque
(Annexe 1).

- Pour l'analyse de I'expression des facteurs de transcription cardiaques, nous avons opté
pour une configuration qui permet d’amplifier 192 génes dans 2 échantillons

simultanément. Les 192 génes étudiés codent pour différents facteurs de transcription et
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cofacteurs, quelques sous-unités a et auxiliaires des canaux ioniques ainsi que pour des

marqueurs spécifiqgues (Annexe 1).

Figure 22 : Photographie d’'une carte microfluide ou Low Density Array. Chaque réservoir distribue,
via un micro-capillaire, 48 puits.

Cent nanogrammes d’ADNc combinés aux réactifs PCR TagMan Universal Master
Mix (1X) sont déposés dans chaque réservoir puis distribués par centrifugation via les micro-
capillaires dans chacun des 48 puits. Chaque puits contient 1 ng d’ADNc dans un volume
réactionnel de 1 pl. Les puits sont scellés et les amplifications sont ensuite réalisées en
simplicat a 50°C, 2 min - 95°C, 10 min suivi de 40 cycles : 95°C, 30 sec - 59,7°C, 1 min dans
un thermocycleur ABI PRISM 7900HT Sequence Detection System. Les données provenant
de plusieurs Low Density Arrays sont analysées simultanément et extraites a l'aide du
logiciel SDS 2.1. La méthode du 22 permet ensuite d’exprimer les résultats. Les génes

dont le Ct est supérieur a 34 sont éliminés pour leur manque de reproductibilité.

B.3. Classification des données d’expression

La mise en place de génes différentiellement exprimés dans une matrice de données
d’expression permet de rechercher et de visualiser les éventuels regroupements de génes
et/ou d’échantillons d’aprés leur profil d’expression. Les algorithmes de classification
permettent ainsi de regrouper des échantillons selon leurs portraits moléculaires et des
génes selon leurs profils d’expression. Ces méthodes permettent donc d’identifier les genes
qui distinguent les groupes d’échantillons les uns des autres ainsi que les génes qui varient
de facon similaire. Pour chaque technologie que nous utiliserons, nous appliquerons des

outils statistiques.
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B.3.a. Définition

Les algorithmes de classification sont des méthodes de répartition d’'un ensemble
d’éléments en plusieurs sous-ensembles, sur la base de leurs similarités ou dissimilarités
(Gilbert et al., 2000 ; D'haeseleer, 2005). Le but est de construire des groupes qui minimisent
la variabilité intra-groupe tout en maximisant les distances inter-groupes. Plus précisément,
ils visent a trouver 'ensemble des groupes (génes ou échantillons) dont les membres sont
trés similaires et distants des autres groupes sur la base de leur profil d’expression. Une
matrice de données d’expression se compose de n genes et m échantillons. Ces matrices
peuvent étre étudiées selon les lignes (génes) et/ou selon les colonnes (échantillons). Deux
grands types de méthodes de regroupement doivent étre distingués et opposés. Les
approches supervisées analysent les données d’expression au regard de connaissances
préalables. Ces méthodes supervisées comprennent une phase initiale d’apprentissage sur
des genes et/ou échantillons dont la classification est connue, puis une phase de prédiction
sur un ensemble d’autres génes et/ou échantillons a classer. A I'opposé, les méthodes non
supervisées groupent les objets sans a priori (data driven). Ces techniques sont dites
exploratoires (exploratory techniques) et sont essentiellement employées pour la découverte
de classes (class discovery). Par exemple, I'application de ces techniques a montrée que la
taxonomie actuelle des cancers regroupe des maladies distinctes sur le plan moléculaire
(Golub et al., 1999 ; Alizadeh et al., 2000). De ce fait, n'ayant que peu de connaissances
préalables des classifications de génes a obtenir, seuls les approches non supervisées

seront utilisées dans nos projets et décrites dans la suite de cette partie.

B.3.b. Classification hiérarchique non-supervisée

Les méthodes de classification non supervisée sont donc des techniques de
regroupement (clustering) ou un processus automatique sépare les données observées en
groupes distincts sans aucune connaissance préalable des classes existantes. Au sein des
approches non supervisées, les classifications hiérarchiques ascendantes et les méthodes
par partitionnement sont les plus utilisées. Ces derniéres imposent la définition préalable du
nombre de groupes de génes attendus, les méthodes des k-moyennes (k-means) et SOM
(Self-Organizing Maps) sont les plus utilisées. D’abord utilisées en phylogénie, les méthodes
de classification hiérarchique sont aujourd’hui les techniques de classification non
supervisée les plus utilisées pour étudier les profils 'expression de génes ou d’échantillons.
Elles générent des suites de classes emboitées qui définissent une hiérarchie de partitions.

Les algorithmes de classification travaillent a partir des matrices de distances issues des
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matrices de données d’expression. Actuellement, il existe trois principales modalités de
calcul de distances entre les classes (distance inter-groupes) qui permettent de générer
deux grands types d’algorithmes de classification hiérarchique : les algorithmes ascendants
et les algorithmes descendants. Pour les algorithmes descendants, a chaque étape, un
cluster est désigné pour étre scindé en deux. Si I'on veut respecter strictement le critere de
maximalisation de la distance entre descendants, on doit considérer toutes les partitions
possibles du cluster en deux descendants, et retenir la meilleure. Cette procédure nécessite
des calculs prohibitifs et est donc exagérément longue, méme pour des clusters de taille
modeste. Etant plus rapides et I'expérience montrant qu’ils fournissaient des résultats
cohérents, nous ne décrirons ici que les algorithmes ascendants qui nous ont permis de

classer nos différentes matrices de données.

* Distances inter-groupes

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

approche est sensible aux valeurs manquantes, méme en faible nombre.
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Pour classer nos matrices de données nous appliquons l'approche du lien moyen
utilisant le coefficient de corrélation de Pearson pour mesurer la similarité d’expression entre

les groupes.

* Algorithmes ascendants

Les algorithmes ascendants ou agglomératifs construisent des groupes par
agrégations successives des éléments les plus proches deux a deux pour fournir une
hiérarchie de partitions des objets. Le terme élément désigne donc a la fois les individus a
classer et les regroupements d'individus générés par l'algorithme. Au départ, chaque
élément constitue un groupe de taille 1. Puis, a chaque étape, les deux groupes les plus
proches sont recherchés et fusionnés jusqu'a ce qu'il n'y ait plus qu'un seul groupe.

La hiérarchie obtenue est généralement représentée sous la forme d'un arbre
planaire hiérarchique, également appelé dendrogramme. Ce dendrogramme décrit de fagon
explicite la structure finale de la hiérarchie. Les individus qui se ressemblent le plus se
regroupent entre eux, la longueur des branches témoignant de leur éloignement. Cette
représentation graphique permet également d’estimer le nombre de classes existant
effectivement dans la population. Enfin, il faut noter I'aspect isomorphe d’'un dendrogramme :
les nceuds de l'arbre pivotent. Seule la longueur des branches aide a définir la proximité
entre les groupes. Associées a l'arbre, les matrices de données d’expression sont
transformées en cartes "thermiques", colorées en fonction du niveau d’expression relatif des
genes (ACt) ou en fonction de la variation d’expression entre deux échantillons (AACt).
Généralement, les couleurs employées vont du vert (niveau bas) au rouge (niveau élevé) en
passant par le noir (niveau médian). Finalement, la classification obtenue est représentée
sous la forme de deux dendrogrammes (un pour les génes, un pour les individus) et d’'une
carte "thermique".

La classification est réalisée a I'aide du programme Cluster et est visualisée a l'aide

du programme Treeview (Eisen et al., 1998).

B.4. Statistiques
B.4.a. Déterminations des valeurs aberrantes

Dans nos résultats de quantification relative, nous ne pouvons exclure la survenue de
valeurs aberrantes (outliers) liées, par exemple, a des erreurs de lecture de I'appareil. Un

outlier est une valeur statistiquement qui n’est pas normalement distribuée par rapport a une
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certaine population, et uniquement par rapport a la structure de cette population. De ce fait,
le test de Dixon (Rorabacher, 1991) est appliqué sur les 2" afin de détecter les valeurs
aberrantes. Il consiste a vérifier 'appartenance des individus d’'une méme population
normale et peut-étre utilisé dans le cas de petits échantillons (n<25). Il est basé sur le calcul
des rapports d’étendues aux extrémités. Les valeurs aberrantes sont repérées avec un

risque de 5% et supprimées car elles accroissent 'hétérogénéité des séries statistiques.

B.4.b. Tests statistiques

Les résultats d’études du transcriptome correspondent aux moyennes des 2%

(+ SEM) ou aux pourcentages de variation (1-224“) x100 (+ SEM) obtenus a partir de
plusieurs échantillons. Les différents tests statistiques cités par la suite ont été réalisés sur
les 22, Pour évaluer si la différence observée entre 2 groupes appariés est significative, le
test non paramétrique de Wilcoxon est utilisé. Dans le cas de comparaison entre plusieurs
groupes, une analyse de variance a une voie (ANOVA), complétée par le test de
comparaison multiple de Tukey est réalisée. Une valeur de l'indice p<0,05 est considérée
comme significative.

Dans le cas de I'étude sur le développement et la maturation cardiaque, au vu du faible
nombre d’échantillons par stade de développement (n=3), nous avons appliqué le test
statistique de Kruskall et Wallis. Ce test non paramétrique est requis pour la comparaison de
plus de 2 échantillons indépendants, avec de faibles effectifs et ne vérifiant pas la condition
de normalité. Les différences notées sont considérées comme significatives au seuil 5 %

(soit une p-value < 0.05).

C. Approches électrophysiologiques

Dans l'optique de valider fonctionnellement les répercussions des variations des
transcrits des canaux ioniques, nous avons évalué a 'étage intégré (électrocardiogrammes
de surface) et cellulaire (patch-clamp) la corrélation entre ces variations d’expression et les

modifications de 'activité électrique cardiaque chez la souris.

C.1. Electrocardiogramme de surface chez la souris

Chez I'Homme, [Iélectrocardiogramme (ECG) est composé de 12 dérivations

distinctes parmi lesquelles les 6 dérivations des membres sont nommées D1, D2, D3, aVR,
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aVL et aVF. Chez la souris anesthésiée, nous avons enregistré 1 ou 6 dérivations de I'ECG,

tandis que chez la souris vigile nous avons enregistré la dérivation D2.

C.l.a. Enregistrement ECG chez la souris anesthésiée

L’enregistrement d'un ECG a 6 dérivations est obtenu a l'aide d’électrodes sous-
cutanées de calibre 25 Gauge chez des souris CD1® méles de 10 semaines (Charles River
Laboratories, L’Arbresle, France) préalablement anesthésiées par injection intra-péritonéale
(ip) d’étomidate (30 mg/kg ; Hypnomidate® 2mg/ml, Janssen-Cilag S.A.). Quatre électrodes
sous-cutanées sont placées au niveau des membres antérieurs et postérieurs de la souris
placée en décubitus dorsal dans une cage de Faraday. La température corporelle de I'animal
est maintenue a 37°C a l'aide d’'un tapis chauffant régulé par une sonde rectale (Harvard
Apparatus, Paris, France). L'enregistrement ECG est réalisé 10 min aprés anesthésie. Les
ECG sont filtrés entre 0,5 et 250 Hz et enregistrés sur un ordinateur via le convertisseur
analogigue-numérique 10X 1.585 (EMKA Technologies, Paris, France). Les mesures sont
effectuées en dérivation D1 a l'aide du logiciel ECG auto 1.5.12.10 (EMKA Technologies)
selon des critéres prédéfinis (Lande et al., 2001). L’intervalle PR (ou PQ) est mesuré du
début de I'onde P jusqu’au début de I'onde Q, l'intervalle QRS du début de 'onde Q jusqu’au
point d’intersection entre la ligne isoélectrique et le segment STr, et l'intervalle QT du début
de 'onde Q jusqu’a la fin de 'onde T (Figure 23). La durée des intervalles PP, RR, PR,

QRS, QT et de 'onde P est moyennée sur cing complexes PQRST consécutifs.

intervalle RR

R R

Figure 23 : Méthode de mesure des parametres sur un électrocardiogramme de surface murin
(dérivation D1).
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C.1.b. Enregistrement ECG chez la souris vigile

Un enregistrement ECG en dérivation D2 est obtenu chez des souris CD1® males de
10 semaines vigiles grace a I'implantation chirurgicale préalable de deux électrodes reliées a
un capteur de télémétrie (TALOEA-F20, Data Sciences International). Une anesthésie
geénérale (étomidate 45 mg/kg ip) puis une anesthésie locale de chacun des points d’incision
(Lidocaine 1%, 50 ul ; Rompun® 2%, Bayer Santé, Paris, France) sont réalisées au niveau
du flanc de I'animal. Les deux électrodes sont placées en sous-cutanée et suturées au plan
musculaire sur le thorax de fagon a obtenir une dérivation D2. Le capteur de télémétrie est
inséré dans une poche sous-cutanée au niveau du flanc. Les souris sont hébergées dans
des cages individuelles dans une animalerie & température contrblée avec des cycles
jour/nuit de 12 h. Quatre jours minimum aprés l'implantation, les signaux ECG sont
enregistrés en continu par l'intermédiaire d’'un récepteur de télémétrie couplé au systeme
d’acquisition et de conversion des données ART 2.3 Gold (Data Sciences International). Les

paramétres ECG sont mesurés selon les critéres utilisés chez la souris anesthésiée.

C.2. Enregistrement du courant potassique Ito sur
cardiomyocytes isolés par la technique de patch-clamp

C.2.a. Isolement des cardiomyocytes ventriculaires

Les souris CD1® males de 10 semaines en rythme sinusal ou en bloc auriculo-
ventriculaire complet sont héparinées (5000 U/kg ip ; Héparine sodique 500Ul/5ml, Dakota
Pharm, Paris, France) puis anesthésiées (étomidate 30 mg/kg). Aprés dislocation cervicale,
le coeur est prélevé et placé dans une solution de Tyrode froide et oxygénée (solution 1 ;
100% O, ; NaCl 130 mM, NaH,PO, 1.2 mM, KCI 5.4 mM, MgSO, 1.2 mM, CaCl, 1 mM,
HEPES 10 mM, glucose 10 mM, 2,3-butanedione monoxine (BDM) 10 mM, pH 7.4 ajusté
avec NaOH). L’aorte est canulée et perfusée avec la solution 1 sous microscope. La canule
est fixée sur une colonne de Langendorff et le cceur est perfusé quelques minutes par la
solution 1 a 37°C jusqu’a ce que les battements cardiaques soient réguliers et le perfusat
dépourvu de sang. La solution 1 est ensuite remplacée pendant 5 min par la solution 1
dépourvue de Ca®* et de BDM (solution 2). Puis le coeur est perfusé pendant 9 & 14 min par
la solution 3 [solution 2 + CaCl, 25 uM, collagénase 0.25 mg/ml (Sigma type | 350 U/mg),
protéase 0.065 mg/ml (Sigma type XIV 4.4 U/mg), taurine 20 mM] et enfin rincé pendant
5 min par la solution 4 (solution 2 + CaCl, 100 uM, taurine 20 mM, BDM 10 mM). Les
oreillettes sont retirées et les ventricules sont coupés en cubes d’environ 1 mm?. L’isolement

des myocytes est réalisé par agitation mécanique douce des cubes dans la solution 4 a
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l'aide d’'une pipette Pasteur polie. La suspension cellulaire obtenue est filtrée (250 um) et
placée dans un tube a température ambiante pendant 5 min durant lesquelles les cellules se
déposent par gravité dans le fond du tube. Le surnageant est alors éliminé et les cellules
sont resuspendues dans la solution 4 dépourvue de BDM. Cette derniére étape est répétée
une seconde fois. La concentration calcique de la solution de resuspension est enfin
augmentée jusqu’'a 900 uM par incrément de 200 uM toutes les 20 a 30 min. Les cellules

sont utilisées pour les expériences de patch-clamp le jour méme.

C.2.b. Enregistrement du courant potassique Ito

Les expériences de patch-clamp sont réalisées en configuration “"cellule entiere"
(Hamill et al., 1981). Les cellules sont perfusées en continu par une solution de Tyrode a
température ambiante (NaCl 130 mM, NaH,PO, 1.2 mM, KCI 5.4 mM, MgSO, 1.2 mM, CaCl,
1 mM, HEPES 10 mM, glucose 10 mM, pH 7.4 ajusté avec NaOH). Un systéeme de micro-
perfusion permet de perfuser localement la cellule avec le milieu extracellulaire. La
composition ionique des milieux intra-pipette et extracellulaire sont indiquées dans le
tableau 4. Les résistances des pipettes de patch sont comprises entre 2 et 3 MQ. La
stimulation, I'enregistrement et I'analyse des données sont effectués via le convertisseur A/D
(Tecmar TM100 Labmaster, Scientific Solutions, Inc.) a l'aide des amplificateurs Axoclamp
200A (Axon Instruments, Inc.), RK300 (Bio-Logic) ou L/M-EPC7 (List-Medical) et du logiciel
Acquisl (Bio-Logic). Les densités de courant mesurées sont normalisées par rapport a la
capacité membranaire de la cellule.

Nous nous sommes basés sur les travaux récents du groupe de Céline Fiset
(Brouillette et al., 2004). Le protocole consiste en une distinction des courants potassiques
de la souris sur la base de leurs propriétés biophysiques et notamment de leurs cinétiques
d’inactivation. L’enregistrement des courants K" est réalisé a température ambiante avec des
solutions extracellulaires et intra-pipettes dont la composition est donnée dans le tableau 4.
La substitution du NaCl par le N-Methyl-D-Glucamine supprime le courant sodique Iya.
L’addition de 3 uymol/L de nifédipine inhibe le courant calcique Ic,, .

Le courant global K* repolarisant est mesuré par des sauts de potentiel d’'une durée
de 500 ms a 3 s d’intervalle. Ces sauts de potentiels sont appliqués de -80 mV (potentiel de
maintien) a +30 mV. |, est soustrait en utilisant un prépulse d’inactivation a -40mV précédant

immédiatement le saut de potentiel.
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Tableau 4: Composition ionique des milieux intra-pipette et extracellulaire utilisés pour
'enregistrement du courant I,

Milieu intra-pipette (mM)  Milieu extracellulaire (mM)

CaCIZ 1

EGTA 5

Glucose 10
HEPES 5 10
KLATP 5

K-aspartate 110

KCI 20 5.4
Manitol 10
MgCl, (free-Mg°: 0.6) 2

MgSO, 1.2
N-Méthyl-D-Glucamine 130
pH (ajusté avec) 7.2 (KOH) 7.4 (HCI)

C.3. Statistiques

Tous les résultats d’études électrophysiologiques présentés correspondent aux
moyennes des paramétres ECG ou courants ioniqgues mesurés (+ SEM) obtenus a partir de
plusieurs animaux et cardiomyocytes. Les analyses statistiques sont réalisées a l'aide du
test t de Student, ou d’'une analyse de variance (ANOVA) a une voie complétée par un test
de comparaison multiple, le test de Tukey. Une valeur de lindice p<0,05 est considérée

comme significative.

D. Outils bioinformatiques

L'utilisation d’outils de bioinformatique nous a permis de confirmer les facteurs de
transcription les plus probables dans la régulation des canaux ioniques en établissant des
réseaux d’interaction entre ces régulateurs et en prédisant leurs fixations sur les promoteurs

des canaux ioniques.

D.1. Ingenuity Pathways Analysis

Ingenuity Pathways Analysis (IPA ; http://www.ingenuity.com) est une application

logicielle qui permet de modéliser, d'analyser et de comprendre les systémes biologiques et
chimiques complexes. Les capacités de recherche d'IPA offrent une synthése des

connaissances bibliographiques actuellement disponibles sur les génes, les familles de
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protéines, les médicaments, les produits chimiques, les processus cellulaires et
pathologiques, ainsi que sur les voies de signalisation et les voies métaboliques. La
pertinence des regroupements des facteurs de transcription, issus de la classification des
données d’expression, est testée en interrogeant IPA :

- d’'une part, sur I'existence de réseaux d’interactions entre ces facteurs de transcription ;

- d’autre part, sur 'implication de ces régulateurs dans une méme voie de signalisation.

D.2. Cardiac Promoter Database

Afin de prédire la fixation des facteurs de transcription sur les promoteurs des canaux
ioniques, nous avons développé au sein de notre équipe nos propres outils bioinformatiques.
Cardiac Promoter Database (http://cardioserve.nantes.inserm.fr/cardiac_database) est une

base de données qui contient 'ensemble des prédictions des promoteurs des canaux
ioniques et des facteurs de transcription de 4 espéces différentes (souris, Homme, rat,
chien). Cette base comprend également des outils pour prédire, avec des critéres contrdlés
et sélectifs, les éléments cis-régulateurs présents sur les séquences promotrices de ces
genes. Cette application a été développée au sein de I'équipe par Jérbme Morissard. Elle se
distingue des bases publiques en précisant les sources des promoteurs et matrices ainsi que
les méthodes de prédiction appliquées.

D.2.a. Construction de la base de promoteurs

Les départs de transcription alternatifs (Transcription Start Site, TSS) de chaque
gene sont prédits en utilisant des ARN messagers (ARNm) possédant une région 5'UTR

(UnTranslated Region) extraits de Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank) et Ensembl

(http://www.ensembl.org). Les ARNm des génes orthologues provenant de Mus musculus,

Homo sapiens, Rattus norvegicus, Canis lupus, Bos taurus, Macaca mulatta et Gallus gallus
sont utilisés pour améliorer les prédictions. L’étude est réalisée avec un total de 5137 ARNm.
La prédiction a permis de localiser 1810 TSS distincts pour 994 génes : 271 pour la souris,
280 pour 'Homme, 254 pour le rat et 189 pour le chien. La validation de chaque TSS est
réalisée en visualisant l'alignement avec les EST (Expressed Sequence Tag), en situant les
ilots CpG (Gardiner-Garden & Frommer, 1987) et en vérifiant le chevauchement avec les
ARNm “pleine longueur” (Full length) provenant de la Database of Transcriptional Start Sites
(Wakaguri et al., 2008) (http://dbtss.hgc.jp). Aprés une étape d’alignement sur les génomes
de la souris (UCSC mm8), de 'THomme (UCSC hg18), du rat (UCSC rn4) et du chien (UCSC
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CanFam?), une région allant de 2000 paires de base en amont a 500 paires de base en aval

du TSS est extraite pour constituer les 1810 promoteurs de la base.

D.2.b. Outils de prédiction des éléments cis-régulateurs

Les outils de prédiction des éléments cis-régulateurs de Cardiac Promoter Database
étudient la fixation des facteurs de transcription en utilisant leurs matrices (ou profils) sur les
promoteurs des génes de la base. Ces outils permettent d’observer les sites de fixation
putatifs pour un facteur de transcription sur un promoteur, de regarder si ces sites de fixation
sont conservés dans les autres espéces ou d’étudier la surreprésentation de la fixation d’'un
facteur de transcription sur un groupe de promoteurs par rapport a I'ensemble des

promoteurs de la base.

* Source des matrices

Une matrice est une compilation de séquences connues pour fixer un facteur de
transcription (Stormo, 2000). Pour chaque position, on compte l'occurrence de chacun des
nucléotides (A, T, G, C) ce qui permet de constituer une matrice de fréquence. Les matrices
de fréquence sont le matériel indispensable pour effectuer les prédictions, elles sont
disponibles a partir de deux principales sources d'informations : Transfac (Wingender et al.,

1996) (TRANScription FACtor database public version 7.0, http://www.gene-regulation.com)

et Jaspar (Sandelin et al.,, 2004) (http://jaspar.genereg.net). L'utilisation de 394 matrices

provenant de Transfac Public 7.0 et de 123 matrices provenant de Jaspar permet de tester

517 matrices correspondant a 581 facteurs de transcription.

* Prédiction de la fixation des matrices

La prédiction utilise des matrices de poids (Position Weight Matrice) pour s’affranchir
notamment des problémes générés par les 0 de la matrice de fréquence. L’équation 1 est la
formule pour passer d’'une matrice de fréquence a une matrice de poids. A chaque position
de la matrice, un poids est associé a chaque nucléotide. Ce poids sera négatif si la
fréquence d’apparition du nucléotide apparait inférieurement a la fréquence moyenne

d’apparition des 4 nucléotides, et positif si la fréquence d’apparition est supérieure a celle-ci.
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Equation 3 : Transformation d'une matrice de position vers une matrice de poids
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La prédiction est effectuée en scannant les deux brins (sens et anti-sens) de la
séquence promotrice avec la matrice de poids a l'aide de I'équation 2. De cette maniere,
pour chaque position de la matrice de poids sur la séquence, un score corrigé est calculé.
Ce score correspond a la somme de tous les poids associés aux nucléotides et aux positions
du profil. Cette valeur est un moyen de quantifier la conservation de la séquence par rapport
a la matrice. Le score corrigé varie de 0 a 100. La valeur 100 est obtenue quand les
nucléotides les plus conservés a chaque position de la matrice sont les mémes que ceux de
la séquence analysée.

Equation 4 : Calcul du score corrigé
n= Largeur du profil
m=me position sur la séquence
Score Total Minimal =X.{ ( Score Minimal (7))
Score Total Maximal =Y} ( Score Maximal (i })

Score[m]— Score Total Minimal

Score Total Maximal —Score[m])

Score Corrige[m]=

*

Calcul de la surreprésentation de la fixation d’un facteur
de transcription

Le test exact de Fisher permet de déterminer s’il existe une surreprésentation de la
fixation d’'une matrice sur un groupe de promoteurs sélectionnés par rapport a 'ensemble
des promoteurs de la base (considéré comme la fréquence de fond). Ce test donne des
résultats exacts pour des tableaux de contingence (2 lignes, 2 colonnes) avec un faible
effectif. Il revient a tester l'indépendance de deux variables (promoteur sélectionné,
promoteur de la base) chacune ayant deux modalités (fixation, non fixation de la matrice).
Une valeur de l'indice p<0,05 est considérée comme significative.
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RESULTATS
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A. Profils des canaux ioniques et des facteurs de
transcription dont I’expression est modifiée au cours de la
maturation ventriculaire chez la souris

L’étude du développement et de la maturation cardiaque nous renseigne sur de
nombreux changements biologiques importants, dont les altérations de la fonction
cardiovasculaire, et sur les modifications a I'’échelle moléculaire qui sont de mieux en mieux
connues dans le domaine de 'embryologie. Ces études permettent également une meilleure
connaissance des principes fondamentaux régissant la plasticité ou le remodelage impliqués
dans les mécanismes de la régulation de I'excitabilité, la contraction, la relaxation, et les
propriétés de conduction des cellules cardiaques.

L’objectif de ce travail a été : (1) d’établir les profils d’expression des génes codant
les canaux ioniques dans les ventricules au cours de la maturation chez la souris adulte ; (2)
d’établir les profils d’expression des genes codant les facteurs de transcription dans les
ventricules au cours de la maturation chez la souris adulte ; (3) d’identifier les facteurs de
transcription responsables des modifications de I'expression des canaux ioniques au cours
de la maturation cardiaque.

Pour répondre a ces questions, 157 genes codant des facteurs de transcription et

cofacteurs connus pour leur expression cardiaque (sources: www.celera.com,

www.ncbi.nih.gov/entrez (Geo profiles), www.informatics.jax.org) ont été sélectionnés.

L’analyse de I'expression transcriptionnelle de ces génes dans les ventricules est réalisée a
différents stades de la maturation : aux stades embryonnaires E15.5j et E18.5j, aux stades
néonataux P1 et P7, et aux stades plus tardifs P20 et S10 (10°™ semaine, considéré comme

le stade adulte).

A.l. Les canaux ionigues

L’analyse globale des données d’expression révele une discrimination entre chaque
stade de développement (Figure 24). L'expression des différents canaux ioniques
cardiaques permet de séparer nettement 2 sous-clusters. Ainsi, nous pouvons distinguer un
sous-cluster précoce, comprenant les stades E15,5, E18,5 et P1, et un sous-cluster tardif,
englobant les stades P7, P20 et S10. L’expression des canaux ioniques est donc trés
différente entre ces deux sous-clusters. Des canaux faiblement exprimés dans un de ces

groupes seront fortement exprimés dans le second.
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Figure 24 : Classification hiérarchique a deux voies appliguée a 65 genes codant les protéines
impliquées dans l'activité électrique (verticalement) en fonction de 20 échantillons de différents stades
de développement du cceur chez la souris (horizontalement). Chaque gene et chaque stade sont
représentés par une ligne et une colonne, respectivement. Chaque case colorée correspond au
niveau d’expression relative du géne (ACt). La gamme de couleur s’étend du vert (moins exprimé) au
rouge (plus exprimé).

De plus, les échantillons de stades différents sont clairement séparés les uns des

autres par la classification hiérarchique. Ceci implique que chacun des stades étudiés
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présente une signature moléculaire spécifique de part I'expression des canaux ioniques dans
les ventricules chez la souris. Il N’y a pas de différences marquées de l'expression des
canaux ioniques au sein de chaque stade de développement. Nous pouvons donc imposer la
classification des échantillons biologiques en fonction du temps (du stade E15.5 au stade
S10) (Figure 25) afin d’identifier plus facilement les groupes de génes codant les canaux

ioniques dont I'expression varie de la méme fagon au cours du développement.
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Figure 25: Classification hiérarchique a une voie appliquée a 65 génes codant les protéines
impliquées dans I'activité électrique (verticalement) en fonction de 20 échantillons de différents stades
de développement du coeur chez la souris, classés dans I'ordre chronologique (horizontalement).
Chaque géne et chaque stade sont représentés par une ligne et une colonne, respectivement.
Chaque case colorée correspond au niveau d’expression relative du gene (ACt). La gamme de
couleur s’étend du vert (moins exprimé) au rouge (plus exprimé).
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La classification hiérarchiqgue des génes met en évidence deux groupes fortement
corrélés : le cluster I, dont les génes ont une expression qui augmente au cours du temps et
le cluster Il dont les génes ont une expression qui diminuent. Ces clusters contiennent
respectivement 21 et 22 génes codant des canaux ioniques, des protéines de 'homéostasie
calcique ou des protéines de structure. Dans le premier cluster, des canaux connus pour leur
réle important dans I'électrogenése cardiaque sont répertoriés. A titre d’exemple, nous
pouvons citer Navl1.5, Kv2.1, Kir2.1 et Kv4.2. Dans le second cluster, nous retrouvons des
canaux et des échangeurs dont I'expression diminue et dont la littérature fait déja état. Il
s’agit du canal Cav3.2, de I'échangeur sodium/calcium NCX1, du récepteur a I'lP3 par
exemple. Une protéine de structure telle que la chaine Iégere de la myosine MLC1A voit
également son expression diminuer, puisqu’elle sera restreinte au tissu auriculaire au cours

du développement cardiaque.

A.2. Les facteurs de transcription

Comme pour les canaux ioniques, I'analyse globale des données d’expression révele
une discrimination entre une phase précoce (E15,5, E18,5, P1) et une phase tardive (7, P20,
S10) mais également entre chaque stade de développement. Nous pouvons imposé la
classification des échantillons biologiques dans l'ordre chronologique de la maturation
cardiaque (du stade embryonnaire E15.5 au stade adulte S10) afin de retrouver les génes
codant les facteurs de transcription dont les variations d’expression sont similaires au cours

du développement (Figure 26).

-83-



il

il

ml

i

P ==l

[l

Figure 26 : Classification hiérarchique appliquée a 165 génes codant les facteurs de transcription
et cofacteurs (verticalement) en fonction de 20 échantillons de différents stades de développement
du ceeur chez la souris, classés dans I'ordre chronologique (horizontalement). Chaque géne et chaque
stade sont représentés par une ligne et une colonne, respectivement. Chaque case colorée
correspond au niveau d’expression relative du géne (ACt). La gamme de couleur s’étend du vert
(moins exprimé) au rouge (plus exprimé). Les valeurs manquantes sont représentées en gris.
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Figure 27 : Détail du cluster | regroupant les génes dont I'expression augmente au cours du
développement cardiaque. Une sélection arbitraire issue de la classification hiérarchique appliquée
aux facteurs de transcription et cofacteurs (verticalement) en fonction de 20 échantillons de
différents stades de développement du cceur chez la souris, classés dans l'ordre chronologique
(horizontalement). Chaque géne et chaque stade sont représentés par une ligne et une colonne,
respectivement. Chaque case colorée correspond au niveau d’expression relative du gene (ACt). La
gamme de couleur s’étend du vert (moins exprimé) au rouge (plus exprimé).
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Figure 28 : Détail du cluster Il regroupant les génes dont I'expression diminue au cours du
développement cardiaque. Une sélection arbitraire issue de la classification hiérarchique appliquée
aux facteurs de transcription et cofacteurs (verticalement) en fonction de 20 échantillons de
différents stades de développement du cceur chez la souris, classés dans I'ordre chronologique
(horizontalement). Chaque géne et chaque stade sont représentés par une ligne et une colonne,
respectivement. Chaque case colorée correspond au niveau d’expression relative du géne (ACt). La
gamme de couleur s’étend du vert (moins exprimé) au rouge (plus exprimé). Les valeurs manquantes
sont représentées en gris.
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Deux clusters (I et Il) sont mis en évidence suivant la similarité des profils
d’expression des facteurs de transcription au cours du développement. Le cluster |
(Figure 27) comprend 18 facteurs de transcription dont I'expression augmente au cours de
la maturation cardiaque. On peut citer Tbx3, Stat3, et Smyd1 a titre d’exemple. Leur role est
déja reconnu dans la différenciation du muscle cardiaque. La présence de canaux codés tels
SCN5A et KCNIP2 dans ce cluster confirme que les facteurs de transcription présents ont
une variation d’expression similaire a celle de ces canaux au cours du développement. Le
second cluster (Figure 28) présente des facteurs dont I'expression diminue au cours du
développement. Certains sont déja connus pour leur réle dans I'embryogenése cardiaque
(Gata6, Tbx18, Tbx20). Il est donc normal de les retrouver dans la phase précoce du

développement du ceceur.

A.3. Corrélation des profils des canaux et facteurs de
transcription

A.3.a Corrélation des profils d’expression

Nous avons ensuite associé les profils d’expression des canaux ET des facteurs de
transcription (Figure 29). La classification hiérarchique obtenue organise ces différents
genes suivant la similarité de leur profil d’expression au cours du développement et de la

maturation cardiaque.
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Figure 29 : Classification hiérarchique appliquée a 128 génes codant les facteurs de transcription et
les sous-unités des canaux ioniques (verticalement) et 6 stades de développement (E15.5, E18.5, P1,
P7, P20, S10) du cceur de souris. La gamme de couleur s’étend du vert (moins exprimé) au rouge
(plus exprimé). Les valeurs manquantes sont représentées en gris.
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Le clustering obtenu met en évidence deux groupes de génes dont I'expression est
fortement corrélée. Le cluster | regroupe les génes dont I'expression augmente au cours du
temps. Le cluster Il associe les génes dont I'expression diminue au cours du développement
cardiaque. Ces clusters rassemblent respectivement 48 et 40 génes codant des canaux et
des facteurs de transcription. Les canaux ioniques et les facteurs de transcription que nous
avions identifiés préalablement comme ayant une expression qui augmente au cours du
temps se retrouvent réunis au sein du cluster I. Ceux dont nous avions décrit une diminution
de leur expression au cours du développement sont associés au sein du cluster Il. Le but de
cette association est de découvrir des régulations de canaux par les facteurs qui leur sont
associés, au sein du méme cluster.

Dans le premier cluster, nous pouvons citer a titre d’exemple les facteurs de
transcription ATF6, Foxo3a, E2F6, et Esrra, ainsi que les canaux Kir6.1, Kir6.2, Nav2.3.
Dans le cluster Il, les facteurs de transcription Nedd4-2, GATAS et GATAG sont associés aux

connexines Cx40 et Cx45, ainsi qu’au canal Cav1.3 et a la sous-unité régulatrice Cava252.

La représentation des données d’expression sous la forme des 2" moyens pour
chaque stade (n=3) renseigne sur le niveau d’expression des génes et permet d’avoir une
vision plus précise des variations d’'un géne au cours du développement par rapport a la
méthode de clustering. Le test statistique de « Kruskall et Wallis » a été réalisé pour identifier
les canaux et facteurs de transcription dont I'expression est significativement différente par
rapport au stade E15,5. 90% et 92% des génes des clusters | et Il présentent une différence
statistique significative dans un a trois stades de développement par rapport a E15.5.

Les figures montrées en annexes 2-A a 2-D représentent les niveaux d’expression.
Plusieurs profils peuvent étre distingués : 1/ des génes sont faiblement exprimé (O<niveau
d’expression<50 en valeur arbitraire). A titre d’exemple, nous pouvons citer le canal Cav1.3
et les facteurs de transcription Ar, Sox10, Foxc2. Malgré une expression faible, les variations
de celle-ci sont statistiquement significatives entre le stade adulte et le stade embryonnaire
E15.5. 2/ D’autres génes ont un faible niveau d’expression au stade embryonnaire qui
augmente brutalement aux stades adultes. Parmi ces génes, on peut citer les canaux :
Navp4, Kv2.1 et les facteurs de transcription Cebpb, et Stat5b. 3/ A linverse, des génes
ayant un niveau d’expression élevé aux stades embryonnaires voient leur expression
diminuer fortement aux stades postnataux. C’est le cas des facteurs de transcription :
NFATc2, Citedl et Hey2. 4/ Enfin, certains genes présentent un profil d’expression variant
de fagon plus progressive. Esrra, Mef2d, Navl.5 et RYR2 font parti des genes dont

'expression augmente de fagon réguliére jusqu’au stade adulte. A l'inverse, une diminution
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progressive est constatée pour d’autres genes comme NCX1, RIP3-2, Cav3.2 ou encore
Nedd4-2.

A.3.b Identification des réseaux de régulation

Le cluster | contient 23 canaux et 25 facteurs de transcription. Le cluster Il contient
9 canaux et 31 facteurs de transcription. La validation biologique de I'ensemble de ces
régulations potentielles n’étant pas possible, il convient d’affiner notre sélection. Afin
d’identifier les facteurs de transcription les plus a méme d’étre impliqués dans la régulation

des réseaux de canaux des clusters, nous nous sommes aidés des outils bioinformatiques.

* Prédiction de la sur-représentation des éléments cis-
régulateurs sur les promoteurs de chaque cluster

Pour mettre en évidence la sur-représentation de la fixation d’'un facteur de
transcription appartenant a un cluster, on compare sa fixation sur les promoteurs des
différents génes du cluster par rapport a 'ensemble des promoteurs de la base « Cardiac
Promoter Database ». Cette base contient les promoteurs de 1092 genes cardiaques
impliqués dans l'activité électrique du coeur. L’analyse statistique est réalisée en utilisant le
test de Fisher.

La Figure 30 illustre les résultats de cette analyse bioinformatique pour les cluster | et Il. Les
éléments cis-régulateurs des facteurs de transcription représentés en vert sont sur-

représentés sur les promoteurs des génes codant les canaux (indiqués en blanc).
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Figure 30 : Représentation des régulations découvertes par I'étude des FTs sur-représentés dans les
clusters. En vert, les FTs et en blanc, les promoteurs des canaux ioniques. Chaque relation FT-
promoteur représente une interaction directe prédite par analyse bioinformatique de la région
promotrice. A/ réseau de régulation positive des FTs du cluster | sur les canaux du méme cluster. B/
réseau de régulation positive des FTs du cluster Il sur les canaux du méme cluster. C/ réseau de
régulation négative des FTs du cluster Il sur les canaux du cluster |. D/ réseau de régulation négative
des FTs du cluster | sur les canaux du cluster II.
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La Figure 30A Illustre les résultats obtenus avec les facteurs de transcription
appartenant au cluster | sur les promoteurs des génes de canaux du cluster I. lls
représentent donc des activateurs potentiels des canaux de ce cluster. On peut citer le
facteur de transcription Esrra. qui pourrait réguler de fagon positive la transcription des
canaux : Navl.5, Kv2.1, HCN2, RYR2, la pompe SERCA2 et les sous-unités KChIP2,
Cava281.

La Figure 30B concerne les genes sous-exprimés au cours du développement
(cluster 1l). L’analyse bioinformatique prédit une sur-représentation du facteur de
transcription GATA sur les promoteurs du cluster Il. GATA pourrait donc réguler positivement
I'expression du réseau de canaux constitué des génes codant pour les canaux Cav3.2,
Cavl.3, Cava2s2, I'échangeur NCX1, RIP3-2 (récepteur a I'lP3), Nedd4-2 et des génes
comme les connexines 40 et 45.

Afin d’identifier les facteurs de transcription répresseurs, nous avons réalisé la
prédiction de la fixation des facteurs de transcription du cluster Il sur les promoteurs genes
des canaux du cluster | (Figure 30C). Cette analyse montre que GATA pourrait réguler
négativement un ensemble de protéines impliquées dans le signal électrique comme le canal
sodigue Navl.5 et sa sous-unité régulatrice Navp1l, ainsi que les canaux potassiques Kv4.2,
Kir2.1 et Kir2.2 impliqués dans les courants |, et Ix;. GATA pourrait également avoir un
impact sur le courant Karp en jouant sur la régulation de Kir6.2 et la sous-unité SUR2.

De la méme facon, l'analyse bioinformatique des facteurs de transcription de la
Figure 30D représente le réseau de régulation négatif obtenu par l'étude de sur-
représentation des facteurs de transcription du cluster | sur les promoteurs de génes codant
les canaux du cluster 1.

En conclusion, on peut dire que des facteurs de transcription peuvent avoir un réle
activateur sur certains canaux et un réle répresseur sur d’autres. Par ailleurs, nous avons
décrits des facteurs de transcription capables d’activer ou de réprimer un méme groupe de
canaux. A titre d’exemple, GATA pourrait activer I'expression de Nedd4-2, Cx40, Cx45,
NCX1, RIP3-2 (Figure 30B) et a I'inverse, STAT réprimerait leur expression (Figure 30D).
Cependant, cette approche présente une limite. Nous pouvons prédire la probabilité de la
fixation de tel facteur de transcription sur tel promoteur de canal grace aux bases de
données qui fournissent les matrices (séquence du site de fixation d'un facteur de
transcription sur le promoteur). Malheureusement, ces éléments cis-régulateurs ne sont
décrits que pour 300 facteurs de transcription seulement (correspondant aux 517 matrices
disponibles, toutes espéces confondues). Un facteur de transcription peut en effet posséder

plusieurs matrices différentes. Chez I'Homme, il existe prés de 3000 facteurs de
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transcription. Une deuxiéme limite est due au fait que la séquence promotrice n’est pas

toujours identifiée pour nos génes d’intéréts.

* Réseaux d’interaction entre les facteurs de transcription
co-régulés au cours du développement et de la
maturation

Nous avons ensuite utilisé la base de données Ingenuity, qui repose sur les données
bibliographigues, dans le but de déterminer si les facteurs de transcription sont connus pour
interagir entre eux. |l s’agit de la plus grande base de données de cette nature qui héberge
les relations biologiques et chimiques extraites de la littérature scientifique. A partir d’'une
liste de génes, cette base construit les réseaux de régulation et d’interactions connus entre
les facteurs de transcription. Les interactions directes entre deux molécules sont
représentées par un trait plein. L’interaction indirecte est schématisée en pointillé. Cette
derniére correspond a une régulation des facteurs de transcription entre eux, faisant
intervenir des molécules intermédiaires.

Les interactions entre les facteurs de transcription du cluster | sont illustrées dans la
Figure 31A. Huit facteurs de transcription sont annotés en rouge. lls correspondent aux
facteurs de transcription identifiés par I'analyse bioinformatique précédente. La Figure 31B

correspond au réseau obtenu avec la liste des facteurs de transcription du cluster |l.
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Figure 31 : Réseaux de régulation et d'interaction de FTs réalisé d’aprés Ingenuity. A/ réseau
des FTs UP au cours du développement (cluster 1). B/ réseau des FTs DOWN au cours du
développement (cluster Il). En rouge sont marqués les FTs sur-représentés d’aprés l'analyse

bioinformatique.
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En conclusion, nous avons mis en évidence pour la premiére fois les profils
d’expression de 70 canaux et 158 facteurs de transcription au cours du développement et de
la maturation cardiaque chez la souris. Cela nous a permis d’identifier 23 canaux et
25 facteurs de transcription sur-exprimés au cours du temps et 9 canaux et 31 facteurs de
transcription sous-exprimés. L’analyse bioinformatique a permis de déterminer les
régulations les plus probables des facteurs de transcription sur la transcription des canaux.
Nous pouvons citer par exemple les facteurs de transcription Ar et Esrra, qui pourraient
réguler positivement la transcription du canal Navl.5. Essro serait également capable de
réguler positivement les protéines de 'homéostasie calcique SERCA2 et RYR2. Stat5b
pourrait assurer la régulation des canaux rectifiant entrant Kir3.1 et Kir6.1. Mef2d contrélerait
HCN2 et Kv2.1, tandis que GATA dirigerait la transcription des sous-unités calciques
Cava262, Cav3.2 et Cavl.3. Ce dernier serait également sous le contrdle des facteurs Myc
et Sox9. Concernant les facteurs de transcription ayant un réle inhibiteur, nous pouvons citer
GATA, qui régulerait le canal Navl.5 et sa sous-unité régulatrice Navp1l, ainsi que le canal
Kv4.2. Le facteur Meisl influencerait la transcription des canaux potassiques Kv4.2 et sa
sous-unité régulatrice KChIP2, Kir6.2 et sa sous-unité SUR2, ainsi que les canaux
potassiques rectifiants Kir2.1 et Kir2.2. Foxo3a régulerait quant a lui les connexines 40 et 45

de facon négative.

B. Mécanismes qui sous-tendent le remodelage électrique
qui précéde I’hypertrophie ventriculaire dans un modele
d’insuffisance cardiaque chez la souris

La dissection des voies de signalisation moléculaire du processus d’hypertrophie
représente un challenge important car elle peut révéler des pistes thérapeutiques. Le
remodelage ventriculaire est lié a la libération paracrine et autocrine d’angiotensine I, a
laugmentation du calcium intracellulaire, a la libération du facteur natriurétique atrial et du
TNF-q, et a la réexpression de génes feetaux (Massin & Coremans, 2001). Ce dernier point

est en lien direct avec notre étude précédente.
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B.1. Remodelage électrique induit par un bloc auriculo-
ventriculaire complet chez la souris

L'insuffisance cardiague est un probleme majeur de santé publique dans les pays
industrialisés, avec une mortalité a 8 ans de plus de 80% (Tomaselli & Zipes, 2004). Pres de
50% des déceés sont soudains et inattendus. L'incidence élevée de la mort subite est liée a la
survenue de troubles du rythme ventriculaires qui sont la conséquence de modifications
d’expression des canaux ioniques (ou remodelage ionique) (Tomaselli & Marban, 1999). Les
études consacrées a la caractérisation du remodelage des canaux ioniques dans les
modeles d'hypertrophie ventriculaire (typiguement un allongement de la durée du potentiel
d’action) et d'insuffisance cardiaque ont été limitées a quelques génes. Une caractérisation
exhaustive de ce remodelage est pourtant indispensable a la compréhension des
mécanismes des troubles du rythme et a leur prévention. Longtemps considéré comme une
conséquence de I'hypertrophie, le remodelage ionique pourrait a linverse en étre un
précurseur, comme le suggére une étude sur un modeéle canin d'hypertrophie secondaire a
un bloc auriculo-ventriculaire complet (BAVc) (Schoenmakers et al., 2003).

Notre hypothése est que le remodelage électrique précoce et I'hypertrophie
ventriculaire sont associés a un remodelage ionique complexe. Nous avons développé un
nouveau modéle de BAVc chez la souris afin de caractériser a large échelle la cinétique
d’apparition du remodelage ionique associé a ces deux processus. De plus, nous avons
vérifié si 'amplitude du principal courant repolarisant chez la souris |y, était modifié et nous
avons déterminé si la variation de ce courant précéde ou non l'apparition du processus

hypertrophique.

B.1.a. BAVc, arythmies précoces et hypertrophie

L’induction du BAVc induit une forte bradycardie ventriculaire (fréquence divisée par
~2.5) et un allongement significatif des intervalles QRS et QT (Table 1 de la publication
« Time-course of molecular remodeling and spontaneous ventricular tachycardia in a

mouse model of acute complete atrioventricular block », en fin du manuscrit de these).

Le suivi télémétrique des souris a mis en évidence des épisodes spontanés de
tachycardies ventriculaires polymorphes dans les 24 heures qui suivent I'induction du BAVc
(Figures 2A et 2B de la publication). Ces arythmies précédent 'augmentation du poids du
ceeur qui survient 2 jours post-BAVc (Table 1 de la publication). Cette augmentation du poids

du coeur est associée a des modifications d’expression des génes codant pour des protéines
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contractiles et des marqueurs de I'hypertrophie (Figure 3 de la publication). Ainsi, les actines
o cardiaque et squelettique, la chaine lourde B de la myosine (B-MHC) et le facteur
natriurétigue neuronal (BNP) sont sur-exprimés de fagon significative dans les coeurs des
souris en BAVc par rapport aux cceurs des souris n’ayant pas subi la procédure de BAV. A
linverse, la troponine | cardiaque et la chaine légere de la myosine 2 ventriculaire (MLC2V)
sont sous-exprimés. La fonction ventriculaire a également été explorée. A I'aide de cathéters
de mesures de pression, nous avons observé que 5 jours aprés linduction du BAVc, les
souris conservent une fonction contractile ventriculaire et une pression systolique
inchangées par rapport au groupe de souris contréles. En revanche, la pression diastolique
et la relaxation des ventricules sont diminuées. Nous interprétons ces données comme

I'établissement d’une hypertrophie compensée au cinquiéme jour apres I'induction du BAVc.

B.1.b. Remodelage ionique précoce

L’étude des profils d’expression des genes codant pour les sous-unités a et p des
canaux ioniques cardiaques, les connexines et les protéines de 'lhoméostasie calcique par la
technologie des TLDA a montré la mise en place d’'un remodelage ionique complexe en deux
temps. La phase précoce apparait dans les premieéres heures post-BAVc, et la deuxieme
phase plus tardive, associé au développement de I'hypertrophie, se met en place a partir du
deuxiéme jour apres l'induction du BAVc (Figure 4 de la publication). Dans les premiéres
heures post-BAVc, I'adaptation au rythme idio-ventriculaire se traduit par une modification de
'expression des sous-unités o et B des canaux ioniques, certaines sont transitoires et
d’autres, au contraire, se maintiennent dans le temps (Figures 5, 6 et 7 de la publication).
Douze heures apreés l'induction du BAVc, 5 génes sont sur-exprimés incluant Nav1.5, Kv1.5,
Kv2.1, et 9 génes sont sous-exprimés dont Navpl, MinK, la connexine 43 (Cx43).
L’altération de I'expression de ces génes est transitoire (Nav1.5, Kv1.5, Navpl, Cx43) ou
maintenue (Kv2.1, MinK) aux deuxiéme et cinquiéme jours post-BAVc. Parmi les génes
codant les canaux potassiques dont I'expression varie précocement, la sous-unité o Kv4.2
est diminuée de facon transitoire a 1 et 2 jours puis revient a son niveau contréle a 5 jours.
L’expression du géne codant pour sa sous-unité régulatrice KChIP2 diminue selon la méme
cinétique mais ne revient pas a son niveau initial au cinquiéme jour. L'expression de 10
autres génes codant les sous-unités des canaux ioniques est altérée a partir du deuxieme
jour (dont KvLQT1, Kir6.2) ou au cinquiéme jour (Cav1.2, Kir6.1). L’expression de genes
codant des protéines de 'homéostasie calcique est aussi altérée durant la phase tardive du
remodelage ionique, dont SERCA2 et RYR2.
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B.1.c. Diminution transitoire du principal courant repolarisant Ito

En relation avec l'allongement du QT, I'hypertrophie ventriculaire est généralement
associée a une diminution de I'amplitude des courants K* repolarisants. Chez la souris, la
repolarisation dépend fortement du courant l,. Nous avons donc vérifié si les modifications
transcriptionnelles observées pour Kv4.2 et KChIP2 ont une répercussion au niveau
protéique et au niveau fonctionnel sur le courant I,. Nos résultats montrent une diminution de
'expression de la protéine Kv4.2 et une diminution du courant l,. Ces corrélations n’ont pas

pu étre établies en ce qui concerne KChIP2 (Figure 8 de la publication).

Dans ce modeéle, nous avons mis en évidence deux types de remodelage ionique. Un
remodelage précoce lié aux troubles du rythme avant le premier jour post-BAVc, et un
remodelage tardif lié a I'hypertrophie ventriculaire a partir du deuxiéme jour. Contrairement
aux modeles de chien et de lapin, une diminution transitoire de |, est observée apres la
survenue des troubles du rythme et avant le processus hypertrophiqgue. Nos résultats
suggérent que la variation d’l,, dépendrait de mécanismes différents de ceux impliqués dans
les troubles du rythme et/ou I'hypertrophie. Cependant, il reste difficile de conclure de fagon
définitive sur le réle précis de la réduction de |, dans le déclenchement de I'hypertrophie
dans notre modéle. Cette diminution pourrait en effet constituer un signal déclencheur du
remodelage ionique associé a I'hypertrophie qui permet par exemple I'activation de voies
transcriptionnelles. Dans ce modéle, la cinétique de variation de I'expression des canaux
ioniques nous parait étre pertinente pour étudier les facteurs de transcription impliqués dans

la régulation de leur expression. Cette étude sera présentée dans la partie suivante.

B.2. Mécanisme du remodelage électrique associé a un bloc
auriculo-ventriculaire complet chez la souris

Le modéle murin de bloc auriculo-ventriculaire complet (BAVc) montre un
remodelage des canaux ioniques précoce, associé a des troubles du rythme précédant
'hypertrophie ventriculaire. L'objectif de la seconde partie de ce projet est d’identifier les
régulateurs de la transcription des sous-unités des canaux ioniques qui sont responsables
du remodelage ionique précoce chez la souris en BAVc. Nous avons évalué le profil
d’expression ventriculaire de 157 génes codant des facteurs de transcription et cofacteurs
par RT-PCR quantitative a haut-débit (Low Density Arrays) a 12 h, 24 h, 2 et 5 jours aprées

l'induction du bloc de conduction. La corrélation entre les profils d’expression de ces facteurs
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de transcription et ceux des sous-unités des canaux ionigues obtenus dans la premiere
partie de cette étude, ainsi que lutilisation d’outils de bioinformatique, ont permis de
proposer des facteurs de transcription susceptibles de réguler I'expression les canaux

ioniques cardiaques Navl.5 et Kv1.5.

B.2.a. Corrélations des profils d’expression ventriculaire des sous-
unités des canaux ioniques et des régulateurs de la transcription
en fonction du temps chez la souris en BAVc

Parmi les 157 génes codant les régulateurs de la transcription analysés (Annexe 3),
'expression de 133 génes a pu étre détectée dans le ventricule gauche des souris. Les
amplifications des génes codant les facteurs Handl et Mef2c sont de mauvaise qualité et
inexploitables au vu de trop grandes variabilités, signe d’'une mauvaise qualité des sondes
utilisées. Vingt-deux autres génes codant des régulateurs de la transcription n‘ont pas été
analysés du fait de leur trop faible expression dans plus de 75% des échantillons testés.

Au regard de la cinétique de variation de I'expression des génes (Figure 32),
3 groupes de geénes, comprenant des "vagues" de régulation précoce (clusterl),
intermédiaire (cluster Il) et tardive (cluster Ill), sont mis en évidence (Figure 32A). Nous
nous focalisons sur les modifications transcriptionnelles de la phase précoce.

Cette phase contient les facteurs de transcription susceptibles de réguler non
seulement la transcription des canaux ioniques du méme groupe, mais aussi celle des
groupes suivants. Ce cluster | contient 7 canaux ioniques, et 17 facteurs de transcription et

cofacteurs (Figure 32B).
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Figure 32 : Modifications de I'expression ventriculaire des sous-unités des canaux ioniques et des
régulateurs de la transcription en fonction du temps aprés induction d’'un bloc auriculo-ventriculaire
complet (BAVc) chez la souris. (A) Classification hiérarchique appliquée a 197 genes comprenant
133 régulateurs de la transcription et 64 sous-unités des canaux ioniques (verticalement). Les
échantillons ventriculaires des souris contrbles, et des souris en BAVc, sacrifiees 12 h (BAV 12H),
24 h (BAV 24H), 2 jours (BAV 48H), et 5 jours (BAV 120H) aprés son induction sont classés en
fonction de la cinétique (horizontalement). Chaque géne et chaque échantillon sont représentés par
une ligne et une colonne, respectivement. Chaque case colorée correspond au niveau d’expression
relative du géne (ACt). La gamme de couleur s’étend du vert lumineux (moins exprimé) au rouge
lumineux (plus exprimé). Les valeurs manquantes sont représentées en gris. Trois groupes de géenes
qui refletent les vagues d’activation de I'expression des génes en fonction du temps ont été
sélectionnés : génes avec une surexpression précoce (Cluster 1), intermédiaire (Cluster 1) et tardive
(Cluster 111). (B) Détail du groupe de genes surexprimés précocement (Cluster I) comprenant 7 canaux
ioniques et 17 régulateurs de la transcription.

La figure 33 illustre les profils d’expression typiques des génes appartenant au
cluster I. Parmi ces geénes, on retrouve le principal canal sodique cardiaque Navl.5 et le
canal potassique Kv1.5, générant respectivement les courants Iy, €t lksonz, @iNSi que les

facteurs de transcription ATF3, ATF4, Jun et Fos.
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Figure 33 : Profils d’expression représentatifs des génes codant les canaux ioniques et les facteurs
de transcription du cluster | en fonction du temps aprés induction d’un bloc auriculo-ventriculaire
complet (BAVc) chez la souris. L’expression relative des génes (axe Y) en fonction du temps (axe X)
est exprimée en 274¢t représentant le ratio d’expression du géne par rapport au géne de référence
HPRT (X100), et correspond a la moyenne £ SEM calculée a partir de 4 a 5 ventricules gauche de
souris controles (temps 0), et des souris en BAVc, sacrifiées 12 h, 24 h, 48 h et 120 heures apres son
induction. Significativité du test de Tukey: * p<0,05 ; **, p<0,01 ; *** p<0,001 versus les souris
controles.

B.2.b. Analyse bioinformatique de réseaux d’interaction des
régulateurs de la transcription sur-exprimés précocement apres
I'induction du bloc auriculo-ventriculaire complet

La pertinence des regroupements des facteurs de transcription et cofacteurs
appartenant au cluster | est testée en utilisant Ingenuity Pathways Analysis, qui reconstitue
des réseaux de genes connus pour interagir entre eux d’aprés les données de la littérature.
Parmi les 17 régulateurs de la transcription contenus dans le cluster I, 12 sont connus pour
interagir entre eux (Figure 34). De plus, il faut noter que la moitié d’entre eux (ATF3, ATF4,
Fos, Jun, JunD1 et MafK) appartiennent a la famille des AP-1 (activating-proteins 1) (Karin et
al., 1997).
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Figure 34 : Réseaux d’interaction connus entre les régulateurs de la transcription sur-exprimés a 12 h
apres l'induction du bloc auriculo-ventriculaire complet chez la souris. Ces réseaux ont été établis en
utilisant Ingenuity Pathways Analysis (https://analysis.ingenuity.com). Les ellipses symbolisent les
régulateurs de la transcription appartenant au cluster I. Les membres de la famille AP-1 (activating
proteins 1) sont indiqués en rouge.

B.2.c. Analyses bioinformatiques de la sur-représentation des
éléments cis-régulateurs dans les promoteurs des genes sur-
exprimés précocement aprés l'induction du bloc auriculo-
ventriculaire complet

Parmi les facteurs de transcription appartenant aux réseaux indiqués sur la figure 32,
nous avons identifié ceux dont les éléments cis-régulateurs sont surreprésentés dans
'ensemble des promoteurs des génes qui sont sur-exprimés 12 heures aprés le bloc de
conduction dans notre modéle murin : promoteurs des genes codant pour les régulateurs de
la transcription et pour les canaux ioniques confondus. Les prédictions ont été réalisées en
utilisant notre base de données de promoteurs et nos outils de prédiction des éléments cis-
régulateurs des  promoteurs des génes (Cardiac  Promoter  Database,

http://cardioserve.nantes.inserm.fr/cardiac_database). Les prédictions ont été testées pour

les facteurs de transcription dont la différence d’expression était statistiquement significative
a 12 heures et pour lesquels nous disposions de matrices de bonne qualité pour leurs
éléments cis-régulateurs. L’analyse a été réalisée sur la séquence des génes allant de -2000
pb en amont a +500 pb en aval du principal départ de transcription.

La prédiction montre que I'élément cis-régulateur ATF (M00017), un membre de la
famille des CREB/ATF, se fixe sur 11 promoteurs, avec la probabilité de 1/1000 que cette

fixation soit due au hasard (Figure 35A).
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Figure 35 : Prédictions bioinformatiques de la surreprésentation des éléments cis-régulateurs ATF et
Jun sur les promoteurs des génes sur-exprimés 12 heures aprés I'induction du bloc de conduction. (A)
Surreprésentation de la présence de I'élément cis-régulateur ATF (M00017). (B) Surreprésentation de
la présence de I'élément cis-régulateur Jun (M00041). Les prédictions ont été réalisées en utilisant
notre base de données de promoteurs et nos outils de prédiction des éléments cis-régulateurs
(Cardiac Promoter Database, http://cardioserve.nantes.inserm.fr/cardiac database). L’analyse a
été réalisée sur la séquence du gene allant de -2000 pb en amont a +500 pb en aval du départ de
transcription indiqué par une fleche (TSS, Transcription Start Site). Les sites de prédiction de fixation
des facteurs de transcription sont symbolisés par les rectangles bleus. La prédiction est effectuée en
scannant les deux brins de la séquence : brin sens (orientation vers le haut du rectangle) et brin anti-
sens (orientation vers le bas du rectangle). p, significativité du test exact de Fischer.

ATF se fixe notamment sur les promoteurs des génes codant Navl.5 et Kvl1.5,
suggérant qu'ATF3 et/ou ATF4 régule I'expression de ces canaux. De méme, la prédiction
de la fixation de Jun (M00041) se retrouve sur 7 promoteurs, avec la probabilité de 1/1000
gue cette fixation soit due au hasard (Figure 35B). Jun se fixe aussi potentiellement sur les
promoteurs des genes codant Navl.5 et pour Kvl1.5, suggérant que ces deux canaux

pourraient étre co-régulés a la fois par les ATFs et par Jun.

Notre modele de souris en BAVc présente un remodelage précoce des canaux
ioniques dont une augmentation de I'expression des canaux Nav1.5 et Kv1.5, générant les
courants dépolarisant Iy, et repolarisant lxgon1, respectivement. Nous nous sommes servis de
cette cinétique de remodelage ionique dans ce modeéle afin d’identifier les régulateurs de la
transcription des sous-unités des canaux ioniques.

Nous avons corrélé les profils d’expression des régulateurs de la transcription avec
ceux des sous-unités des canaux ioniques. L’utilisation d’outils de bioinformatique a permis

de proposer les facteurs de transcription de la famille AP-1 (ATF3, ATF4 et Jun) comme des
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candidats a la régulation de I'expression des canaux ioniques cardiaques Nav1.5 et Kv1.5,
suggérant que ces deux canaux pourraient étre co-régulés. La suite de cette étude consiste

a établir la validation biologique des régulations transcriptionnelles des canaux ioniques.

B.3. Mise en évidence d’un répresseur potentiel (Mef2d) du
principal canal sodique cardiaque (Nav1.5)

Les membres de la famille des facteurs de transcription Mef2 ont un role bien connu
en tant que régulateurs de I'expression des génes cardiaques durant le développement.
Dans cette famille, Mef2d y joue un r6le particulier. En effet, les souris ayant une mutation
perte-de-fonction de ce géne sont viables, mais elles ne développent aucune réponse au
stress qui conduit normalement a une hypertrophie cardiaque, une fibrose, et a I'activation
des génes foetaux (Kim et al., 2008). D’autre part, nous savons, grace au modéle de souris
KO hétérozygotes pour le géne SCN5A a notre disposition, que ce dernier est responsable
de développement d’anomalies de conduction et de fibrose en cas de dysfonctionnement
(Royer et al., 2005). De plus, une de nos études a également montré un gradient
d’expression inverse entre MEF2D et SCN5A entre I'épicarde et I'endocarde. Nous avons
donc émis I'’hypothése que Mef2d serait un régulateur de Nav1.5 (codé par SCN5A). Dans
notre modéle de BAVc, les 2 génes ont un profil d’expression inverse aprés l'induction du
bloc auriculo-ventriculaire (Figure 36).
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Figure 36 : Profils d’expression représentatifs des génes codant le canal ionique Nav1.5 et le facteur
de transcription Mef2d en fonction du temps aprés induction d’un bloc auriculo-ventriculaire complet
(BAVc) chez la souris. L’'expression relative des genes (axe Y) en fonction du temps (axe X) est
exprimée en 2t représentant le ratio d’expression du géne par rapport au géne de référence HPRT
(X100), et correspond & la moyenne = SEM calculée & partir de 4 & 5 ventricules gauche de souris
contrbles (temps 0), et des souris en BAVc, sacrifiées 12 h, 24 h, 48 h et 120 heures apres son
induction. Significativité du test de Tukey: * p<0,05 ; **, p<0,01 ; *** p<0,001 versus les souris
contrbles.

La transfection (par nucléofection) de siRNA dirigé contre Mef2d a été réalisée dans
des cardiomyocytes néonataux de souris. Nous avons évalué d'une part les modifications de
I'expression de ce facteur Mef2d dans les cardiomyocytes, et les variations de I'expression
du géne SCN5A d’autre part. Les résultats sont présentés dans les Figures 37 et 38

suivantes.
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Figure 37: Profils d’expression du géne Mef2d. L’expression relative (axe Y) en fonction des
conditions de transfection (axe X) est exprimée en 2, représentant le ratio d’expression du géne par
rapport au géne de référence HPRT, et correspond & la moyenne + SEM calculée a partir de N=6
transfections. Les cellules non transfectées sont identifiees comme « Ctrl », les cellules transfectées
par un siRNA scramble par « Neg », et les cellules transfectées par le siRNA dirigé contre Mef2d par
« siMef2d ».
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Apres 24 et 48h de culture, 'expression de Mef2d ne change pas dans les cellules
non transfectées. Pour bien les interpréter, nous comparons les données de I'expression de
Mef2d obtenues entre des cellules transfectées par un siRNA scramble versus des cellules
transfectées par le siRNA dirigé contre Mef2d. L’expression de Mef2d dans les cellules
transfectées par le siRNA scramble ne varie pas par rapport a celle observée dans les
cellules contréles, ni a 24h, ni a 48h. La nucléofection n’influence pas cette expression. La
transfection du siMef2d diminue I'expression de sa cible de 60% environ au bout de 24h, et

cette diminution est conservée jusqu’a 48h aprés la nucléofection.
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Figure 38: Profils d’expression du géne SCN5A. L’expression relative (axe Y) en fonction des
conditions de transfection (axe X) est exprimée en 24 représentant le ratio d’expression du géne par
rapport au gene de référence HPRT, et correspond a la moyenne + SEM calculée a partir de N=6
transfections.

L’expression de SCN5A ne varie pas dans les cellules contrdles 24h ou 48h aprés
ensemencement. Dans les cellules transfectées par le siRNA scramble, I'expression de
SCNB5A est identique a celle observée dans les cellules contrbles. Son expression augmente
par contre trés légérement 48h aprés la transfection. L'expression de TARNm de SCN5A,
sous l'effet de la nucléofection du siMef2d, est augmentée de 45% 24h aprés la transfection,

et elle reste augmentée de 30% apres 48h.

Ces premieres données nous montrent un role potentiel de Mef2d en tant que
régulateur négatif de SCN5A. Nous avons cherché a vérifier ces résultats par Western-blot
en observant, sur les mémes cellules, les variations d’expression de la protéine Nav1.5,

canal sodique codé par SCN5A (Figure 39).
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Figure 39 : Analyse par Western-blot du canal Navl.5 a 24h et 48h, dans des cardiomyocytes
néonataux de souris non transfectés (Ctrl), transfectés par un siRNA scramble (Neg), ou par un siRNA
dirigé contre Mef2d (siMef2d). Nav1.5 est révélé par un anticorps anti-Nav1.5. Hsp70 et GAPDH sont
utilisés comme contrdle de dép6bt.

Ces résultats concordent avec les variations de TARNm observées. La quantité de
protéine Navl.5 augmente légérement a 24h puis nettement 48h aprés la nucléofection du
siRNA dirigé contre Mef2d. L’augmentation de 50% de I'expression de la protéine 48h aprés
la transfection est en décalage avec 'augmentation de I'expression des TARNm de SCN5A
qui a lieu plus t6t. Ce décalage peut s’expliquer par le fait que demie-vie de Navl.5 est
estimée a 35 h. L’'augmentation de la transcription de SCN5A aura donc un impact sur la
traduction qui aura lieu plusieurs heures plus tard. Ces résultats suggérent que Mef2d serait
un facteur de transcription inhibiteur de SCN5A dans notre modéle d’insuffisance chez la

souris.

Nous envisageons de poursuivre des expérimentations pour valider notre hypothése.
Nous devrons vérifier par des technigues de biochimie que Mef2d est capable de se fixer sur
le promoteur de SCN5A. Des expériences complémentaires de patch clamp seront menées
afin de démontrer les implications électrophysiologiques sur le courant Iy, lors de I'extinction

de Mef2d dans des cardiomyocytes néonataux de souriceaux nouveaux-nés.
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DISCUSSION
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A. Intérét de I'approche génomique des canaux ioniques et
des facteurs de transcription

Notre approche novatrice dans le domaine de I'électrophysiologie cardiaque permet
d’appréhender sans a priori les régulateurs potentiels de la transcription des canaux
ioniques. Fort de notre expérience de génomique, la stratégie que nous avons choisi
d’adopter a consisté a établir des corrélations entre les profils dexpression
transcriptionnels des canaux ioniques et des facteurs de transcription cardiaques dans
différentes conditions physiologiques et pathologiques. Notre stratégie repose en effet sur
'hypothése selon laquelle les facteurs de transcription impliqués dans la régulation de
I'expression des canaux ioniques partagent avec ceux-ci un profil d’expression similaire. Afin
de tester la pertinence des clusters et ne pouvant pas tester biologiquement 'ensemble des
facteurs de transcription susceptibles de réguler I'expression des canaux ioniques de ces
clusters, nous avons utilisé des outils bioinformatiques. Nous avons ainsi pu mettre en
évidence certaines régulations putatives, avant de réaliser les validations biologiques
nécessaires. Cette derniére étape nécessite la mise en ceuvre de techniques de biochimie et
d’explorations fonctionnelles in vitro et in vivo.

Cette approche présente toutefois une critique majeure liée au fait que l'activité des
facteurs de transcription peut ne pas étre régulée par leur niveau d’expression
transcriptionnel, mais par d’autres mécanismes tels que leur translocation dans le noyau
et/ou des modifications post-traductionnelles. Cependant, une étude récente, utilisant la
méme méthodologie que la notre, a pu montré que ATF3 régulait négativement I'expression
de TLR4 (Toll-like receptor 4) dans les macrophages (Gilchrist et al., 2006). Ce travail illustre
donc que le niveau d’expression d’'une partie des facteurs de transcription corréle avec leur

niveau d’activité.

B. Quelle est la significativité des clusters des canaux
loniques ?
B.1. La méthode de clustering

La classification (ou clustering) est une technique désormais trés utilisée pour la
recherche de groupes de génes dont I'expression de 'ARNm est similaire (Yona et al.,
2009). Bien qu'il existe différentes méthodes pour organiser des tableaux de mesures de
'expression de génes, 'ordonnancement de ces résultats conduit le plus souvent a une

collection importante de données chiffrées, difficlement interprétable. Ces données peuvent
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étre représentées sous la forme d’'un graphique, figurant chaque point de mesure avec une
couleur qui est le reflet quantitatif et qualitatif des observations expérimentales originales. Au
final, la représentation de données d’expression complexes, au travers d’'une organisation
statistique et d’'une présentation plus graphique, permet aux scientifiques d’assimiler et
d’examiner des données d’expression de fagon plus intuitive (Eisen et al., 1998). La méthode
de classification hiérarchique est utile dans I'analyse de I'expression de génes, mais peut
étre appliquée dans d’autres contextes. Cette méthode est dite additive (« agglomérative »
pour les anglo-saxons) (Sneath et Sokal, 1973). Le procédé de classification débute avec
chaque gene pris individuellement, comme un cluster a part entiére. Successivement, ces
clusters sont mélangés pour en former de nouveaux, plus grands, jusqu’au moment ou tous
les génes sont compris dans une seule et méme grande classification. L’organisation de ces
clusters est représentée par un arbre hiérarchique binaire : le dendrogramme. Ce dernier
peut étre découpé a un niveau de hiérarchisation spécifique, afin de déterminer le nombre
désiré de clusters. La topologie de ces clusters est un arbre binaire. La méthode de
classification hiérarchique est de type déterministique : chaque géne sera assigné a un seul
cluster. Un nombre important de clusters sera ainsi créé. La classification sera également
appliguée aux génes dont la disposition dans la représentation graphique sera, la aussi,
informative (Yin et al., 2006). Toutefois, cette méthode présente quelques désavantages. Par
exemple, le mélange optimal de deux clusters a chaque étape peut conduire a une
classification totale qui ne sera pas optimale. A cause des caractéristiques déterministiques
de cette méthode, une mauvaise désignation faite plus t6t dans I'analyse ne pourra pas étre
corrigée (Yin et al., 2006).

Nous considérons toutefois que la classification hiérarchique constitue un trés bon
moyen de classer les génes suivant leur similarité de profil, montrant leur association par
une fonction commune ou une régulation commune. Ainsi, notre groupe a pu mettre en
évidence que la classification hiérarchique des seuls canaux ioniques permet de discriminer
les différentes régions du cceur. Les canaux ioniques exprimés sont en effet différents
suivant la région cardiaque étudiée. Chez 'Homme et la souris, nos travaux ont montré que
les ventricules et les oreillettes ont des profils d'expression canalaire spécifiques
(Marionneau et al., 2005 ; Gaborit et al., 2007). De méme, il est possible de discriminer
'épicarde de I'endocarde murin par le seul profil d’expression différentiel des canaux
ioniques. Enfin, nos travaux ont permis de démontrer que le syndrome de Brugada pourrait
étre diagnostiqué suivant le profil d’expression de quelques canaux ioniques chez le patient
(Gaborit et al., 2009).
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Ce type de méthode de sélection de génes s’est déja montrée utile pour expliquer
d’autres aspects physiopathologiques cardiaque (Tan et al., 2002 ; Grzeskowiak et al., 2003
; Hall et al.,, 2004). Toutefois, une telle stratégie ne permet pas d’identifier le réseau de
régulation des facteurs permettant I'expression de génes (Danko & Pertsov, 2009). Il a déja
été montré depuis longtemps que les genes impliqués dans une fonction physiologique
commune sont régulés en groupe (Eisen et al., 1998 ; lyer et al., 1999). Dans de tels
groupes, aussi appelés « modules de co-régulation », les génes sous soumis a des
changements d’expression similaires, dont les ratios sont conservés dans différentes
conditions physiologiques (Gupta & Liu, 2005). Notre but est d’'identifié de tels modules, en
supposant que ces modules puissent donner des informations sur les facteurs de
transcription qui en contrélent I'expression (Danko & Pertsov, 2009). D’ou la nécessité de
compléter notre étude par une approche bioinformatiques, renseignant sur les possibilités

des facteurs de transcription a réguler un cluster bien défini.

B.2. La signification des données du clustering

Dans un premier temps, la classification hiérarchique a permis de valider les données
obtenues dans nos deux projets portant sur l'insuffisance cardiaque et sur le développement
cardiaque. Puisque certains résultats étaient déja décrits dans la littérature, nous avons pu
valider la véracité de nos données en les confrontant avec celles présentées dans la
bibliographie. Ainsi, il était déja connu que l'expression de Kv4.2 augmente en cas
d’insuffisance, comme c’est le cas dans notre premier modéle. Un autre exemple :
'expression des transcrits du canal sodique Nav1.5 augmente au cours du développement
cardiaque. Nous avons également pu le vérifier dans notre second modéle, comme pour
tous les canaux décrits dans la littérature. Une fois ces vérifications d’'usage réalisées, la
validité des données d’expression des facteurs de transcription pouvait étre acceptée. Pour
autant, cela n’exclut pas que les associations faites entre facteurs de transcription et canaux
ioniques pouvaient étre erronées, malgré le recoupement avec les données bioinformatiques
a notre disposition. La encore, nous avons cherché si le réle que I'on prétait aux facteurs de
transcription sélectionnés avait un sens « physiologique ». En effet, nous partons du principe
gue les genes co-régulés partagent une fonction ou une régulation commune. Nous avons
donc rechercher si ces facteurs avaient déja un réle connu et décrit dans la littérature, et qui
irait dans le sens de nos « couples » facteurs de transcription / canaux ioniques. Concernant
le modéle d’insuffisance cardiaque, le clustering présente un cluster contenant 7 canaux
ioniques (et notamment le canal sodique Navl.5) et 17 facteurs de transcription. La

pertinence du regroupement de ces facteurs est testée en utilisant "The Ingenuity Pathways
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Knowledge Base » (https://analysis.ingenuity.com), qui reconstitue des réseaux de génes

connus pour interagir entre eux d’apres les données de la littérature. Parmi les 17 facteurs
de transcription, 12 sont connus pour interagir. De plus, il faut noter que la moitié (ATF3,
ATF4, Fos, MafK, Jun et JunD1) appartiennent & la méme famille, celle des AP-1 (activating-
proteins 1) (Karin et al., 1997), suggérant un r6le critique de cette voie de signalisation dans
la survenue des tachycardies ventriculaires Nous observons d’autres interactions cohérentes
avec des études précédentes, comme celle qui concerne ATF3 et le phospholamban (PLN).
En effet, il a été montré qu’ATF3 réprime I'expression du PLN (Gao et al., 2004). Dans le
modéle de BAV, I'expression du PLN diminue 12h aprés la sur-expression d’ATF3. Dans ce
premier modele, nous avons pu mettre en évidence une régulation négative de Mef2d sur
'expression de SCN5A. Il est déja connu que des modifications du courant sodique
entrainent des troubles de la conduction et des arythmies et par la suite, une hypertrophie
(Royer et al., 2005). D’autre part, Mef2d est un déterminant majeur dans la réponse au
stress menant a I'hypertrophie (Kim et al., 2008). L’association de ces 2 génes est aussi
appuyée par le fait qu’ils possédent un profil inverse dans un gradient épicarde/endocarde.
SCN5A est plus exprimé dans I'endocarde, tandis que Mef2d est plus exprimé dans
I'épicarde, ceci chez 'lHomme et la souris. Ce profil inverse n’est toutefois pas observé dans
I'étude portant sur le développement cardiaque. En effet, sur un méme promoteur, un facteur
de transcription peut avoir une activité inverse (activateur ou répresseur) en fonction des
stimulus extérieurs ou des facteurs de transcription a proximité. Toutefois, nous pouvons
rapporter ce que nous observons dans le modéle d’hypertrophie avec ce que nous voyons
dans notre second modeéle concernant le développement cardiaque. En effet, une
réexpression du programme foetal est observée en cas de remodelage hypertrophique. Si
'on regarde I'expression du facteur de transcription GATAG et celle de KCND2 (codant le
canal potassique Kv4.2 générant l,,) au cours du développement cardiaque, ces 2 genes ont
un profil inverse. GATA6 serait un régulateur négatif de la transcription de Kv4.2. Le facteur
GATAG a un rbéle connu comme activateur de la morphogenése hypertrophique, lorsqu’il est
surexprimé (ou trés exprimé, ce qui est le cas dans les stades précoces du développement)
(Liang et al., 2001). Une des caractéristique de I'hypertrophie est la diminution du courant Iy,
et des transcrits Kv4.2. Dans notre dernier modéle, KCND2 est effectivement plus faiblement
exprimé dans les stades précoces du développement cardiaque. Cela nous conforte donc
dans notre hypothése que GATAG6 serait un facteur capable d’inhiber la transcription de
KCND2. Nous avions émis I'hypothése que Sox9 pouvait étre un régulateur positif de Cav1.3
et Cava282. La littérature montre le réle de Sox9 dans la calcification lors de la
valvulogenése, via I'apport de calcium (Lincoln et al., 2007). Sox9 pourrait stimuler cette
calcification en activant 'expression de génes codant des canaux calciques tels Cavl.3 ou

Cava252. Nous avions proposé Foxo3a comme régulateur négatif des connexines 40 et 45.
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Lorsque Foxo3a est surexprimé, cela induit une diminution de la taille des cellules
transfectées (Sengupta et al., 2009). Or, les connexines sont connues pour avoir un réle
important dans la croissance cellulaire (Yamasaki et al., 1999). Il est possible que Foxo3a
agissent sur la croissance cellulaire en inhibant la transcription de ces connexines. Enfin,
nous avions supposé un role important du facteur de transcription Meisl sur de nhombreux
potassiques. L’absence de Meisl conduit a des anomalies cardiaques congénitales
(Stankunas et al., 2008), sans qu'’il soit pour l'instant possible de relier ces anomalies avec

les canaux potassiques évoqués plus haut.

Le clustering va donc nous permettre de mettre en évidence des régulations de
canaux ionigues. Toutefois, il existe quelques limites. La régulation de la transcription des
canaux ioniques pourrait passer par d'autres systémes de contrble que les facteurs de
transcription. Les petits ARN, tels que les microRNA par exemple, ont la capacité
d’influencer la stabilité et le mécanisme de traduction de '’ARNm. Malgré l'utilisation d’outils
bioinformatiques, nos résultats pourraient également refléter des régulations qui n’existent
pas, ou qui seraient indirectes. C’est pourquoi il est nécessaire de valider nos résultats par

différentes techniques de biochimie et d’exploration fonctionnelle.

C. Le monde des ARNs : des molécules dont I’expression
est régulée par différents systemes

C.1. Relation entre I’excitabilité cellulaire et le contrble de la
transcription des canaux ioniques

Dans un systeme idéal, le parametre qui devrait réguler 'expression des canaux
ioniques est le phénotype électrophysiologique. On peut donc émettre I'hnypothése d’un rétro-
contréle par le potentiel membranaire ou encore par le calcium intracellulaire, de I'expression
des régulateurs de la transcription des canaux ioniques (Rosati & McKinnon, 2004).
L’excitabilité cellulaire affecterait en retour la transcription des canaux ioniques et ainsi
influencerait directement le phénotype électrophysiologique (Figure 40). Un exemple
classigue concerne les mécanismes électrophysiologiques de la fibrillation auriculaire. Plus
la fréquence auriculaire est élevée (soit pathologiquement par lintermédiaire de foyers
ectopiques situés au niveau des veines pulmonaires par exemple, soit expérimentalement
avec I'implantation d’un pacemaker artificiel) et plus la durée du potentiel d’action auriculaire

diminue a long terme. Ce phénoméne d’adaptation de la durée du potentiel d’action a la
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fréquence cardiaque est la conséquence d’'une diminution de 'amplitude du courant calcique
de type L. Ce remodelage électrique des cellules auriculaires a aussi été observé sur des
modeéles cellulaires in vitro stimulés a haute fréquence (Yang et al., 2005).

Transcription €

Dégradation - Protéines fonctionnelles

Phénotype électrophysiologique:
« potentiel membranaire
= jons intracellulaires

Figure 40: Représentation des différentes voies de régulation du phénotype cellulaire
électrophysiologique.

Les mécanismes reliant I'excitabilité cellulaire a la modulation transcriptionnelle des
canaux ioniques sont inconnus. On peut émettre différentes hypothéses sur la nature “des
senseurs électriques”, qui ont pour fonction d’informer la machinerie de transcription des
modifications nécessaires au maintien physiologique ou éventuellement a I'adaptation
pathologique de I'électrogenése cellulaire. Les canaux calciques potentiel-dépendants sont
eux-mémes de bons candidats pour remplir cette fonction. Leur ouverture dépolarise la
cellule (plateau du potentiel d’action) et l'influx calcique influence aussi I'expression génique
(notamment ceux codant les canaux ioniques) (Buonanno & Fields, 1999 ; Spitzer et al.,
2000). En effet, le calcium intracellulaire module [l'activité de multiples facteurs de
transcription. Les exemples les plus classiques sont les membres de la famille des CREB,
NFAT et MEF2 (Xia et al., 2000 ; West et al., 2002 ; McKinsey et al., 2002 ; Hogan et al.,
2003). Les canaux calciques sont actuellement les candidats privilégiés dans la boucle de
rétrocontrole reliant I'activité électrique a la régulation de I'expression des canaux ioniques.
Cependant, les signaux Ca** impliqués (locaux, globaux, toniques, phasiques...) ne sont pas
bien connus et les voies de signalisation demeurent obscures. A ce propos, une étude
récente décrit une voie trés originale dans laquelle I'extrémité C-terminale du canal calcique
est clivée et joue alors le réle d’un facteur de transcription (Gomez-Ospina et al., 2006). L'un
de nos futurs objectifs consistera a définir le réle du calcium intracellulaire dans la régulation
de la transcription des canaux ioniques cardiaques.

Cependant, le calcium n’est certainement pas le seul facteur impliqué dans la relation

excitabilité-transcription. Nous avons émis I'hypothése selon laquelle les ions sodiques
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seraient impliqués dans cette régulation. Ce réle du sodium sur la transcription a d’ailleurs
été suggéré dans les neurones (Linden et al.,, 1993 ; Rose, 2002). Par ailleurs, il a été
montré qu’un blocage de [lactivité des canaux sodiques entraine en réaction une
augmentation de leur propre transcription (Duff et al.,, 1992 ; Kang et al., 1997). Nous
utiliserons dans l'avenir des cardiomyocytes en culture, des outils pharmacologiques, des
mesures quantitatives du sodium intracellulaire et une approche de transfection transitoire
permettant de moduler I'expression des canaux sodiques et protéines régulatrices afin
d’aborder le role spécifique du sodium dans la régulation transcriptionnelle des canaux

ioniques cardiaques.

C.2. Régulation de I’expression des canaux ioniques par les
MiRNA

Ces deux derniéres années, un nouveau champ d’investigation de la régulation de
'expression des génes dans le systeme cardiovasculaire a émergé : le domaine des
microARN ou miRNA. La découverte de la régulation de I'expression des génes par les
miRNA au cours de processus physiologiques et pathologiques tels que le développement
du cceur ou I'hypertrophie et I'insuffisance cardiaques (Latronico et al., 2007 ; Catalucci et
al., 2008 ; Scalbert & Bril, 2008) laisse présager de nombreuses découvertes concernant la
régulation de I'expression des canaux ioniques. Les premiers travaux dans ce domaine
montrent que les MIRNA miR-1 et miR-133 sont impliqués dans la répression de la
traduction des ARNm des canaux HCN2-HCN4, KvLQT1 et MinK, ainsi que de Kir2.1 et de
la Cx43, dans des conditions physiologiques (hétérogénéité d’expression des canaux dans le
coeur sain) ou pathologiques (diabéte et hypertrophie) (Luo et al., 2007 ; Yang et al., 2007 ;
Luo et al.,, 2008). Les miRNA constituent donc un nouveau systéme de régulation de
I'électrogenése cellulaire pouvant étre a I'origine d’arythmies cardiaques et par conséquent,

ils seraient de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles dans I'avenir.

D. Objectifs

D.1. Validations in vitro et in vivo des facteurs de transcription
candidats

Pendant ma thése nous avons mis en place les deux premiéres étapes de notre

stratégie servant a identifier les candidats les plus probables a la régulation de I'expression
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des canaux. Il est cependant indispensable de valider biologiguement ces interactions par

les analyses décrites ci-dessous.

D.1.a. Validation in vitro
* Utilisation des siRNA

La transfection de cardiomyocytes néonataux de souris par des siRNA (petits ARN
interférents) dirigés contre un facteur de transcription nous a déja permis l'identification des
canaux dont il controle I'expression et donc de valider les prédictions effectuées
précédemment, a la fois au niveau de 'ARNm et au niveau de la protéine. Cette approche
limite cependant le choix des facteurs de transcription candidats a des genes exprimés au
stade néonatal. L’expression transcriptionnelle des canaux ioniques étant modifiée, les
conséquences fonctionnelles seront évaluées par patch-clamp. Si I'expression des facteurs
de transcription n’est pas suffisante dans les cardiomyocytes néonataux, il est possible de
sur-exprimer le géne codant le facteur de transcription d’intérét. Nous envisageons

également la transfection de cardiomyocytes adultes par des adénovirus.

* Essai rapporteur luciférase

L’objectif sera alors de cloner le géne rapporteur sous le promoteur du canal ionique
dont la régulation transcriptionnelle est étudiée. Aprés co-transfection avec le facteur de
transcription candidat, 'analyse du niveau de fluorescence devrait permettre de valider ou
non leur corrélation. Cette approche impliqgue donc la mise a profit des clonages
bioinformatiques de promoteurs. Nous avons démarré un projet de ce type dont I'objectif est

d’évaluer 'effet de IRX3 ou de SRF sur I'expression transcriptionnelle de KChIP2.

* Approche ChIP on chips

Elle devrait permettre par la suite d’identifier les génes dont I'expression est contrblée
par un facteur de transcription en particulier (Weinmann, 2004). Cette méthode consiste a
immunoprécipiter la chromatine (ChlP) avec un anticorps dirigé contre un facteur de
transcription, et hybrider TADN co-immunoprécipité sur une puce a ADN (chip) contenant des
régions inter-géniques, et en particulier, des régions promotrices. Elle est accessible dans
l'unité grace aux travaux menés par Rémi Houlgatte et les chercheurs de son équipe et de
sa plate-forme génomique. Cette approche couplée a I'analyse globale de I'expression des

canaux ioniques lors de l'inhibition de I'expression du facteur de transcription par siRNA
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dans les cardiomyocytes néonataux nous permettra de mettre en place des réseaux de

régulation de I'expression des canaux ioniques.

D.1.b. Validation in vivo

Notre but ultime est de vérifier que les régulations mises en évidence ont des
conséquences fonctionnelles in vivo. Cette étape est certainement la plus importante. De
maniére générale, [lutilisation de modeles transgéniques murins conditionnels devrait
permettre de palier a la létalité et de limiter au maximum la mise en place d’un remodelage
ionique compensateur de I'invalidation du facteur de transcription. L’effet de I'invalidation ou
de la sur-expression conditionnelle des facteurs de transcription sélectionnés sera alors
évalué au niveau électrophysiologique (ECG et patch-clamp), protéique (Western blot) et

transcriptionnel (Low Density Arrays).

D.2. Modélisation mathématique des données de génomique

Nous réaliserons également lintégration de nos données génomiques des canaux
ioniques dans des modéles mathématiques de l'activité électrique cardiaque (Noble, 2004)
tels que les modéles de potentiel d’action a l'échelle cellulaire, et les modéles de
I'électrocardiogramme de surface a I'échelle de I'organe. Un certain nombre de ces modéles
mathématiques de PA sont disponibles dans l'unité. Nous bénéficierons donc de laide
précieuse de Gildas Loussouarn et de nos proches collaborateurs dans ce domaine que sont
Colleen Clancy et Mark Boyett. Dans ce contexte, les réseaux de régulation de I'expression
des sous-unités des canaux ioniques jouent un rdle primordial. Il faudra donc avoir
connaissance des conséquences fonctionnelles des phénoménes d’adaptation moléculaire
et étre en mesure d’intégrer ces données a I'échelle de la cellule, du tissu et de I'organe. Cet
objectif ambitieux ne pourra étre envisagé qu’a long terme aprés I'accumulation et la

comparaison de plusieurs études.
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ANNEXES

Circ Res. 2006 Nov 10;99(10):1076-83. Epub 2006 Oct 19.

The N-terminal juxtamembranous domain of KCNQ1 is critical for
channel surface expression: implications in the Romano-Ward LQT1
syndrome.

Dahimene S, Alcoléa S, Naud P, Jourdon P, Escande D, Brasseur R, Thomas A, Baro |, Mérot
J.

Inserm, U533, Nantes, France.

N-terminal mutations in the KCNQ1 channel are frequently linked to fatal arrhythmias in
newborn children and adolescents but the cellular mechanisms involved in this dramatic issue
remain, however, to be discovered. Here, we analyzed the trafficking of a series of N-terminal
truncation mutants and identified a critical trafficking motif of KCNQ1. This determinant is
located in the juxtamembranous region preceding the first transmembrane domain of the
protein. Three mutations (Y111C, L114P and P117L) implicated in inherited Romano-Ward
LQT1 syndrome, are embedded within this domain. Reexpression studies in both COS-7 cells
and cardiomyocytes showed that the mutant proteins fail to exit the endoplasmic reticulum.
KCNQZ1 subunits harboring Y111C or L114P exert a dominant negative effect on the wild-
type KCNQ1 subunit by preventing plasma membrane trafficking of heteromultimeric
channels. The P117L mutation had a less pronounced effect on the trafficking of
heteromultimeric channels but altered the kinetics of the current. Furthermore, we showed
that the trafficking determinant in KCNQL is structurally and functionally conserved in other
KCNQ channels and constitutes a critical trafficking determinant of the KCNQ channel
family. Computed structural predictions correlated the potential structural changes introduced
by the mutations with impaired protein trafficking. In conclusion, our studies unveiled a new
role of the N-terminus of KCNQ channels in their trafficking and its implication in severe
forms of LQT1 syndrome.

PMID: 17053194 [PubMed - indexed for MEDLINE]
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Hum Gene Ther. 2009 Nov;20(11):1329-43.

Developing cell therapy techniques for respiratory disease:
intratracheal delivery of genetically engineered stem cells in a
murine model of airway injury.

Leblond AL, Naud P, Forest V, Gourden C, Sagan C, Romefort B, Mathieu E, Delorme B,
Collin C, Pagés JC, Sensebé L, Pitard B, Lemarchand P.

1 INSERM, UMRO915, Institut du Thorax , Nantes, F-44000 France .

Abstract Interest has increased in the use of exogenous stem cells to optimize lung repair and
serve as carriers of a therapeutic gene for genetic airway diseases such as cystic fibrosis. We
investigated the survival and engraftment of exogenous stem cells after intratracheal injection,
in a murine model of acute epithelial airway injury already used in gene therapy experiments
on cystic fibrosis. Embryonic stem cells and mesenchymal stem cells were intratracheally
injected 24 hr after 2% polidocanol administration, when epithelial airway injury was
maximal. Stem cells were transfected with reporter genes immediately before administration.
Reporter gene expression was analyzed in trachea-lungs and bronchoalveolar lavage, using
nonfluorescence, quantitative, and sensitive methods. Enzyme-linked immunosorbent assay
quantitative results showed that 0.4 to 5.5% of stem cells survived in the injured airway.
Importantly, no stem cells survived in healthy airway or in the epithelial lining fluid. Using 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-d-galactopyranoside staining, transduced mesenchymal stem
cells were detected in injured trachea and bronchi lumen. When the epithelium was
spontaneously regenerated, the in vivo amount of engrafted mesenchymal stem cells from cell
lines decreased dramatically. No stem cells from primary culture were located within the
lungs at 7 days. This study demonstrated the feasibility of intratracheal cell delivery for
airway diseases with acute epithelial injury.

PMID: 19606934 [PubMed - in process]
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Résumé

Plasticité et remodelage électriques
cardiaques : role de la régulation
transcriptionnelle des canaux ioniques

Nos approches génomiques ont montré que les cellules cardiaques adaptent leurs
propriétés électrophysiologiques aux contraintes physiologiques ou pathologiques a
long terme en modifiant I'expression transcriptionnelle de réseaux de canaux
ioniques. Cependant, les mécanismes fondamentaux qui lient le phénotype
électrophysiologigue a la machinerie de transcription restent peu connus. Afin de
mieux les comprendre, jai développé une approche de biologie intégrée consistant
a: 1/ eétablir les profils d’expression de I'ensemble des facteurs de transcription
cardiaques; 2/ corréler ces profils avec ceux des canaux ioniques afin d’'identifier les
facteurs de transcription et les canaux dont I'expression varie de fagon similaire; 3/
prédire la fixation des facteurs de transcription sur les promoteurs des canaux
ionigues du méme cluster par bioinformatique ; 4/ invalider ou surexprimer les
facteurs de transcription présélectionnés dans des cardiomyocytes en culture et
étudier I'impact moléculaire sur la transcription des canaux ioniques et I'impact
fonctionnel sur leur activité en patch-clamp. Pendant ma thése, jai cherché a
identifier les mécanismes physiologiques responsables de I'évolution de l'activité
électrique intrinséque du cceur avec I'age et les mécanismes physiopathologiques du
remodelage électrique dans linsuffisance cardiaque. Mes résultats suggérent dans
ce dernier cas un role de Mef2d dans la régulation du gene SCN5A, codant le
principal canal sodique responsable de la dépolarisation des cardiomyocytes et de la
conduction du signal électrique. Les perspectives de ce travail sont de valider in vivo
les mécanismes du couplage excitation-transcription de I'activité électrique du coeur

suggéreés par mes résultats en utilisant des modeéles transgéniques.

Mots clefs : canaux ioniques — transcription — remodelage moléculaire —
remodelage électrique — génomique - bioinformatique — biologie
cellulaire
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Abstract

Cardiac plasticity and electrical remodeling: role of transcriptional regulation

of ion channels

Our genomic approaches have shown that the cardiac cells adapt their
electrophysiological properties to physiological or pathological situations by modifying
gene expression levels of networks of the ionic channels sub-units. These
modifications are generally consistent with the electrophysiological properties of the
cardiac cells and are precisely regulated. However, the fundamental mechanisms
implicated in this transcriptional regulation are not much known. To better understand
these mechanisms, | developed an integrative approach which allows investigating
this question in a global way. It consists in: 1/ defining expression pattern of all the
cardiac transcription factors ; 2/ correlating these profile with those of ion channel to
identify transcription factors and channels that share a similar pattern ; 3/ predicting
using bioinformatics transcription factor binding site on ion channels of the same
cluster ; 4/ invalidating or surexpressing transcription factors in neonatal
cardiomyocytes in vitro , and in studying their molecular effects on ion channels
transcription, and their functional effects on their activity by patch-clamp. During my
PhD. | was concerned in identifying physiological mechanisms responsible of cardiac
electrical activity evolution with aging, and the physiopathological mechanisms during
electrical remodeling in the failure heart. The first results suggest that transcription
factor Mef2d could regulate ion channel gene SCN5A. The perspectives of this work
are to keep on validating in vitro the supposed excitation-transcription coupling
mechanisms of the cardiac electrical activity suggested by my results, using

transgenic models.

Keywords: ion channels - transcription— molecular remodeling -
electrical remodeling — genomics — bioinformatics — cell biology.
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