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Avant propos

Les maladies cardiovasculaires constituent en France la premiére cause de mortalité.
Beaucoup de ces pathologies sont dites acquises et des facteurs environnementaux tels que
le tabagisme ou [lalimentation expliquent leur forte prévalence dans les sociétés
industrialisées. Une des conséquences des cardiopathies est la mort subite par arrét
cardiaque. Cette mort est due a une perte soudaine de la fonction du cceur alors que la
victime n’avait ressenti aucun symptome particulier. L’arrét cardiaque est lié a une
accélération brutale (tachycardie ventriculaire) et/ou a une désorganisation totale du rythme
(fibrillation ventriculaire). Ce rythme irrégulier ou arythmie est inadéquat a une contraction
efficace des ventricules, interrompant ainsi la circulation systémique.

Les anomalies de la fonction électrique du cceur sont dues principalement a des
dysfonctionnements des canaux ioniques a lorigine des courants cardiaques. Ces
dysfonctionnements peuvent étre d’origine génétique, comme dans le syndrome du QT long
congénital, ou acquise, comme dans le cas des cardiomyopathies ischémiques. Les
recherches étiologiques montrent qu’environ 80% des morts subites d’origine cardiaque
surviennent dans un contexte de pathologie coronarienne, 10-15% dans un contexte de

cardiomyopathie (hypertrophique ou dilatée) et 5% des cas sont liés a des anomalies
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génétiques des canaux ioniques, a des valvulopathies, des malformations congénitales etc...
(Huikuri et coll., 2001).

Dans ces pathologies, l'altération des propriétés électriques, ou remodelage électrique,
serait en grande partie liée a une modification de I'expression des génes codant pour les
canaux ioniques (remodelage ionique). Les progrés récents de la biologie moléculaire et de
la transgenése ont permis de disposer de modéles murins pour ces pathologies. L’avantage
majeur de la souris est de pouvoir étudier a large échelle les modifications d’expression des
genes codant pour les canaux ioniques. Dans ce modéle, il est aussi possible de caractériser

ex vivo et in vivo les conséquences physiopathologiques du remodelage.

» L’implication du remodelage ionique dans la pathogénese des troubles du rythme
cardiaques est I'objet de la premiere partie de cette thése. Mon travail a consisté a
évaluer sur le plan électrophysiologique les conséquences du remodelage ionique

dans différents modeles de souris.

De nombreux agents pharmacologiques, a visée cardiaque ou non, sont a [lorigine
d’allongement de lintervalle QT et peuvent pour certaines molécules déclencher des
arythmies a l'origine de la mort subite. Le canal K* dépendant du potentiel hERG a été
identifie comme la cible privilégiée de ces agents pharmacologiques. Ainsi, depuis 1997,
'une des recommandations des agences de sécurité du médicament (FDA aux Etats-Unis,
EMEA en Europe) est de tester systématiquement les molécules en cours de développement
pré-clinique sur le canal hERG. In vitro, le pouvoir bloquant d’'une molécule est
classiquement évalué par la technique de patch-clamp. Fiable et trés largement utilisée,
cette méthode offre néanmoins un faible débit d’analyse.

L’industrie pharmaceutique s’est donc tournée vers des méthodes d’analyses a haut débit
qui présenteraient le méme degré de fiabilité que la technique de patch-clamp (patch-clamp
automatique, efflux de Rb"* radioactifs et non radioactifs, sondes fluorescentes détectant les
variations de potentiel membranaire...etc.). Mais les résultats obtenus a ce jour sont peu

satisfaisants et des améliorations de ces différentes techniques sont encore nécessaires.
» La deuxiéme partie de ma thése a été consacrée au développement d’une technique

d’analyse a haut débit des bloqueurs du canal hERG qui offrirait une fiabilité égale,

sinon proche de celle obtenue en patch-clamp conventionnel.
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|. REPOLARISATION VENTRICULAIRE CARDIAQUE

Le fonctionnement de la pompe cardiaque est assuré par I'activation séquentielle de cellules
contractiles et excitables hautement spécialisées: les cardiomyocytes. Les propriétés
électriques de ces cellules se traduisent par la genése et la propagation de potentiels
d’action.

Un potentiel d’action (PA) est une onde de dépolarisation transitoire de la membrane
plasmique, due a la mise en ceuvre coordonnée de courants ioniques précis. Au niveau des
ventricules, I'organisation spatio-temporelle de ces courants déclenche l'activité contractile
des myocytes et permet une modulation de lintensité des battements et une synchronisation
de la contraction des cellules d’'une méme cavité. La force développée alors par les
ventricules propulse le sang dans I'ensemble de I'organisme.

Le PA d’'un cardiomyocyte ventriculaire comporte cinq phases successives:

» une phase rapide de dépolarisation (phase 0) amenant le potentiel membranaire de
—-80 mV a +30 mV. Cette phase est générée par une augmentation importante et
bréve de la perméabilité membranaire au Na* (Ina).

* une phase courte de repolarisation initiale ou précoce (phase 1) résultant de
linactivation du courant Na® et de l'activation d’'un courant repolarisant transitoire
sortant (ly).

* une phase dite de plateau (phase 2) est liée a I'activation de conductances Ca*
(lcar), Na* (Inaca, Ina retardé et K* (Ik). Au cours de cette phase, le potentiel
membranaire est maintenu a une valeur proche de 0 mV.

* |a phase terminale de repolarisation ou phase 3 intervient suite a l'inactivation du

courant lca et a 'augmentation progressive des perméabilités K* Ik et Ixi.

* au cours de la phase 4 le potentiel membranaire ou potentiel diastolique est maintenu
a —80 mV grace au courant Ixs. Dans le cas des cardiomyocytes des tissus de
conduction, d’autres conductances entrent en jeu et vont s’opposer a leffet
hyperpolarisant d’lks en générant une lente dépolarisation du potentiel membranaire.
Ces courants correspondent au courant de fond net entrant Iy (bg=background) lié a
lactivité des différentes pompes et échangeurs membranaires, au courant de

pacemaker |s et au courant lc, .
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Dans ce travail, nous nous intéresserons aux courants ioniques participant aux différentes
phases de la repolarisation ventriculaire. Dans une premiére partie, nous verrons le rble
physiologique et les bases moléculaires impliquées dans la genése de ces courants. Une
seconde partie sera consacrée au remodelage électrique associé aux troubles de la

repolarisation.
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Figure 1: Représentation des principaux courants ioniques participant au PA ventriculaire humain et
murin. D’aprés Nerbonne et coll. (2001)
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I.LA MECANISMES IONIQUES DU POTENTIEL D’ACTION VENTRICULAIRE

I.A.1 La phase de dépolarisation : PHASE 0

I.A.1.a Le courant Ina

Le courant Na® ou Iy, est le courant responsable de la phase 0 du PA de la cellule
ventriculaire. C’est un courant entrant rapide activé par la dépolarisation de la membrane
(seuil d’activation =55 mV environ). |l atteint une densité maximale pour un potentiel
membranaire de —40 mV. Un mécanisme de rétrocontrdle positif est a 'origine de I'activation
quasi-instantanée de la phase 0 du PA: la dépolarisation induite par I'entrée d’ions Na*
augmente la probabilité d'ouverture des canaux Na*, ce qui augmente le niveau de
dépolarisation et auto-entretient le phénomene.

Une caractéristique importante de ce courant est I'existence d’une inactivation rapide

dépendante du potentiel ce qui favorise I'initiation de la phase précoce de la repolarisation.

I.A.2 La phase de repolarisation précoce : PHASE 1

L’aspect en encoche, ou “spike and dome” du PA est associé au courant |, (pour “transient
outward”) (Antzelevitch and coll., 1991). Ce courant est formé d’une composante K* (lio1)
sensible a la 4-aminopyridine (4-AP) et d’'une composante portée par les ions Cl- qui dépend
des variations de Ca* intracellulaire (l.2) (Coraboeuf et Carmeliet, 1982). Le courant I, est,
contrairement a 'Homme et au chien, le courant majoritaire de la repolarisation chez la
souris (Xu et coll., 1999). En effet, chez 'THomme et le chien, la repolarisation est fortement
dépendante de Ik et Iks alors que dans le ventricule de la souris adulte ces deux courants ne
sont pas détectés (Lees-Miller et coll., 2003; Kupershmidt et coll., 1999).

De nombreuses études de caractérisations pharmacologiques et biophysiques de |1 ont
permis de mettre en évidence deux cinétiques distinctes. Ainsi, dans le ventricule de souris
adulte, la composante transitoire lst (lof) €t la composante losow (los) ONt été décrites. |y
présente une activation, une inactivation et une levée d’inactivation rapides (Xu et coll.,1999)
et est bloqué spécifiquement par des toxines extraites d’un venin d’araignée, Heteropoda
toxin-2 et 3 (Sanguinetti et coll.,, 1997). l.s présente une inactivation et une levée
d’inactivation lentes. Sa distribution au sein du ventricule est différente de celle d’l s puisqu’il
est retrouvé uniquement au niveau du septum (Xu et coll., 1999) alors que la composante
rapide est détectée dans l'apex et le septum. Ainsi, les propriétés cinétiques et la
régionalisation d’ls expliquent la contribution majeure de ce courant a la repolarisation

précoce et au contrOle de la durée du PA chez la souris. Cette distribution hétérogéne des
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deux composantes n’est pas propre a la souris et contribue chez de nombreuses espéces a
I'hétérogénéité de la repolarisation (cf. § I.A.7.b). Ainsi chez 'Homme, il est observé une
variation de la durée du PA ventriculaire associée a une différence de la densité et des
cinétiques de l,1 dans les cellules sous-endocardiques par rapport aux cellules sous-
épicardiques (Nabauer et coll., 1996). Chez le chien, la densité d'l,s est 5 a 6 fois plus
élevée dans les couches cellulaires sous-épicardique et mid-myocardique que dans la
couche cellulaire sous-endocardique, alors que la densité de I, est plus importante dans le
sous-endocarde que dans le sous-épicarde (Liu et coll., 1993). Nous verrons par la suite les

bases moléculaires de cette régionalisation des deux composantes d’li.

I.A.3 La phase de plateau: PHASE 2

I.A.3.a Le courant Na* retardé (Ina. retardé)

Au cours de la phase de plateau, il subsiste un petit courant Na* qui participe au maintien
d'une légére dépolarisation. L’existence de ce petit courant est liée a [linactivation
dépendante du potentiel du courant Na'. En effet, la cinétique d’inactivation de Iy,
(Tinactivation=10 @ 15 ms) étant plus lente que sa cinétique d’activation (tacivaion=1 ms), une faible
fraction de canaux Na® restent ouverts pendant la phase de plateau du PA. Ce courant
nommé courant de fenétre (Attwell et coll., 1979) représente 1 a 2 % du courant Na*
participant a la dépolarisation initiale (Noble, 1962).

En 1979, Coraboeuf et coll. ont montré que la phase de plateau du PA des fibres de Purkinje
de chien est contrairement a la phase 0 du PA sensible a la tétrodotoxine (TTX) (Coraboeuf
et coll., 1979). Dans leur étude, ces auteurs ont suggéré I'existence d’'une conductance Na*
de fond présentant une inactivation différente de Ino. Des enregistrements en configuration
“‘inside-out” et “whole-cell”, a partir de cellules ventriculaires de cobaye ont permis de mettre
en évidence la présence d’'un courant Na* pour des potentiels différents de ceux permettant
I'activation du courant de fenétre (Sakmann, 2000). Ce courant Na® retardé a en effet pu étre
mesuré pour des potentiels positifs, i.e pour des potentiels ou selon le modéle prédictif de
Hodgkin et Huxley Ina devrait normalement étre nul (Noble et Noble, 2006). Le courant Na*
retardé présenterait donc deux composantes: la premiére est liée au courant de fenétre I, et
la seconde nommée I,Na (p pour “persistent’) a été mise en évidence expérimentalement
pour la premiére fois au niveau des fibres de Purkinje de chien et de lapin, dont le PA est
plus sensible a la TTX que les PA des faisceaux de His ou du myocarde contractile (Gintant
et coll., 1984 ;Carmeliet, 1987). I,Na a également été détecté au niveau des cardiomyocytes

ventriculaires de rat (Patlak et Ortiz, 1985) mais aussi dans des cardiomyocytes

16



Introduction

ventriculaires humains de cceurs sains (Maltsev et coll., 1998). Mais c’est surtout en
condition physiopathologique et notamment dans les cceurs insuffisants, ou il est sur-
exprimé, qu’il a été le plus étudié (Undrovinas et coll., 2002). Le courant [,Na est modulé par
les acides gras (Undrovinas et coll., 1992). Ces effets sur la durée du PA et I'hétérogénéité
de son expression au sein du ventricule en font un acteur potentiel de la modulation de
I'excitabilité des myocytes ventriculaires (Salata et coll., 1988; Sakmann et coll., 2000).

Le courant retardé Na* joue un rbéle important dans le repolarisation. En effet, il a été montré
que ce courant participe a la durée plus longue du PA des cellules M chez le chien et
contribue ainsi a I'hétérogénéité de la repolarisation au sein de la paroi ventriculaire
(Zygmunt et coll., 2001). De méme, des altérations de ce courant peuvent étre a 'origine de

troubles graves de la repolarisation comme le syndrome de QT long (Bennett et coll., 1995).

I.A.3.b Les courants Ca?*

Deux types de courants Ca?* ont été identifiés dans le myocarde ventriculaire: le courant
Ca?* de type L (pour “long lasting”), lca., et le courant Ca?* de type T (pour “transient”), lcat.
Dans le ventricule adulte, lc.t est retrouvé uniguement au niveau des cellules de conduction
du réseau de Purkinje et n'a été observé dans le myocarde ventriculaire que dans des
modéles animaux d’hypertrophie (Nuss et Houser, 1993; Martinez et coll., 1999). Dans un
modeéle d’hypertrophie droite induite par la monocrotaline chez le rat, la ré-expression
fonctionnelle de lcor participe au remodelage du couplage excitation-contraction
(Takebayashi et coll., 2006). La présence de ce courant dans les cardiomyopathies
hypertrophiques serait liée a la ré-expression du programme foetal. lc.r jouerait en effet un
réle prépondérant au cours du développement cardiaque. Il est détecté au cours du
développement embryonnaire chez la souris, le rat et 'THomme (Bkaily et coll., 1992; Cribbs
et coll., 2001; Ferron et coll., 2002) ou il participe au niveau ventriculaire aux mécanismes de
division cellulaire (Guo et coll., 1998).

Le courant Ca? maijoritaire des myocytes ventriculaires est Ic... Son réle principal est de
permettre une entrée majeure de Ca®" durant la phase 2. Ce Ca? entrant est I'élément
initiateur du couplage excitation-contraction puisqu’il va déclencher la libération massive du
Ca?* stocké dans le réticulum sarcosplasmique (RS) par le mécanisme de “Calcium Induced
Calcium Release” (CICR) (Fabiato et Fabiato, 1978). L’augmentation de la concentration
calcique intracellulaire provoque l'activation des protéines contractiles et déclenche la
contraction. La stimulation B-adrénergique agit positivement sur ce mécanisme de CICR en
induisant une augmentation d’lc.. par phosphorylation. Cette régulation positive du courant

participe aussi au maintien du plateau.
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Les cinétiques d’activation et d’inactivation de ce courant sont relativement lentes. Il s’active
pour des potentiels membranaires peu négatifs (-40 mV) et participe au maintien du plateau
du PA. L’inactivation de ce courant est dépendante du potentiel et de la concentration en
Ca? intracellulaire. La régulation par le Ca* intracellulaire est modulée de fagon indirecte
par la fixation de la calmoduline sur I'extrémité C terminale du canal (Zuhlke et coll., 1999).
Ainsi, la sortie progressive du Ca* du RS va participer a I'inactivation du courant (Sipido et
coll., 1995) ce qui va limiter I'entrée du Ca?" au cours du plateau et précipiter la repolarisation
membranaire.

Dans les cellules ventriculaires de rat et de cobaye, un courant Ca®* atypique a été décrit. Ce
courant est bloqué par la TTX et les canaux responsables sont perméables a la fois au Ca*
et au Na’. lls présentent cependant des cinétiques et des permeéabilités différentes des
canaux Na* classiques et des canaux Ca* de type L et T (Aggarwal et coll., 1997). Certains
auteurs suggérent que ce courant serait engendré par une sous-population de canaux Na*
dont la sélectivité serait altérée (Guatimosin et coll., 2001). En effet, en absence de Na*
extracellulaire, il a été montré que lors d’'une stimulation B-adrénergique les canaux Na*
pouvaient devenir perméables au Ca* (Santana et coll., 1998). A I'heure actuelle, aucune

participation de lc,1rx au couplage excitation-contraction n’a pu étre mise en évidence.

I.A.3.c Le courant d’échange Na/Ca

Inarca résulte de I'activité d’un transporteur qui assure I'échange réversible et électrogénique
de trois ions Na* pour un ion Ca?* (Hinata et coll., 2002). Au cours de cet échange, les ions
ne sont pas transportés simultanément mais séquentiellement (Niggli et Lederer, 1991). La
source d’énergie utilisée pour générer ce courant d’échange est le gradient de concentration
sodique crée par la pompe Na*/K*. Cet échange dépend aussi du potentiel membranaire et
des concentrations en Na* et en Ca®* de part et d’'autre de la membrane plasmique
(Blaustein et Lederer, 1999). Ainsi, en tout début de phase 2, la forte concentration de Na*
va favoriser I'entrée de Ca* ce qui se traduit en terme de courant par un Inaca sortant. En
revanche, au cours du plateau I'augmentation progressive du Ca?* intracellulaire va favoriser
I'extrusion du Ca?* hors de la cellule et un important Inaca entrant est alors mesuré. Ce
courant entrant s’oppose avec lc.. a la repolarisation cellulaire et donc favorise le maintien

du plateau.
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.A.4 La phase de repolarisation tardive: PHASE 3

|.A.4.a Les courants K* retardés

Le courant K* retardé ou Ik est un facteur déterminant de la durée du PA (Noble et Tsien,
1969). Son activation trés lente par rapport aux autres courants et son absence en début de
PA contribuent a I'existence du plateau. Ce courant est la résultante de deux composantes
principales: une composante rapide Ik et une composante lente Ixs (Li et coll.,, 1996). Ces
courants ont été distingués sur la base de leurs propriétés biophysiques et
pharmacologiques (Sanguinetti et Jurkiewicz, 1990).
* |« estla composante sensible a 'agent pharmacologique E-4031. Ce courant s’active
rapidement a partir de — 50 mV et atteint une valeur maximale pour un potentiel de 0
mV. Pour des dépolarisations plus importantes, Ik diminue et la pente de la courbe
courant-potentiel devient négative. Ce phénomene de rectification entrante résulte
d’'un processus d’inactivation rapide du canal qui sera discuté plus loin dans ce
travail. Ik est sensible au K* extracellulaire et il est bloqué par un grand nombre de
molécules (Escande , 2000).
* ks S’active pour un potentiel membranaire moins négatif que celui d’ Ik (-30 mV). Son
activation est lente (de I'ordre de la seconde) et incompléte au cours du PA. En outre,
il ne s’'inactive pas, c’est un courant rectifiant sortant. Ce courant est sensible a la
stimulation B-adrénergique. La phosphorylation par la proteine Kinase A (PKA)
augmente lks ce qui va limiter I'allongement de la durée du plateau provoquée par la
stimulation B-adrénergique sur lcay (Yang et coll.,, 1997b; Washizuka et coll., 1997).
En systéme de ré-expression hétérologue, ce courant est sensible au chromanol
293B (Loussouarn et coll., 1997). Chez 'Homme et le cobaye, ce composé bloque le
courant natif Ixs et induit un allongement de la durée du PA (Bosch et coll., 1998).
Chez les rongeurs, Ik et Iks ne sont pas les courants majeurs de la repolarisation
ventriculaire. En effet, chez le rat ou la souris, une autre composante s’activant rapidement
mais s’inactivant trés lentement est décrite. Chez la souris adulte, par exemple, cette
composante est formée de trois courants distingués sur la base de leurs cinétiques et de leur
pharmacologie: lksiowt, lksowz €t lss (Zhou et coll., 1998a; London et coll., 1998). La premiére
composante ou Iksow1 €St sensible a la 4-AP et présente des propriétés biophysiques
similaires a celles du courant lx.. Le courant I, (pour “ultrarapid”) est un courant s’activant
rapidement et s’inactivant lentement (Snyders et coll., 1993). Il est sensible a la 4-AP et est
présent uniquement a 'étage auriculaire chez ’'Homme et le chien (Li et coll., 1996). Les

similarités cinétiques et pharmacologiques entre le courant Ik st Ventriculaire de souris et le
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courant Ik, auriculaire sont en faveur d’'une base moléculaire commune pour ces deux
courants.

lksowz S'inactive plus lentement qu’lksowt €t est sensible au tétraéthylammonium (TEA). Le
courant |ss (“steady-state”) qui s’active trés lentement et ne s’inactive pas est un petit courant

K* dont la nature exacte n’est pas encore connue.

I.A.4.b Les courants K* rectifiants entrants

Il existe dans le coeur trois principaux courants K rectifiants entrants: Ik1, lxate €t Ik ach.

La rectification entrante consiste en un courant plus important dans le sens entrant que dans
le sens sortant pour une méme variation de potentiel de membrane. Contrairement aux
autres courants K* décrits précédemment, I'activation de ces courants n’est pas dépendante

du potentiel.

* Ik participe a la phase 3 de la repolarisation mais c’est aussi le courant essentiel au
maintien du potentiel de repos des cellules ventriculaires. |l stabilise le potentiel de
repos a une valeur proche du potentiel d’équilibre du K* Ex. Si une Iégére tendance a
la dépolarisation ou a I'hyperpolarisation se manifeste, la forte perméabilité au K* due
a ks raméne le potentiel membranaire vers Ex. Sa rectification entrante apparait pour
des potentiels positifs mais n’'est pas liée a un processus d’inactivation. Elle
correspond a une inhibition du courant par le Mg# (Vanderberg, 1987) et les
polyamines (Lopatin et coll., 1994) intracellulaires. Cette diminution du courant
favorise les effets dépolarisants de In. et donc la genése d’'un nouveau PA. Sa
conductance unitaire varie entre 25 et 55 pS selon les espéces (Satoh, 1998;
Veldkamp et coll., 1999; Nagashima et coll., 1996). Il est sensible au Ba*
extracellulaire et au Cs” intracellulaire.

* Ikare est régulé par I'ATP intracellulaire. Aux concentrations physiologiques, I'ATP
inhibe le courant. En condition hypoxique ou d’inhibition métabolique, I'inhibition d’
lkare est levée et l'augmentation de la conductance K* générée induit un
raccourcissement de la durée du PA. Ce mécanisme est observé dans le coeur
ischémique (Knopp et coll., 1999) et permet de limiter les contractions cardiaques et
donc la consommation d’ATP associée (Noma, 1983). Ikare réduit ainsi les Iésions
ischémiques en retardant la mort cellulaire (Lazdunski et coll., 1994). Sa densité dans
le coeur est relativement élevée (Fujita et coll., 2000) et il est bloqué par le

glibenclamide. Sa conductance unitaire est de I'ordre de 70 pS (Wu et coll., 2000).
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* Ikacha principalement été décrit dans le myocarde auriculaire et dans le nceud sinusal.
Ce courant est néanmoins présent dans le ventricule mais a plus faible densité. Il est
activé par la libération d’acétylcholine au niveau des terminaisons nerveuses du
systéeme parasympathique. La stimulation des récepteurs muscariniques M2
provoque l'activation du courant par I'intermédiaire d’'une interaction directe avec les
sous-unités By des protéines G (Wickman et coll., 1994). Sa conductance unitaire est

d’environ 45 pS.

.A.5 Le potentiel diastolique: PHASE 4

Le niveau basal du potentiel membranaire d’une cellule cardiaque est appelé potentiel de
repos ou potentiel diastolique. Il résulte d’'une différence de potentiel entre l'intérieur de la
cellule, chargé négativement et I'extérieur, chargé positivement. Ce potentiel est le reflet de
la différence des concentrations ioniques de part et d’autre de la membrane et de la
perméabilité sélective de la membrane aux différentes espéces ioniques en présence.

La perméabilité potassique des myocytes ventriculaires contractiles est au repos 50 fois plus
élevée que la perméabilité aux autres ions. Elle est assurée par le courant Ixs mais dépend
aussi d’'un autre mécanisme actif: la pompe Na*/K*. Cette pompe est une ATPase qui
transporte contre leur gradient trois ions Na* vers I'extérieur et fait rentrer deux ions K*. C’est
un transport électrogénique qui fonctionne toujours dans le méme sens quelque soit le
potentiel. La résultante de l'activit¢ de la pompe Na*/K* est un petit courant sortant qui
participe a [I'hyperpolarisation membranaire et qui est totalement inhibé par Ila
strophanthidine (Gadsby et Nakao, 1989). Toute modification du rapport des concentrations
en K" intracellulaire et extracellulaire, par exemple lors d’une ischémie, est susceptible de
modifier le potentiel de repos (Whalley et coll., 1995).

Le potentiel diastolique des cellules automatiques du réseau de Purkinje et des faisceaux de
His est caractérisé par une dépolarisation lente du potentiel membranaire. Ce phénoméne
actif est lié a l'activation de trois conductances différentes:

* un courant de fond net entrant ou courant dit de “background” |,y qui présente
deux composantes lpna et lhca. lona N’ESt pas sensible a la TTX et est indépendant
du potentiel (Spindler et coll., 1998). Il participe a 'homeostasie du Na* et a la
contraction cellulaire (Eisner, 1990). A ce jour, aucune origine moléculaire n’a pu
étre mise en évidence pour ce courant. Certains auteurs ont cependant suggéré
qu’il résulterait de I'activité de la pompe Na*/K* et de I'échangeur Na*/Ca* (Artigas
et Gadsby, 2004; Hilgemann, 2004). lyca est en partie porté par lc.., le courant

d’échange Na'/Ca* et la pompe Ca*-ATPase mais également par un autre
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courant Ca*" activé par I'hyperpolarisation (Kupittayanant et coll., 2006). L’origine
moléculaire de cette troisitme composante est inconnue. Certains auteurs ont
montré I'existence d’un courant Ca?* de type B (B pour “Background”) activé par
la chlorpromazine (Coulombe et coll., 1989; Lefevre et coll.,, 1995) et qui
résulterait de I'activité de la pompe Ca?* ATPase (Antoine et coll., 2001; Pinet et
coll., 2002). D’autres ont suggéré que ce courant pourrait dépendre également du
courant Ca?" activé par I'étirement membranaire (Park et coll., 2002) et/ou du
courant cationique non spécifique (Colquhoun et coll., 1981; Ehara et coll., 1988;
Zygmunt et coll., 1998). Ce courant de fond existe aussi dans les cardiomyocytes
contractiles mais est masqué par Ixi. En effet, chez 'Homme et le lapin, la densité
d’lks est réduite dans les cellules de Purkinje par rapport au myocarde contractile
(Han et coll., 2002; Cordeiro et coll., 1998).

le courant de “pacemaker” I qui est activé lors d’'une hyperpolarisation (Brown et
coll., 1979; 1986). Il est porté par les ions Na® et K" mais conduit
préférentiellement les ions K*. Il est bloqué par le Cs* et sa conductance unitaire
est estimé a 0.98 pS en présence de 70 mM K*. L’activation de ce courant est
fortement modulée par 'AMP. intracellulaire (DiFrancesco et Tortora, 1991) et
dépend aussi de la phosphorylation par la PKA (Chang et coll., 1991).

le courant Ca?* de type T, lca1, Qui N'est pas présent dans les cardiomyocytes
contractiles (cf. § I.A.3.b) (Tseng et Boyden, 1989), joue un réle trés important
dans la régulation de la pente diastolique des cellules automatiques. En effet,
l'inhibition de ce courant est a I'origine d’'un ralentissement important de la pente

de dépolarisation diastolique (Zhou et Lipsius, 1994).

I.A.6 La période réfractaire

Au cours de la repolarisation, et ce, dés la fin de la phase 0 du PA, le tissu cardiaque n’est

pas ou peu excitable. Cette période dite période réfractaire est capitale au bon

fonctionnement du cceur car elle permet la relaxation compléte du muscle cardiaque avant

toute nouvelle activation. Deux types de périodes réfractaires sont classiquement distingués
(Tomasseli et Roden, 2005):

la période réfractaire absolue commence juste apres la phase 0 et se prolonge au
cours de la phase de plateau du PA. Au cours de cette période, les cardiomyocytes
sont totalement réfractaires a une nouvelle stimulation et aucune dépolarisation

membranaire ne se produit.
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* la période réfractaire relative est liée a la phase 3 du PA. Les cardiomyocytes
peuvent répondre a un stimulus puissant et un nouveau PA peut étre déclenché alors
que la phase de repolarisation du PA précédent n’est pas achevée.

L’existence de la période réfractaire est liée a I'inactivation du courant Na* qui est compléte
au cours de la phase de plateau et partielle au cours de la phase 3. Durant la phase
terminale de la repolarisation, I'activation des conductances K* permet un retour du potentiel
membranaire vers des potentiels plus négatifs ce qui favorise la levée d’inactivation de Ina.
Cette ré-activation de Iy, pourrait déclencher une nouvelle dépolarisation, or, 'augmentation
d’lks va éloigner le potentiel de membrane du seuil de déclenchement du PA. Ce mécanisme
permet de protéger le coeur contre le déclenchement de battements supplémentaires liés a
des réactivations précoces du myocarde comme dans le cas des troubles du rythme
ventriculaires. Dans certaines conditions et dans certaines régions cardiaques, ce
mécanisme protecteur peut étre défaillant. Ainsi, les cellules des fibres de Purkinje
présentent une excitabilité dite supranormale (Spear et Moore, 1974). Dans ces cellules,
I'existence d’une courte période au cours de laquelle le potentiel membranaire est plus
proche du seuil d’activation de In. que du potentiel de repos permet une ré-activation précoce
de Ina. Cette caractéristique des fibres de Purkinje participe a I'hétérogénéité de la
repolarisation au sein du myocarde et constitue une source importante d’arythmies par

réentrées.

I.A.7 Origines de I’ hétérogénéité de la repolarisation ventriculaire

L’hétérogénéité de la repolarisation ventriculaire se manifeste a différents niveaux. Elle peut
dépendre du type cellulaire. Les ventricules sont en effet constitués de deux types de
cellules impliquées dans la fonction contractile: les cellules cardionectrices des fibres de
Purkinje et des faisceaux de His et les cardiomyocytes contractiles. Les fibres de Purkinje
sont responsables de la propagation rapide de linflux électrique du noeud auriculo-
ventriculaire vers les ventricules. Ce sont des cellules spécialisées qui présentent un PA aux
caractéristiques différentes des cellules contractiles.

L’hétérogénéité de la repolarisation se manifeste aussi dans la différence de morphologie

des PA au travers de la paroi du myocarde et/ou de I'axe apico-basal.

I.A.7.a Hétérogénéité cellulaire: fibres de Purkinje et myocarde contractile

Le PA des fibres de Purkinje présente de nombreuses caractéristiques qui le distinguent du
PA des cardiomyocytes contractiles (dont les mécanismes ioniques ont été décrits dans les

paragraphes précédents). Le potentiel membranaire des fibres de Purkinje (environ —90 mV)
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est plus négatif que le potentiel membranaire des ventricules. De plus, il se caractérise par
une pente de dépolarisation diastolique (cf. § .A.5) qui est a la base de I'activité automatique
de ces cellules (Hauswirth, 1968; Anumonwo et coll., 2001). La phase de plateau du PA des
fibres de Purkinje se produit pour des potentiels négatifs alors que celle des ventricules est
relativement positive (Han et coll., 2002). Chez le lapin, il a été montré que les cellules de
Purkinje présente une phase 1 de repolarisation plus proéminente que celle des
cardiomyocytes contractiles. Cette différence serait liée a un courant I, plus important dans
les cellules de Purkinje par rapport aux autres cellules ventriculaires (Cordeiro et coll., 1998).
Dans cette méme étude, la phase de plateau du PA des cellules de Purkinje est observée
pour des potentiels plus négatifs que pour les cardiomyocytes ventriculaires. Cette
observation est en corrélation avec les amplitudes des courants K* rectifiants retardés et de
Ik1 plus faibles dans les cellules de Purkinje par rapport aux myocytes contractiles. Une autre
différence entre les deux types cellulaires est que pour des fréquences cardiaques faibles, la
durée du PA des fibres de Purkinje augmente plus que celle des ventricules (Moore et coll.,
1965). Cette propriété peut favoriser les réactivations précoces de Iy, (cf. § 1.A.6) et expliquer
la contribution majeure des cellules de Purkinje dans la genése des post-dépolarisations

précoces et des troubles du rythme associés (Nattel et Quantz, 1988).

[.A.7.b Hétérogénéité transmurale et apico-basale

La paroi ventriculaire se subdivise en trois couches cellulaires: les cellules sous-
épicardiques, les cellules midmyocardiques et les cellules sous-endocardiques. Ces trois
couches se distinguent a I'allure de leur PA. Ainsi, le PA des cellules sous-épicardiques se
caractérise par un aspect en encoche ou “spike and dome” marqué par rapport aux cellules
des couches midmyocardiques et sous-endocardiques. Cette morphologie particuliere du PA
diminue progressivement de I'épicarde vers I'endocarde et n’est pas observée au niveau des
cellules sous-endocardiques (figure 2). Cette différence entre les différentes couches du
myocarde ventriculaire est due principalement a la densité du courant K* |, (Antzelevitch et
coll., 1991; Wettwer et coll.,, 1994). Ce courant est en effet moins important au niveau du
midmyocarde et quasiment absent dans les cellules sous-endocardiques. Au niveau de
'endocarde, I'encoche du PA a complétement disparu et la phase 2 du PA sous-
endocardique présente une pente négative. Il existe donc un gradient transmural de
repolarisation au sein du myocarde ventriculaire.

Les cellules du midmyocarde ou cellules M, jouent un réle crucial dans I'hétérogénéité de la
repolarisation. Dans ces cellules, la durée plus longue de la repolarisation est due a une
faible densité du courant Ik et a la présence relativement importante du courant d’échange

Na*/Ca?* et de Inajate par rapport aux cellules sous-endocardiques et sous-épicardiques (Liu
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et coll.,, 1993). Ces conditions expliquent la grande sensibilit¢ de la repolarisation des
cellules M aux agents pharmacologiques comme la quinidine. En effet, de faibles
concentrations de quinidine vont préférentiellement allonger le PA des cellules M en
bloquant principalement le courant Ik (courant K* majoritaire des cellules M). A de plus fortes
concentrations, la dispersion de la repolarisation entre les différentes couches est atténuée
car la quinidine bloque également les courants Ik et Ina (Antzelevitch et coll.,, 1999). La
différence transmurale de la densité de Ik est, chez 'Homme, liée a une expression
différentielle des différentes isoformes du canal KvLQT1. En effet, dans le myocarde humain,
lisoforme 2, dominante-négative, de KvLQT1 représente dans le mid-myocarde, prés de 32
% des ARNm totaux (isoforme1+isoforme2) codant pour le canal alors qu’elle ne représente
que 25 % des ARN codant pour KvLQT1 dans les couches sous-épicardiques et sous-
endocardiques. Lorsque le ratio isoforme1/isoforme2 correspondant au midmyocarde est
reproduit dans un systéme de ré-expression hétérologue, il en résulte une réduction de 75 %
du courant Iks par rapport au courant obtenu avec les ratios correspondant aux tissus
épicardiques et endocardiques (Péréon et coll., 2000). Ces résultats suggérent qu’une
expression différentielle de I'isoforme 2 de KvLQT1 est a I'origine des différentes densités du
courant Iks a travers la paroi du coeur.

Une hétérogénéité électrique a également été observée le long de I'axe apico-basal. Ainsi,
chez le chien, les cardiomyocytes de la base du cceur présentent un PA relativement plus
long que les cardiomyocytes de la partie basale du ventricule gauche (Szentadrassy et coll.,
2005). Chez le lapin, le phénoméne inverse est observé. La durée plus courte du PA est liée
a un courant lks important par rapport aux cellules de I'apex ou seul Ik est observé (Cheng et
coll., 1999).

épi e
.....................> ;m::
endo - -

Figure 2: Hétérogénéité transmurale de la repolarisation ventriculaire
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|.B BASES MOLECULAIRES DES COURANTS IONIQUES

Les courants ioniques décrits précédemment sont la résultante de mouvements de charges
(sous forme d’ions) de part et d’autre de la membrane plasmique. Plusieurs types de
structures sont responsables de la perméabilité ionique des myocytes: les pompes, les
échangeurs et les canaux ioniques. Les canaux ioniques constituent des éléments essentiels
de la signalisation électrique. Ce sont des protéines enchassées dans la bicouche lipidique
qui assurent de fagon sélective la diffusion d’ions en fonction du gradient électrochimique
transmembranaire

Il existe une grande diversité structurale et mécanistique au sein des canaux ioniques,
chacun ayant des propriétés biophysiques et des sensibilités aux agents pharmacologiques
spécifiques. Il est d’'usage de les classifier selon la nature des ions qu’ils conduisent, puis de

les différencier, au sein des superfamilles ainsi définies, selon leur structure (figure 3).

Super-famille

. - +
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Sous-famille

Figure 3: Relation évolutive supposée entre les différentes familles de canaux
La superfamille des canaux a boucle P se subdivise en cinq sous familles: les canaux Na*
(Nav), K* (Kv) et Ca?* (Cav) sensibles a la différence de potentiel transmembranaire, les
canaux K*a deux boucles P, et les canaux K* a rectification entrante (Kir “inward rectifier”).

Leur structure générale est relativement conservée d’'un type a l'autre. Elle dérive d’une
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structure commune formée de deux hélices a transmembranaires reliées par une boucle
extracellulaire formant le pore du canal. Les deux hélices a riches en acides aminés
hydrophobes assurent I'ancrage de la protéine au sein de la bicouche lipidique. Ce motif
élémentaire associé en tétramére correspond a la structure des canaux Kir. Les canaux K*
dépendant du potentiel ou Kv présentent aussi ce type d’organisation mais l'unité pore a
résulte de I'association en tétramére de quatre sous-unités indépendantes a 6 segments
transmembranaires (notés de S1 a S6) chacune pouvant étre identique ou différente.
Contrairement aux canaux K, la sous-unité a des canaux Na® et Ca®" correspond au
repliement d’'une seule et méme protéine qui est constituée de quatre domaines (DI a DIV)
de 6 segments transmembranaires chacun. Ces segments, ou hélices a, sont reliés entre
eux a la face interne de la membrane par une boucle entierement cytoplasmique. Les sous
unités a des canaux dépendant du potentiel sont associées a des sous-unités auxiliaires
(figure 4). Ces sous unités modulent I'activité du canal en agissant soit sur I'expression du

canal a la membrane, soit en modulant les propriétés cinétiques du courant.

Figure 4: Assemblage moléculaire des sous-unités a des canaux Ca?, Na* , K* dépendant du potentiel (Kv) et K* a
rectification entrante (Kir) et leur insertion au sein de la bicouche lipidique: Haut: la sous-unité a des canaux Cav (et Nav)
correspond au repliement d’'une unique protéine a quatre domaines (I a IV) tandis que la sous unité des Kv et Kir dépend de
I'association en tétramére de sous unités différentes. Bas: représentation schématique de l'insertion des canaux au sein de la

bicouche lipidique et de leurs interactions avec des sous unités auxiliaires. D’aprés Nerbonne et Kaas (2005).

La sous-unité a des canaux K* a deux pores est constituée de quatre segments

transmembranaires. Chaque sous-unité comporte une courte extrémité N-terminale
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intracellulaire, une large boucle externe entre le premier segment transmembranaire M1 et le
premier pore P1, et, une longue partie C-terminale intracellulaire. Les sous-unités a
s’associent en dimére via la boucle externe M1/P1 pour former un canal fonctionnel (Lesage
et Lazdunski., 2000).

1.B.1 Le pore: une structure fondamentale de la perméabilité ionique

L’électrophysiologie, complétée par une approche pharmacologique, ainsi que la génétique
moléculaire ont permis d’entrevoir les bases structurales sur lesquelles repose la fonction
pore sélective des cations mono- et divalents, principalement dans les cellules des
eucaryotes. Elle repose sur les segments S5 (M1) et S6 (M2) et sur la boucle P qui les relie.
En 1998, I'équipe de MacKinnon a cristallisé le canal K* KcsA de la bactérie Streptomyces
Lividans (Doyle et coll., 1998). Cette étude cristallographique a permis de mettre a jour pour
la premiére fois la structure d’'un canal a boucle P. Son pore est délimité par 'orientation des
hélices a des deux segments transmembranaires M1 et M2 et il est compartimenté en un
vestibule externe, un vestibule interne et une cavité centrale aqueuse. Tous ces
compartiments sont constitués principalement de résidus hydrophobes. Le pore du canal
KcsA est ainsi constitué de la face interne a la face externe (figure 5):

e d'un vestibule rempli d’'un milieu aqueux, large conduit rigide de 1.8 nm de long,
bordé par les acides aminés hydrophobes des segments M2 et délimité dans sa
partie la plus cytosolique par un anneau d’acides aminés porteurs de charges
négatives;

o d’une cavité sphérique remplie d’'un milieu aqueux, centrée dans la membrane, de 1
nm de diameétre, bordée d’acides aminés hydrophobes et cernée par les quatre
dipbles hélicoidaux qui pointent leur pdle électronégatif vers le centre ce qui permet
de diminuer la barriere énérgétique trés forte que représente le centre de la
membrane plasmique

* d’un conduit étroit, dépourvu quasi totalement d’eau, qui porte la séquence signature
GYG des canaux K'. Des expériences de mutagenése dirigée d’acides aminés du
pore, réalisées sur le canal potassium Shaker, ont montré que cette séquence GYG
est hautement conservée et confére au canal sa sélectivité ionique (Heginbotham et
coll., 1992; 1994). Ce conduit forme le pore bordé d’atomes d’oxygéne qui permettent
une déshydratation des ions K*.

 d'un vestibule externe dans lequel débouche le conduit étroit, constitué d’une
“tourelle” formée par les extrémités externes des segments M1 et M2, et rempli d’'un

milieu aqueux.
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La cristallisation en 2005 du canal neuronal Kv1.2 a montré que la structure ancestrale du
pore de KcsA est fortement conservée des procaryotes aux eucaryotes (Long et coll,
2005a). Ce canal shaker comme tous les canaux Kv est constitué par 'assemblage de 4
sous-unités a identiques. Chaque sous-unité comprend 6 segments transmembranaires
divisés en 2 modules fonctionnels distincts. Le premier module S1-S4 détecte les variations
de potentiel membranaire et le second S5-S6 forme le pore. Comme dans le canal KcsA, il
posséde un filtre de sélectivité au K* défini par la séquence Thr-Val-Gly-Tyr-Gly. Au sein de
chaque sous-unité, les chaines latérales des résidus thréonine et les atomes d’oxygene des
groupes carbonyl des quatre autres résidus du filtre de sélectivité se font face. Les atomes
d’oxygene délimitent une zone de faible hydratation qui permet le transport en file indienne
des ions K* (Doyle et coll., 1998). Du cbté intracellulaire, les extrémités C-terminales des
segments S6 interagissent pour délimiter le diamétre du pore. A I'état ferme, les 4 hélices
s’entrecroisent de sorte a rendre impossible le passage des ions K*. Sous l'effet d’'une
dépolarisation, les hélices s’écartent et ouvrent ainsi le passage (Doyle et coll., 1998). Dans
le canal Kv1.2, d’autres séquences, non retrouvées dans le canal KcsA, ont été mises en
évidence. Par exemple, la séquence Pro-X-Pro de la face interne du segment S6 est trés
conservée dans la famille des canaux Shaker des mammiféres mais absente dans le canal
procaryote. Cette séquence a été identifiée par I'équipe de MacKinnon comme un des
éléments du pore qui participe au mécanisme de couplage entre le pore et le “voltage-

sensor’(Long et coll., 2005b).

Couronne d'atomes d'oxygéne
qui entraine la deshydratation
des ions K*

Réhydratation des ions
dans le vestibule externe

S

Vestibule externe

Vestibule interne

Cavité centrale remplie
d'eau qui diminue la
barriére hydrophobe
membranaire créant un
chemin de faible résistance

L'ion K* se fixe sur ses sites de liaison
intra-pore et est propulsé par la répulsion
créée par un autre ion se présentant a I'entrée
du pore (108 ions/sec)

Figure 5: Représentation schématique du déplacement des ions K* au sein du pore. Les hélices a et les boucles P
délimitent une cavité centrale aqueuse. Les ions se déplacent en “file indienne” et sont stabilisés au sein de la cavité par
des interactions électrostatiques établies par les extrémités C-terminales des hélices a. D’aprés Doyle et coll. (1998).
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Cette modélisation de l'organisation structurale du pore vient appuyer I'hypothése de
Hodgkin et Keynes sur le mécanisme de perméation des ions K* (Hodgkin et Keynes, 1955).
Leur hypothése initiale consistait a décrire le déplacement des ions K* comme un
déplacement en file indienne, a raison de deux ou trois ions par pore. Cette vision est
aujourd’hui confirmée au vu des calculs théoriques et de la structure cristallographique du
canal KcsA et du canal Kv1.2.

Les canaux Na*' et Ca* possédent également des résidus spécifiques du pore qui leur
conférent leur sélectivité ionique.

Dans le cas des canaux Ca* dépendant du potentiel, la sélectivité au Ca** est associée a
quatre résidus glutamate (motif EEEE), un dans chacune des régions P des domaines | a IV
de la sous-unité a (Yang et coll., 1993). Les canaux Na* posseédent également un filtre de
sélectivité, la séquence DEKA (asp-glu-lys-ala). La lysine du domaine Il du canal semble
étre un résidu critique, conférant au canal son imperméabilité au Ca* et sa perméabilité

sélective au Na* (Favre et coll., 1996).

1.B.2 Le “voltage-sensor”: base moléculaire de la sensibilité aux variations de potentiel.

I.B.2.a Le segment S4

Dés 1952, Hodgkin et Huxley se sont intéressés au concept de dépendance au potentiel.
Dans leur premiers travaux, ces auteurs évoquent I'existence de particules chargées dans la
membrane et dont le déplacement se produit avant tout courant ionique avéré. Ces
mouvements de charge créent un courant particulier qu’ils appellent courant de porte
(“gating current”). Il s’agit d’'une composante du courant capacitif global qui est transitoire
sortante a I'application d’une dépolarisation et transitoire entrante lors du retour au potentiel
initial. L’'amplitude de ce courant est d’environ 1 fA soit un courant 1000 fois plus petit qu’un
courant ionique et 100 fois plus petit que le niveau de bruit de la plupart des systémes de
patch-clamp. L’étude du courant de porte consiste donc en une analyse de bruit (Sigg et
coll., 1994). Des mesures du courant de porte ont estimé qu'un déplacement
intramembranaire de 12 charges élémentaires (eo) par canal est nécessaire a I'activation des
canaux K" dépendant du potentiel (Sigg et Bezanilla, 1997). Cependant, aucune relation
linéaire n’a pu étre établie entre le nombre de charges élémentaires et I'amplitude du courant

de porte.
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En 1984, Noda et coll ont analysé la séquence du segment S4 d’'un canal Na* dépendant du
potentiel. La présence importante de résidus chargés positivement a conduit les auteurs a
proposer le segment S4 comme candidat potentiel aux mécanismes de détection des
variations de potentiel membranaire (Noda et coll., 1984). Par la suite, I'étude des effets de
mutations neutralisant les charges positives du segment S4 de nombreux canaux dépendant
du potentiel ont montré la contribution de ce segment a la détection des variations de
potentiel (Aggarwall et MacKinnon, 1996; Seoh et coll., 1996). Plus récemment,
limmobilisation du segment S4 et les réductions consécutives du courant de porte et de
I'activation ont définitivement attribué le réle de “voltage sensor” a ce segment (Horn et coll.,
2000; Ding et Horn., 2001).

[.B.2.b Mouvements du segment S4 et couplage

De nombreuses descriptions du déplacement du segment S4 sont trouvées dans la
littérature. La plus communément admise est celle d’'un mouvement de translation
perpendiculaire a la bicouche lipidique qui conduirait le segment a sortir en partie du coté
extracellulaire (Cha et coll.,, 1999; Horn et coll., 2000). D’autres auteurs ont décrit ce
déplacement comme un mouvement de translation-rotation autour de I'axe de I'hélice a
(Figure. 6) (Starace et coll., 1997). Ce mouvement de translation-rotation a été étudié dans
de nombreux canaux dépendant du potentiel soit par fluorescence de la rhodamine soit par
la cinétique d’association de dérivés MTS avec des résidus cystéines implantés a la place
d’acides aminés naturels du segment S4 (Bezannila, 2002). Les variations de la cinétique
d’association au cours de dépolarisations membranaires croissantes montrent que certains
acides aminés du segment S4 disparaissent progressivement de la face interne de la
membrane, tandis que d’autres apparaissent simultanément a la face externe. Ce
mouvement de charges semble correspondre a une torsion-translation du segment S4 en
trois étapes de 60° chacune. En 2003, Jiang et coll. ont décrit un nouveau modéle de
déplacement du “voltage sensor”: “the voltage sensor paddle” (Figure 6). A partir de cristaux
du canal KvAP, un canal K* dépendant du potentiel isolé de la bactérie Aeropyrum pernix,
I'équipe de MacKinnon a proposé une nouvelle structure dans laquelle le segment S4 et une
partie du segment S3 (hélice S3b) constituent une entité externe au canal. Cette structure
nommeée rame se déplace au sein de la bicouche lipidique sous I'effet d’'un champ électrique
du cété intracellulaire vers le cbté extracellulaire de la membrane, ce déplacement étant
directement couplé aux mécanismes d’ouverture du canal. Ce dernier modéle reste
cependant trés controversé et certains auteurs estiment qu’il ne refléterait pas totalement le

déplacement du “voltage sensor” du canal shaker (Gonzalez et coll., 2005).
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Figure 6: Hypothéses de déplacement du segment S4 au sein de la bicouche lipidique. (A) Sous-unité a d’un canal
K* dépendant du potentiel. Le segment S3 est divisé en deux hélices S3a et S3b. Le segment S4 est en rouge. (B)
Modele conventionnel du déplacement du segment S4. Deux des quatre sous unités sont représentées. Sous I'effet d’'une
dépolarisation, les segments S4 se déplacent au sein de la protéine du coté intracellulaire de la membrane vers le coté
extracellulaire suivant un mouvement de translation-rotation. (C) Dans le nouveau modele du “voltage sensor paddle”,
les hélices S3b et S4 constituent une structure externe au reste de la protéine. Le déplacement induit un changement de
conformation directement couplé au mécanisme d’ouverture de la porte d’activation. D’aprés Horn R (2005).

Si le couplage entre les mouvements du “voltage-sensor” et l'ouverture de la porte
d’'activation est aujourd’hui largement admis (Sigworth, 1994; Sigg et Bezanilla, 1997), les
bases moléculaires de ce couplage, et notamment, les interactions possibles entre
différentes régions du canal restent a mettre en évidence. Jusqu’a présent, trois mécanismes
ont été proposés. Ces mécanismes sont illustrés dans la figure 7: le déplacement du
segment S4 peut induire un déplacement de la boucle extracellulaire S3S4 qui interagirait
ainsi avec la partie supérieure du pore (a). Il pourrait aussi induire un déplacement de la
boucle intracellulaire S4S5. Cette boucle viendrait ainsi se lier a I'extrémité C-terminale des
segments S6 qui délimitent la porte d’activation (b). Un troisi€me mécanisme consisterait en

une interaction directe du segment S4 avec les hélices a S6 (c).
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Figure 7: Interactions moléculaires possibles couplant les mouvements du “voltage sensor” a I'ouverture
de la porte d’activation. Par souci de clarté, seules deux sous unités du tétrameére sont représentées. Le segment
S4 en rose est situé a proximité du pore délimité par les segments S5-S6. La porte d’activation se situe au niveau
des extrémités C-terminales des segments S6. Le mécanisme de couplage peut étre médié par trois interactions
différentes: (a) la boucle S3S4 se déplace pour interagir avec la partie supérieure du pore (b) la boucle S4S5 se lie
a l'extrémité C-terminale du segment S6 (c) le segment S4 pourrait interagir directement avec les régions
transmembranaires du pore. D’aprés Horn (2002).

Lors d’'une dépolarisation, il a été observé que les mouvements du segment S4 du canal
shaker induisent un déplacement de la boucle S3S4 (Bezanilla, 2000). Cependant, la
délétion totale de cette boucle affecte fortement la fonction du canal sans I'abolir (Gonzalez
et coll., 2001). Toutefois, le role de la boucle S3S4 dans le mécanisme de couplage n’est
pas a négliger. En effet, la taille et la fonction de cette boucle varient fortement d’'un canal a
l'autre. Ainsi, dans le canal eag (ether-a-go-go) la mutation d’'un seul résidu (A345E) de la
boucle S3S4 rend I'ouverture de la porte d’activation totalement indépendante aux variations
de potentiel membranaire (Tang et Papazian, 1997).

Des mutations ponctuelles dans la boucle S4S5 induisent des changements drastiques des
mouvements de porte du canal qui peuvent conduire comme dans le cas du canal shaker a
une abolition de la fonction (McCormack et coll., 1991). Ce deuxiéme mécanisme a été
suggéreé suite aux travaux de nombreuses équipes (Lu et coll.,, 2001b; Ding et Horn, 2002;
Tristani-Firouzi et coll., 2002). Ces auteurs ont émis I'hypothése d’une interaction entre la
boucle S4S5 et I'extrémité C-terminale du segment S6. Cette interaction permettrait ainsi un
rapprochement moléculaire entre le voltage sensor et le pore. Cette hypothése a été
confirmée par les derniers travaux de I'équipe de McKinnon sur le canal Kv1.2 (Long et coll.,
2005b). Dans cette étude, les auteurs décrivent une liaison de type ligand-récepteur entre le
S4S5 et les quatre extrémités C-terminales S6. Cette interaction étant facilitée selon eux par
I'existence du motif pro-X-pro évoqué précédemment. Ce motif induirait une courbure dans
I'hélice a et favoriserait ainsi son interaction avec la boucle S4S5. Expérimentalement, il a

été montré que des mutations ponctuelles soit dans I'extrémité C-terminale du S6 soit dans
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la boucle S4S5 du canal hERG entrainent une déstabilisation de I'état fermé du canal (Ferrer
et coll., 2006). Cependant, bien que ces études démontrent la participation de ces deux
éléments au couplage, elles ne mettent pas en évidence leur interaction moléculaire directe.

Le dernier mécanisme proposé a été mis en évidence par des études de mutageneése dirigée
contre des résidus du segment S6 du canal shaker. L'implantation de résidus tryptophane en
lieux et places de certains acides aminés du pore induit une perte de la sensibilité au
potentiel, ce qui suggére I'existence de zones d’interaction protéines-protéines entre le pore

et le “voltage sensor” (Li-Smerin et coll., 2000).

1.B.3 Sous-unités a et 3 des canaux de la repolarisation

|1.B.3.a Canaux Na*

Sous-unité a des canaux Na*

La sous-unité a des canaux Na® dépendant du potentiel comporte quatre domaines
homologues notés de | a IV, chacun de ces domaines étant constitué de six segments
transmembranaires (S1 a S6). La forme cardiaque majoritaire est codée par le géne SCN5A.
Cependant, plusieurs études ont démontré I'existence d’autres ARN messagers qui codent
pour des sous-unités a neuronales et squelettiques. Dans le myocarde de souris adulte, par
exemple, la présence de ces autres sous-unités protéiques a été confirmée par des
expériences d’'immuno-histochimie. Ainsi, les sous-unités Nav1.1 (géne SCN17A), Nav 1.3
(géne SCN3A) et Nav1.6 (géne SCN8A) sont localisées au niveau des tubules transverses
alors que la sous-unité Nav1.5 est localisée au niveau des disques intercalaires des
cardiomyocytes (Cohen, 1996; Maier et coll., 2004). En outre, dans ces mémes cellules, un
pré-traitement a la TTX déplace la courbe d’activation de la composante neuronale sans
affecter le courant In. cardiaque (Maier et coll., 2003). La localisation et la sensibilité
pharmacologique différentes de ces sous-unités pourraient étre a lorigine de leur
contribution différente au PA. Ainsi, contrairement a Nav1.5 qui joue un role majeur dans la
conduction (Kucera et coll., 2002), les autres sous-unités participeraient au couplage
excitation-contraction en conduisant 'onde de dépolarisation nécessaire a I'activation des
canaux Ca? de type L vers le centre du myocyte (Maier et coll., 2002). Ce courant Na*
sensible a la TTX est généralement considéré comme négligeable. Cependant, I'application
de cette toxine sur des cardiomyocytes de fibres de Purkinje de chien raccourcit la durée du

PA (Coraboeuf et coll.,, 1979). Ces résultats suggérent que les canaux Nav1.1, 1.3 et 1.6
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pourraient étre impliqués dans la genése du courant de fenétre sodique décrit
précédemment.

Des études de relation structure-fonction ont montré que I'inactivation de ces canaux est une
inactivation dite de type N. Elle correspond a I'obstruction du pore par un mécanisme de “ball
and chain” qui dépend de linteraction spécifique entre des séquences du segment S6 et de
la boucle S4S5 du domaine IV (McPhee et coll., 1995; 1998). Ce processus est dépendant
du potentiel et intervient dans une gamme de potentiels dépolarisés. Ainsi, au cours du

plateau du PA seul subsiste le courant de fenétre (voir IA).
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Figure 8: Structure des sous-unité a et f d’un canal Na*. Les hélices a sont symbolisées par des cylindres.P: sites de
phosphorylation par la PKA (cercle), par la PKC (losange). W: sites de N-glycosilation, ++: S4 voltage sensor. D’aprés
Catterall et coll., IUPHAR Compendium of voltage-gated channels 2003b.

La boucle intracellulaire qui relie le domaine Il au domaine IV est capital au processus
d’inactivation dépendante du potentiel (Patton et coll., 1992). En effet, des mutations au sein
de cette boucle peuvent conduire a un défaut sévére de la repolarisation lié a une absence
ou a une réduction de l'inactivation des canaux. La conséquence de ces mutations est
'augmentation du In, retardé pendant la phase de plateau, ce qui va retarder la repolarisation

et se traduire sur 'ECG par une augmentation de la durée de l'intervalle QT. Les patients
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présentant ce phénotype sont prédisposés a la survenue de tachycardies ventriculaires voire
de torsades de pointes. Ce syndrome du QT long est nommé LQT3 (Wang et coll., 1995).

A linverse, une réduction du courant Iy, est souvent décrite dans le cas de mutations
associées au syndrome de Brugada. Cette perte de fonction du canal induit une
hétérogénéité de la repolarisation qui favorise les mécanismes de réentrées et la survenue
de fibrillations ventriculaires (Antzelevitch et coll.,, 2003). Nous reviendrons dans les

chapitres suivants sur les troubles de la repolarisation et leurs pathologies associées.

Sous-unités 8 des canaux Na*

La fonction des canaux Na* peut étre modulée par la présence de sous-unités auxiliaires: les
sous-unités 3. Ces protéines possédent un seul domaine transmembranaire, une petite
extrémité C-terminale cytosolique et un domaine N-terminal important. Trois sous-unités 3
différentes ont été identifiées dans le coeur: Nav B1, Nav B2 et Nav B3 codées
respectivement par les génes SCN1B, SCN2B et SCN3B. Les réles de ces sous-unités dans
la genése du courant I, cardiaque ne sont pas encore bien définis. La co-expression des
sous-unités B1 et B3 avec le canal Nav1.5 dans 'ovocyte de xénope induit une augmentation
similaire du nombre de canaux Nav1.5 exprimés a la membrane, suggérant que ces deux
sous-unités participent a I'adressage membranaire des canaux Nav1.5. En revanche, les
deux sous-unités ont, dans ce modele, des effets différents sur les cinétiques d’activation et
d’inactivation du courant Na* (Fahmi et coll., 2001). Il est possible que cet effet sur Nav1.5,
caractérisé dans un modéle de ré-expression, n’ait pas véritablement de signification
physiologique. En effet, une étude immuno-histochimique réalisée dans des cardiomyocytes
ventriculaires de souris, a montré que la sous-unité (32 est colocalisée avec la sous-unité a
Nav1.5 au niveau des disques intercalaires alors que les sous-unités 1 et B3 sont
retrouvées au niveau des tubules T (Maier et coll.,, 2004). Ces derniers résultats sont en
contradiction avec I'étude réalisée sur la souris invalidée pour le géne Scn2b(-/-). Cette
souris présente en effet de profonds désordres neurologiques mais aucun phénotype
cardiaque (Chen et coll., 2002). L’ensemble de ces résultats met en évidence la grande
variabilité des interactions et des régulations entre les différentes sous-unités constituant le
canal. A cette complexité s’ajoute le fait que ces sous-unités protéiques du fait de leur
structure sont capables de participer a des processus d’adressage a la membrane et
d’adhésion cellulaire. En effet, I'extrémité N-terminale de ces protéines posséde des sites
consensus de glycosylation et des motifs de type immunoglobulines (Isom et Catterall,
1996). Ces protéines appartiennent donc a la superfamille des immunoglobulines, qui

comprend de nombreuses molécules d’adhésion cellulaire (CAM) avec lesquelles elles sont
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susceptibles d’interagir. Elles peuvent aussi interagir directement avec des protéines du
cytosquelette telles que les ankyrines. Ainsi, il a été montré dans des modéles de ré-
expression et dans des préparations de cerveau de rat que la sous-unité Nav 1 par son
extrémité C-terminale interagit avec I'ankyrine B (Malhotra et coll., 2002). La souris
hétérozygote ankyrine B +/- se caractérise par des défauts majeurs de I'activité électrique
cardiaque attribués a des modifications de la fonction du canal et de son expression a la
membrane (Chauhan et coll., 2000). L’enregistrement des conductances Na® unitaires des
cardiomyocytes de ces souris montre une activité “en burst” ce qui correspond a des
réouvertures précoces du canal et se traduit au niveau macroscopique par I'augmentation du
courant Na* persistant. Ce phénotype est retrouvé dans le cas de la mutation perte de
fonction E1425G de l'ankyrine B. Les patients porteurs de cette mutation présente le

syndrome du QT long de type 4 (Mohler et coll., 2003).

|.B.3.b Canaux Ca**

Sous-unité a des canaux Ca?

Comme les canaux Na* dépendant du potentiel, la sous-unité a des canaux Ca*" présente
quatre domaines composés chacun de six segments transmembranaires. Quatre sous-
familles distinctes de sous unités a sont décrites: Cav1, Cav2, Cav3 et Cav4. Des études de
ré-expression hétérologue de la sous-famille Cav1 ont montré que les sous-unités Cav1.1
(aus), Cav1.2 (asc), Cav1.3 (aip) et Cav1.4 (as) participent a la genése du courant Ca* de
type L alors que I'expression des sous-unités de la famille Cav3 (a.c et asn) est a I'origine du
courant Ca* de type T (Catterall, 2000; Perez-Reyes et Schneider, 1994). L’inactivation des
canaux Ca? de type L est dépendante du potentiel mais aussi de la concentration en Ca*
interne. Cette sensibilité au Ca?* intracellulaire requiert un “sensor” protéique: la calmoduline.
Au cours du plateau du PA, 'augmentation du Ca?* intracellulaire favorise la fixation du
cation a la calmoduline. La protéine interagit alors avec les domaines EF de I'extrémité C-
terminale de la sous-unité Cav1.2 ce qui précipiterait I'inactivation du canal (Peterson et coll.,
1999). Ce mécanisme permet de limiter I'entrée de Ca®" au cours du PA et d'amorcer la
repolarisation.

Le courant Ca?* de type T résultant de I'activité de sous-unités a de type Cav 3.1 (asc) et Cav
3.2 (a14) est beaucoup moins bien connu que le type L. Il est principalement impliqué dans
l'activité des cellules automatiques des noeuds et des réseaux de conduction (Mangoni et

coll., 2006), mais il peut étre ré-exprimé dans des conditions physiopathologiques. Dans ce
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cas, sa présence pourrait correspondre a une ré-expression du programme feetal puisque
dans le myocarde humain, il a été montré que I'expression de I'isoforme maijoritaire a.c Cav
3.1 diminue progressivement au cours du développement (Monteil et coll., 2000). Ses
propriétés pharmacologiques différent selon les espéces considérées et leur interprétation
est délicate en raison de I'existence de plusieurs formes d’'asg, issues d’épissages alternatifs
différents (Chemin et coll., 2001).

Le courant Ic,, 1rx mis en évidence dans les cardiomyocytes ventriculaires de rat et de cobaye
n'a a ce jour aucune structure moléculaire définie. Certains auteurs ont proposé que ce
courant serait généré par des canaux Na® dont la sélectivité serait modifiee en absence
d’'ions Na* dans le milieu extracellulaire (Cole et coll., 1997). Or, ce mode de fonctionnement
particulier des canaux Na® nommé “slip-mode conductance” nécessite une activation par la
PKA (Santana et coll., 1998). lc. t1x N'ayant pas besoin de cette activation par la PKA, ce
courant est probablement porté par une nouvelle population de canaux non identifiée pour le

moment.

Sous-unité B des canaux Ca**

Une des particularités des canaux Ca? est I'abondance relative de leurs sous-unités
régulatrices. En effet, plus de 20 génes codent pour des sous-unités auxiliaires. Ces
protéines peuvent étre cytoplasmiques (sous-unités (), situées a la surface externe du
sarcolemme (sous-unités a2d) ou transmembranaires (sous-unités y).

Le canal Ca®* cardiaque de type L (figure 9) est formé par I'association non-covalente d’une
sous-unité Cav1.2, avec les sous-unités régulatrices 3, a2d (Leung et coll., 1987). Le peptide
a2 est entierement extracellulaire (Brickley et coll., 1995) et il est ancré a la membrane via
un pont di-sulfure avec le peptide & (Ellis et coll., 1988; De Jongh et coll., 1990).
Contrairement aux canaux Ca?* de type L, les sous-unités a des canaux Ca* de type T ne
semblent étre associées a aucune sous-unité régulatrice. Quatre isoformes de sous-unités 3
ont été identifiées: Cavp1, Cavp2, Cavp3 et Cavp4. La sous-unité la plus exprimée dans le
cceur étant la sous unité 32 (Perez-Reyes et coll., 1992). Toutes les sous-unités B possedent
deux domaines extrémement conservés encadrés par trois régions a séquences variables.
Les domaines conservés sont impliqués dans l'interaction avec la sous-unité a tandis que les
régions variables jouent un réle dans la modulation des propriétés des canaux Ca®" résultant

de la co-expression des sous-unités a et 3 (Pragnell et coll., 1994).
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Figure 9: Structure d’une sous-unité a et des différentes sous-unités régulatrices d’un canal Ca* de type L. Les
hélices a sont symbolisées par des cylindres. D’aprés Catterall et coll., IIPHAR Compendium of voltage-gated
channels 2003a.

Sous unités auxiliaires des canaux Ca*

Dans des systemes de ré-expression hétérologue, cette modulation de la fonction des
canaux Ca?* par les sous-unités B induit une augmentation de la densité de courant. Cette
augmentation est un effet combiné de I'élévation de I'expression des canaux a la surface
membranaire, de la stabilisation du complexe a/f a la membrane et de 'augmentation de la
probabilité d’ouverture des canaux (Yamaguchi et coll., 1998). Il a été montré en outre que la
co-expression des sous-unités [ modifie les cinétiques et la propriété de dépendance au
potentiel de I'activation et de I'inactivation du courant Ca?* (Moreno et coll., 1997).
L’interaction entre la sous-unité a et la sous-unité f se fait au niveau d'une région
extrémement conservée de la sous-unité a. Cette séquence localisée sur la boucle
intracellulaire qui relie les domaines | et Il (Pragnell et coll., 1994) est capitale au mécanisme
d’interaction de la sous-unité a aux différentes sous-unités . En effet, une mutation
ponctuelle de cette séquence (G406R) est a I'origine du syndrome de Timothy. Ce syndrome
affecte de nombreux systémes au sein de l'organisme (systéme nerveux, systéme
immunitaire...etc). Au niveau cardiaque, les patients souffrent d’arythmies sévéres. Dans les
systémes de ré-expression héterologue, le défaut d’interaction entre la forme mutée (G406R)
de la sous-unité Cav1.2 et la sous-unité 3 est a 'origine d’'une réduction de la dépendance
au potentiel de 'inactivation des canaux. Il en résulte un courant Ca* persistant qui prolonge
la durée du plateau du PA (Splawski et coll., 2004).
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La sous-unité a2d est codée par quatre génes différents. Le rbéle de ces sous-unités
auxiliaires contrairement aux sous-unités  est peu connu et dépend fortement de l'identité
des sous-unités a et 3 co-exprimées (Singer et coll., 1991; Bangalore et coll., 1996).

Il n’existe pas de preuve directe de la présence au niveau cardiaque de sous-unités
auxiliaires de type y. Ces sous-unités sont retrouvées exclusivement associées aux formes

neuronales et squelettiques des canaux Ca?.

1.B.3.c Canaux K*

Dans le myocarde des mammiféres, les canaux K' dépendant du potentiel sont les
principaux acteurs de la repolarisation. Il existe une trés grande diversité des canaux K*. En
effet, plus de quatre-vingt génes codant pour des canaux K* ou pour des sous-unités
régulatrices ont été identifiés. Ces canaux ont d’abord été distingués sur la base de leurs
propriétés pharmacologiques et biophysiques. Deux classes principales de canaux K*
dépendant du potentiel sont ainsi généralement décrites: les canaux a l'origine des courants
K* transitoires sortants (l,) et les canaux responsables de la composante K* retardée a
rectification sortante (). Tous ces canaux qu’ils dépendent du potentiel ou non

appartiennent tous a la superfamille des canaux a boucle P.

Sous unités a des canaux K* a six segments transmembranaires et un pore

La sous-unité a des canaux K' dépendant du potentiel est constituée de 6 segments
transmembranaires notés de S1 a S6. L'unité pore est constituée par I'association en
tétramére de quatre sous-unités a. Un grand nombre de génes codant pour ces sous-unités
ont été identifiés et leur terminologie a été systématisée dans une nomenclature
internationale (Gutman et coll., 2003). La grande diversité des canaux K* ne repose pas
seulement sur le grand nombre de génes, mais aussi, sur I'existence de variants issus
d’épissages alternatifs (Attali et coll., 1992) et de la possibilit¢ d’association entre sous-
unités différentes au sein du tétramére (Covarrubias et coll., 1991). Dans la classification
internationale des canaux K*, douze sous-familles de sous-unités a notées de Kv1 a Kv12
sont répertoriées. L'expression hétérologue des sous-familles Kv1 a Kv4 est a l'origine de
canaux fonctionnels aux propriétés biophysiques et pharmacologiques distinctes
(Covarrubias et coll., 1991). En revanche, les sous-unités Kv5,6,8 sont des protéines
électriquement silencieuses. Leur co-expression avec les sous-unités a Kv2 induit une

diminution de 'amplitude des courants K* générés par les protéines canaux Kv2 (Salinas et
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coll., 1997). Néanmoins, leur rble fonctionnel dans le myocarde n’est pas encore prouvé. Les
sous-familles Kv7 et Kv11 correspondent respectivement aux sous-familles KCNQ et KCNH.
Deux membres importants de chacune de ces familles sont les canaux codés par les génes
KCNQ1 et KCNHZ2 qui ont été identifiés respectivement comme les locus mutés dans les
syndromes QT long de type 1 (Keating et coll., 1991) et de type 2 (Sanguinetti et coll., 1995).
De toutes les sous-unités a fonctionnelles identifiées, seules quelques-unes sont exprimées
dans le cceur (tableau 1). Bien que de nombreuses études de ré-expression hétérologue
aient permis la caractérisation biophysique (amplitude, cinétiques, sensibilités
pharmacologiques) des courants générés par ces sous-unités, les corrélations directes avec
les propriétés des courants natifs des cardiomyocytes sont difficiles a mettre en évidence.
Cette difficulté tiendrait au fait que I'environnement jouerait un réle capital sur I'expression
des canaux et les propriétés des courants (Petersen et Nerbonne, 1999). Cet environnement
comprend le niveau relatif d’expression des différentes sous-unités a mais aussi I'association

avec différentes sous-unités régulatrices f3.

Tableau 1: Sous-unités a des canaux K* dépendant du potentiel exprimées dans le ceeur

Courant Protéine Géne Pharmacologie

o fast Kv4.2 KCND2 HpTX2, HpTX3
Kv4.3 KCND3

lto,stow Kv1.4 KCNA4

IKur ou IK,sIow1 Kv1.5 KCNAS5 4AP

IK,sIow2 Kv2.1 KCNB1 TEA

Ike Kv11.1 (Erg1) KCNH2 E-4031

lks Kv7.1 (KvLQT1) KCNQ1 Chromanol 293B

Sous unités 8 des canaux K* a six segments transmembranaires et un pore

La premiére sous-unité régulatrice des canaux K* dépendant du potentiel a avoir été clonée
est la sous-unité B minK (minimum K* channel). Mise en évidence dans le coeur humain,
cette petite protéine transmembranaire de 130 acides aminés avait d’abord été identifiée
comme une sous-unité a dans un modéle de ré-expression dans I'ovocyte de xénope (Murai
et coll., 1989; Folander et coll.,, 1990). Par la suite, d’autres études ont montré que
I'expression de cette sous-unité module en fait le courant généré par une sous-unité a
endogene de l'ovocyte, la protéine KvLQT1 (Sanguinetti et coll., 1996). Les propriétés du
courant résultant proches de celles du courant natif Ixs des cardiomyocytes, ont suggéré que
I'association de la sous-unité a KvLQT1 a la sous-unité B minK est a I'origine du courant ks

cardiaque (Barhanin et coll.,, 1996). Dans le cceur de cobaye, la sous-unité minK est
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exprimée dans les ventricules et dans les cellules du nceud sinusal (Freeman et Kass, 1993).
La co-expression de formes mutées de minK avec KvLQT1 induit des modifications des
propriétés biophysiques du courant. Ces modifications peuvent étre délétéres et sont a
l'origine de troubles séveres de la repolarisation (LQT1) (Splawski et coll., 1997). Des
expériences de double-hybride utilisant I'extrémité C-terminale de minK comme appéat ont
montré que minK interagirait directement avec le pore de KvLQT1 (Romey et coll., 1997).
Les auteurs de cette étude ont proposé que cette interaction modulerait la conductance
unitaire du canal selon un mécanisme de “foot-in-the-door”. D’autres techniques comme
'étude de la vitesse d’association des dérivés MTS avec des résidus cystéines implantés a
la place d’acides aminés naturels du domaine transmembranaire de minK ont appuyé
I'hypothése d’une interaction entre le pore et la partie intramembranaire de minK (Wang et
coll. 1996). Cependant aucune preuve de l'interaction directe entre ces deux protéines n’a pu
étre mise en évidence dans le tissu cardiaque natif (Nerbonne et Kass, 2005).

La sous-unité minK pourrait en outre s’associer a d’autres sous-unités a. En effet, plusieurs
travaux ont décrit un effet de la co-expression de la protéine minK sur l'activité du canal
hERG (Mc Donald et coll., 1997; Ohyama et coll., 2001) et I'utilisation d’antisens dirigé
contre minK dans des cellules AT1 diminue I'amplitude du courant Ik (Yang, 1995a).
Cependant, aucune preuve de I'existence d’une interaction fonctionnelle entre hERG et minK
n’a été démontrée dans le myocarde.

MinK appartient a la sous-famille des sous-unités  a un domaine transmembranaire. Les
protéines de cette famille sont codées par les génes de la famille KCNE dont trois des
membres KCNE1, KCNE2 et KCNE3 sont exprimées dans le coeur. KCNE1 code pour la
protéine MinK. KCNEZ2 code pour la protéine MIRP1 (Minimum K* Channel Related Peptide).
Certains auteurs ont suggéré que I'association de cette protéine avec le canal hERG est a
l'origine du courant cardiaque Ik (Abbott et coll., 1999). Cependant I'existence de cette
association reste controversée, d’autant plus que MIRP1 semble également réguler I'activité
d’autres canaux comme Kv4.2 (Zhang et coll., 2001) ou HCN (Yu et coll., 2001). De plus, il a
été montré que l'expression de KCNE2 est faible au niveau des ventricules mais trés
importante au niveau des sinus (Decher et coll., 2003) et des fibres de Purkinje (Pourrier et
coll., 2003). La troisiéeme protéine de cette sous-famille KCNE3 ou MiRP2 co-exprimée avec
KvLQT1 est a l'origine d’'un courant K* constitutivement actif (Schroeder et coll., 2000). Elle
est abondamment exprimée dans le muscle squelettique, dans les tissus épithéliaux et
relativement peu dans le cceur. Cette sous-unité comme minK et MIRP1 s’associerait avec
d’autres sous unités a. Elle abolit le courant généré par la protéine hERG (Li et coll., 2006) et
module les cinétiques d’activation et de désactivation du courant généré par la protéine

Kv2.1 (McCrossan et coll., 2003). Sa sur-expression par injection adénovirale dans le
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ventricule gauche de cobaye est a l'origine d’'une accélération de la repolarisation (Mazhari
et coll., 2002).

Les sous-unités B cytoplasmiques ou KvB sont des protéines cytosoliques ou
périmembranaires (Scott et coll., 1994) d’environ 300 acides aminés. Trois génes différents
KCNAB1-3 codent pour les protéines Kvp1, Kvp2 et KvB3. Dans le cceur, seuls sont
exprimés les variants Kvp1.1, Kv1.2, KvB1.3 et KvB2 issus des épissages alternatifs de
KCNAB1 et KCNAB2 respectivement. Ces sous-unités ont été identifiées pour la premiére
fois dans le cerveau en association avec une sous-unité a Kv1 (Muniz et coll., 1992). Les
études de ré-expression hétérologue suggérent une interaction spécifique avec les sous-
unités Kv1 (Nakahira et coll., 1996; Sewing et coll., 1996). Les sous-unités Kvf interagissent
par leur extrémité NH2 terminale avec le domaine T1 des sous-unités a Kv1 suivant un
rapport stoechiométrique 1:1 (Gulbis et coll., 2000) et par leur extrémité COOH terminale
avec les canaux de la famille Kv4 (Yang et coll., 2001). Dans le coeur humain, Kvf1.1 et
KvB31.3 modifieraient les propriétés biophysiques du canal Kv1.5 en augmentant la sensibilité
du canal au potentiel et en induisant une activation rapide et partielle du courant aux
potentiels positifs (England et coll., 1995). KvpB2 pourrait accélérer I'inactivation du courant
généré par Kv1.4 et favoriser I'expression membranaire de Kv1.2 (Shi et coll., 1996).

Les sous-unités KvB participent également aux processus de régulation des canaux par
phosphorylation. En effet, ces protéines sont capables de lier des protéines adaptatrices,
elles-mémes possédant des sites de liaison a la PKC, permettant ainsi la localisation dans
I'environnement du canal de certaines isoformes de la PKC (Gong et coll., 1999).

Plus récemment deux autres types de sous-unités auxiliaires ont été identifiés. Il s’agit des
KChIP (Kv Channel-Interacting Protein) et des KChAP (Kv Channel-Associated Protein). Ces
protéines ont été mises en évidence par la technique de double hybride en utilisant comme
appat I'extrémité NH2 terminale de Kv4.2 (Wible et coll., 1998; An et coll., 2000). Les KChIP
sont des protéines cytoplasmiques de 200 a 300 acides aminés, sensibles au Ca?,
présentant des motifs “EF-hand like” communs a de nombreuses protéines impliquées dans
la signalisation calcique. Ces protéines augmentent I'expression membranaire de Kv4.2 et
Kv4.3 et modulent les cinétiques d’activation et de réactivation des courants générés par ces
protéines (An et coll., 2000). Trois membres ont été identifiés mais seule la sous-unité
KChIP2 est fortement exprimée dans le cceur (Patel et coll., 2002). Chez 'Homme et le
chien, son expression est supérieure dans I'épicarde par rapport a I'endocarde (Rosati et
coll., 2001). Cette expression différentielle est a I'origine du gradient du courant |, au sein
du ventricule. Chez la souris, le méme gradient d’l,: est observé. Cependant, dans ce
modéle, le gradient serait d0 a une expression variable de Kv4.2 (Kcnd?2), elle méme sous le

contréle de Irx5 (Costantini et coll., 2005).
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Les KChAP ont la spécificité de pouvoir se lier aussi bien a des sous-unités a qu’a des sous-
unités auxiliaires B mais contrairement aux Kvf3 et aux KChIP, elles ne modifient pas les
propriétés électrophysiologiques des canaux auxquels elles sont associées (Wible et coll.,
1998; Kuryshev et coll., 2001). Ces protéines appartiennent a la famille des inhibiteurs des
protéines de la famille STAT qui sont des régulateurs de nombreux facteurs de transcription.
Elles joueraient en outre un réle dans les processus apoptotiques (Wible et coll., 2002). Bien
que l'expression de ces protéines au niveau cardiaque soit clairement établie, leurs
implications physiologiques dans le trafic des protéines et la modulation des courants K* ne

sont pas encore déterminées.

Tableau 2: Sous-unités auxiliaires B des canaux K* dépendant du potentiel exprimées dans le cceur

Famille Sous-unité Géne Courant
Kvp Kvp1 KCNAB lios ??, | kstow1 2?
Kvp2 1 hos??
KvB3 KCNAB
2
KCNAB
3
KCNE MinK KCNE1 Iks
MiRP1 KCNE2 ke??, | 06 ?2?

MiRP2 KCNE3
KChAP KChAP PIAS3 lof??, Ik?7?,
KChIP KchIP1 KCNIP1

KchiP2 KCNIP2 |s?7?, autres ??
KchIP3 KCNIP3

Sous unités a des canaux K* a deux segments transmembranaires et un pore

La sous-unité a des canaux K* a rectification entrante (Kir) est formée de deux segments
transmembranaires M1 et M2 équivalents aux segments S5 et S6 des canaux dépendant du
potentiel. La propriété de rectification entrante se traduit par un état de conductance moindre
du canal pour des potentiels positifs. Ce mécanisme est consécutif a la liaison des ions Mg?
et des polyamines (putrescine, spermine et spermidine) a un ou deux acides aminés,
localisés dans le segment M2 (Matsuda et coll., 1987; Lopatin et coll., 1994).

Les sous-unités des canaux Kir s’associent en homotétraméres, parfois en hétérotétrameres,

pour former le pore du canal. Elles sont codées par les génes de la famille KCNJ et sont
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regroupées en sept sous familles différentes toutes exprimées au niveau cardiaque, sous

Courant Protéine Géne Pharmacologie
I+ Kir2.1 KCNJ2 Terikalant ,Ba?
Kir2.2 KCNJ12 Terikalant ,Ba®
Kir2.3 KCNJ4 Terikalant ,Ba*
Ik, aTp Kir6.1 KCNJ8 Glibenclamide
Kir6.2 KCNJ11 Glibenclamide
Ik ach Kir3.1 KCNJ3 Terikalant
Kir3.4 KCNJ5 Terikalant

I'appellation Kir1 a Kir7 (tableau 3).

Tableau 3 : sous-unités a des courants K* rectifiants entrants cardiaques

La sous-famille des canaux Kir “classiques” comprend les sous-unités Kir2.1, Kir2.2, Kir2.3
et Kir2.4. Dans des systemes de ré-expression hétérologue, il a été montré que les
propriétés des courants générés par ces sous-unités sont proches des caractéristiques du
courant cardiaque Iks (Nichols et coll., 1996). La relation moléculaire directe entre le courant
Ik1 et les sous-unités Kir2x a été mise en évidence pour la premiére fois dans un modéle de
souris invalidée pour le géne Kcnj2 (protéine Kir2.1) (Zaritsky et coll., 2001). Dans ce
modele, malgré I'absence de la protéine Kir2.1, il subsiste un courant K* rectifiant entrant
mais aux propriétés distinctes de celles du lxs endogéne. Ce courant est absent des
cardiomyocytes ventriculaires isolés des souris invalidées pour le géne Kcnj12 qui code pour
la sous-unité Kir2.2 (Zaritsky et coll., 2001). Ces observations suggérent que chez la souris
des associations hétéromultimériques entre les sous-unités a Kir2.1 et Kir2.2 sont a l'origine
du Iks cardiaque. Plus récemment, des études biochimiques ont confirmé et généralisé cette
hypothése a d’autres modéles (McLerie et Lopatin, 2003; Zobel et coll., 2003).

Des mutations du géne KCNJ2 sont associées au syndrome d’Andersen (Plaster et coll.,
2001; Jongsma et Wilders, 2001) caractérisé par des atteintes des systémes nerveux central
et périphérique ainsi qu’a un allongement de l'intervalle QT (LQT7). Au niveau moléculaire,
ce syndrome serait d0 a un effet dominant-négatif des canaux mutés sur les canaux
sauvages (Bendahhou et coll., 2003).

La sous-famille des canaux Kir activés par les protéines G regroupe les sous-unités Kir3.1,
Kir3.2, Kir3.3 et Kir3.4 exprimées surtout a I'étage auriculaire. Ces canaux sont activés par
une interaction directe avec leur extrémité C-terminale des sous-unités By des récepteurs
muscariniques (Logothetis et coll., 1987). Ces sous-unités s’associeraient en
hétérotétraméres (Krapivinsky et coll., 1995) et forment le canal K* activé par I'acétylcholine

ou I'adénosine lkach.
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La sous famille des canaux Kir inhibés par 'ATP intracellulaire regroupe les sous-unités
Kir6.1 et Kir6.2. Co-exprimées avec les sous-unités régulatrices SUR (sulfonylurea receptor),
ces canaux sont a l'origine de Ikate. Au niveau cardiaque, ce courant résulte de I'association
de sous-unités a Kir6.2 aux protéines SUR. En effet, dans un modéle de souris invalidée
pour le géne Kcnj11 (Kir6.2), les enregistrements en patch-clamp réalisés sur les
cardiomyocytes ventriculaires isolés de ces animaux ne révélent pas la présence de lkarp
(Suzuki et coll., 2001). Les protéines SUR: SUR1, SUR2A et SUR2B sont des protéines ABC
(ATP Binding Cassette) a 17 segments transmembranaires et deux sites de fixation aux
nucléotides cycliques. SUR1 est codée par le géne ABCCS8, SUR2A et SUR2B sont les deux
isoformes résultant de I'épissage alternatif du géne ABCC9. Au niveau cardiaque, SUR2A
est la sous-unité la plus exprimée. La stoechiométrie de I'association des sous-unités Kir6.x
et SUR est de 4 sous-unités a Kir6.x pour 4 sous-unités 3 SUR (Clement et coll., 1997). Les
propriétés pharmacologiques et biophysiques du courant Ikare cardiaque sont proches de
celles obtenues en co-exprimant Kir6.2 et SUR2A (Babenko et coll., 1998). Cependant, le
traitement de cardiomyocytes de rats nouveaux nés avec un siRNA dirigé contre la sous-
unité SUR1 induit une réduction marquée de la densité d’'lkare (YOkoshiki et coll., 1999).
L’ensemble de ces résultats suggeére la grande complexité des associations des sous-unités

a et B au sein des hétéromultiméres du tissu natif (Pountney et coll., 2001).
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Il. TROUBLES DE LA REPOLARISATION VENTRICULAIRE

Nous venons de voir que la phase de repolarisation ventriculaire dépend de I'enchainement
séquentiel d’activation et d’inactivation de canaux ioniques d’origines moléculaires trés
différentes. Ces activations coordonnées sont capitales puisqu’elles vont déterminer la durée
de la phase de repolarisation et donc I'enchainement des cycles cardiaques. Sur 'ECG de
surface, la durée de la repolarisation ventriculaire est reflétée par l'intervalle QT (figure 10).
Cet intervalle correspond a la durée séparant le début de la dépolarisation et la fin de la
repolarisation des ventricules. Dans certaines conditions, cet intervalle peut étre allongé:
c’est le syndrome du QT long (LQT). A linverse, il peut étre raccourci, on parle alors du
syndrome du QT court (SQT pour “short QT”).

R

P
Q
4 A

Intervalle QT

Figure 10: Définition de I'intervalle QT

[ILALE SYNDROME DU QT LONG

Chez 'Homme, la limite supérieure de l'espace QT normal, corrigée en fonction de la
fréquence cardiaque (QTc=QT/VRR) selon la formule de Bazzett, a été fixée arbitrairement &
440 ms. Un sujet sain a donc un QTc inférieur a 440 ms, alors qu’un sujet atteint 8 un QTc
supérieur a 440 ms.

La manifestation clinique du syndrome du QT long est caractérisée par des syncopes
répétées dues a des épisodes de tachycardie ventriculaire polymorphe (torsades de pointes)

qui peuvent conduire dans certains cas a des morts subites (Kaas et Moss, 2003). Sur la
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base des données cliniques, deux types de syndromes de QT long ont été distingués: les

formes congénitales et les formes acquises.

II.LA.1 Le syndrome du QT long congénital

Le syndrome du QT long congénital est rare et a été décrit pour la premiéere fois en 1957 par
Jervell et Lange-Nielsen. Dans leur étude, les auteurs décrivent une famille dont certains
membres présentent un intervalle QT allongé associé a une surdité bilatérale. lls constatent
par ailleurs une forte proportion de mort subite. lls suggérent alors g’'un phénoméne
d’asystolie serait a I'origine de la mort subite (Jervell et Lange-Nielsen, 1957). Le syndrome
qu’ils décrivent et qui portera leur nom correspond en fait a la forme héréditaire, transmise
sur un mode autosomique récessif, du syndrome du QT long congénital. Le variant Romano-
Ward du QT long congénital a été décrit en 1963 par Romano (Romano et coll., 1963), puis
en 1964 par Ward (Ward, 1964). |l est caractérisé par un QT long a 'ECG, des syncopes et
parfois des morts subites. Dans les familles atteintes, 'anomalie génétique est transmise
selon un mode autosomique dominant et il n’est jamais fait état de surdité associée. Le
syndrome de Romano-Ward est beaucoup plus fréquent que le syndrome de Jervell et
Lange-Nielsen puisqu’il correspond a plus de 90% des cas de syndrome du QT long
congénital.

Le caractere héréditaire du syndrome de QT long, bien que supposé dés I'identification de la
pathologie par l'incidence familiale élevée du phénotype, n'a pu étre mis en évidence qu’au
cours des années 90. Aujourd’hui, il est d'usage de classer ces syndromes en fonction de
leur mode de transmission. Ainsi, les syndromes rares du type Jervell et Lange-Nielsen
regroupent le syndrome JLN1 dG a une mutation du géne KCNQ1 et le syndrome JLN2 lié a
une mutation de la sous-unité régulatrice KCNE1. Les syndromes de type Romano-Ward se
subdivisent en 6 syndromes notés de LQT1 a LQT6, chacun étant la conséquence de
mutations sur 6 génes différents. Ces genes codent pour KCNQ1 (LQT1), KCNH2 (LQT2),
SCN5A (LQT3), ANK B (LQT4), KCNE1 (LQT5), KCNE2 (LQT6). D’autres canalopathies
peuvent étre associée a des allongements de lintervalle QT. Il s’agit des syndromes
d’Andersen (ou LQT7) et de Timothy (ou LQT8). Le premier est lié a des mutations sur le
gene KCNJ2 et le second a des mutations sur le géne CACNA1C. Contrairement aux autres
formes de QT long congénital, les troubles de la repolarisation associés a ces deux
syndromes ne sont pas la seule anomalie constatée. Les patients souffrent en effet de
nombreux désordres affectant plusieurs systémes de l'organisme (atteintes des systémes
immunitaires et nerveux dans le cas du syndrome de Timothy; du systéme nerveux, des

muscles squelettiques dans le syndrome d’Andersen). Une incidence élevée de fiibrillation
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auriculaire est également observée dans la forme LQT4. D’un point de vue clinique, une
corrélation relativement nette a été montrée entre les différentes origines génétiques du
syndrome et les facteurs déclenchant les épisodes de syncopes ou les morts subites. Les
troubles du rythme associés au LQT1 sont déclenchés par le stress ou lors d’un exercice
physique (Schwartz et coll., 2001). Des stimuli auditifs sont a l'origine des troubles de la
repolarisation associés au LQT2 (Wilde et coll., 1999). Ces troubles surviennent au repos et
notamment pendant le sommeil chez les patients présentant un syndrome de LQT3. Des
observations fournies par le registre international du syndrome de QT long, suggérent que la
mortalité dépend du substrat génétique de la pathologie. Ainsi, la forme du syndrome
associé a des mutations de SCN5A (LQT3) est celle pour laquelle le pronostique est le plus
mauvais. Les patients LQT3 font peu de syncopes mais la survenue d’'un épisode est
beaucoup plus fréquemment mortelle que dans le cas des autres patients (Zareba et coll.,
1998). A ce jour, la thérapie la plus efficace reste celle des R-bloquants pour les formes les
plus répandues de QT long (LQT1,LQT2 et LQT5). Pour les patients qui ne répondent pas a
ce traitement, I'implantation d’un défibrillateur ou la dénervation sympathique du cceur

gauche sont des alternatives couramment proposées (Antzelevitch et Oliva, 2006).

Tableau 4: Syndromes de QT long congénitaux

Syndrome Géne Protéine Fonction
Romano-Ward
LQT1 KCNQ1 KvLQT1 Courant Iks
LQT2 KCNH2 hERG Courant Ik
LQT3 SCN5A SCN5A Courant Iy,
LQT4 AnK2 Ankyrine B Ancrage de canaux
LQTS KCNE1 minK Courant Iks
LQT6 KCNE2 mirp1 Courant Ik
Jervell&Lang-
Nielsen
JLN1 KCNQ1 KvLQT1 Courant Iks
JLN2 KCNE1 minK Courant Iks
Andersen
LQT7 KCNJ2 Kir 2.1 Courant Ixs
Timothy
LQTS8 CACNA1C Cav1.2 Courant lca.

II.LA.2 Le syndrome du QT long acquis

L’'une des causes de syndrome du QT long acquis est celle de I'induction médicamenteuse.
En effet, un certain nombre de médicaments cardiaques ou non cardiaques induisent un
allongement de lintervalle QT et peuvent pour certaines molécules étre a l'origine de

tachycardies ventriculaires et de mort subite (Escande, 2000). L’allongement de la durée de
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la repolarisation est aussi observé dans les cardiomyopathies dilatées (CMD) et
hypertrophiques (CMH) (Roden et coll., 1996) ou associé a une bradycardie consécutive a

un bloc auriculo-ventriculaire (Volders et coll., 1998).

II.LA.2.a Induction médicamenteuse

Des syncopes associées a un début de traitement a la quinidine étaient connues dés 1920,
mais ce n’est que vers 1960 grace aux suivis électrocardiographiques qu’un allongement du
QT et des épisodes de tachycardie ventriculaire polymorphe (torsades de pointes) ont été
identifiés comme mécanisme sous-jacent (Selzer et Wray,1964).

Un allongement de lintervalle QT peut étre aussi observé lors de l'administration de
médicaments qui ne sont pas des anti-arythmiques. Ainsi, des molécules qui sont ou qui ont
été couramment utilisées dans la pharmacopée humaine sont a 'origine d’allongements de
I'intervalle QT associés a des torsades de pointes (Escande, 2000). Le rdle central du canal
hERG dans ces mécanismes sera discuté dans le dernier chapitre (chapitre Ill). Nous
verrons en détail la structure moléculaire de ce canal et les propriétés biophysiques qui en
découlent. Puis, nous traiterons de sa sensibilité vis a vis d’une grande variété de molécules,
et, des contraintes générées par cet effet indésirable dans le cadre du développement pré-

clinique des médicaments.

Les anti-arythmiques

Il existe plusieurs familles de meédicaments pour traiter les troubles du rythme. La
classification des anti-arythmiques de Vaughan-Williams, divise cette classe
médicamenteuse en 4 groupes (Vaughan-Williams, 1970). Cette classification est basée sur
'action des anti-arythmiques sur le PA. Parmi ces agents, les molécules appartenant aux
classes la (exemple: la quinidine) et Il (exemple: methanesulfonanilides) allongent la durée
de la repolarisation et peuvent étre a l'origine d’épisodes de torsades de pointe (Selzer et
Wray, 1964; Roden et coll., 1986).

Anti-arythmique de classe la

Le principal représentant de cette catégorie est la quinidine. Elle agit en ralentissant la
dépolarisation et la repolarisation par son action préférentielle sur les canaux Na* et K*. La
quinidine est utilisée pour le traitement d’entretien et pour prévenir la récidive des troubles
atriaux. La disopyramide est également un anti-arythmique de cette sous-classe qui est

utilisée dans le traitement des troubles auriculaires et ventriculaires (Hancox, 2000). Cette
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molécule a un effet préférentiel sur les canaux Na* (Grant et coll., 1996) mais inhibe aussi le
courant Ik, en systéme de ré-expression hétérologue (Paul et coll.,, 2001). Les anti-
arythmiques de classe la sont des molécules efficaces mais qui provoquent un allongement
de lintervalle QT dépendant de la dose, de la susceptibilité individuelle, et de la kaliémie

(Escande, 2000). lIs font donc courir un risque élevé de torsades de pointe.

Anti-arythmique de classe I

Le mode d’action principal de ces molécules est l'inhibition des courants K* et plus
particulierement de Ik. Parmi ces agents, les molécules de la famille des
méthanesulfonanilides (E-4031, dofetilide, ibutilide) inhibent de maniére spécifique le courant
Ik (Sanguinetti et Jurkiewicz, 1990; Carmeliet et coll., 1992; Jurkiewicz et Sanguinetti, 1993;
Yang et coll., 1995b; Spector et coll.,, 1996b). Les anti-arythmiques de classe Ill sont
indiqués aussi bien lors d’arythmie auriculaire que d’arythmie ventriculaire. La diminution des
courants K* a deux effets: I'allongement de l'intervalle QT et par voie de conséquence une
augmentation de la dispersion de lintervalle QT qui, comme nous l'avons vu dans les
chapitres précédents sont des facteurs arythmogénes. Cette activité pro-arythmique des
agents de classe Ill a été mise en évidence pour la premiére fois en 1995 lors de I'étude
SWORD (Survival With Oral d-Soltalol). Cette étude clinique qui portait sur les effets du d-
sotalol chez des patients en post-infarctus s’est révélée alarmante (Waldo et coll., 1996). En
effet, le taux de mortalité chez les patients traités au d-sotalol était supérieur au groupe
placebo. L’essai clinique a donc été arrété.

A T'heure actuelle, 'amiodarone s’est révélée étre I'anti-arythmique le plus efficace et le plus
sOr dans la prise en charge des patients souffrant de troubles ventriculaires ou de fibrillation
auriculaire (Nattel, 2003). En effet, cette molécule présente des effets pro-arythmiques
modérés par rapport aux autres agents de la méme classe. Cette particularité s’explique par
un profil pharmacologique complexe car 'amiodarone présente aussi des effets de classe |
(inhibiteur Ixa"), de classe Il (B bloquant) et de classe IV (inhibiteur Ic.?*). Ainsi, en traitement
aigu, I'action de I'amiodarone est une action globale sur I'activité électrique cardiaque car
elle ralentit la conduction, I'excitabilité des tissus cardiaques mais elle diminue aussi
I'hétérogénéité transmurale de la repolarisation chez 'Homme (Drouin et coll., 1998) et chez
le chien (Mérot et coll., 1999).

L’amiodarone est un dérivé benzofurane diiodé dont la structure présente certaines
similarités avec celles des hormones thyroidiennes (figure 11). Dans I'organisme, elle est
métabolisée principalement en n-desethylamiodarone (n-DEA) par desalkylation. Les
similarités structurales entre I'amiodarone, la n-DEA et les hormones thyroidiennes

suggeérent que cette molécule pourrait mimer les effets des hormones thyroidiennes.
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Figure 11: Structure de 'amiodarone et des hormones thyroidiennes. D’aprés Newman et coll., 1998

De nombreuses études ont montré qu’'un traitement chronique a I'amiodarone induit des
changements électrophysiologiques en partie semblables a ceux observés dans
I'hypothyroidie. Ces effets sont la bradycardie, I'allongement de la repolarisation et des
périodes réfractaires (Binah et coll., 1987; Sharp et coll., 1985). Plusieurs hypothéses ont été
émises quant au mode d’interaction de I'amiodarone avec le métabolisme des hormones
thyroidiennes (pour revue Kodama, 1997). |l a été suggéré que l'amiodarone et son
métabolite actif agirait directement sur I'expression des génes codant pour les canaux
ioniques en diminuant les taux plasmatiques de T3 et/ou en se fixant directement sur le
récepteur nucléaire de T3 (Kodama , 1997; Drvota et coll., 1998). Certaines études se sont
intéressées a cette hypothése mais elles n’'ont concerné qu’un nombre limité de canaux K*
comme KvLQT1, hERG, Kv4.2 et Kv1.5 (Kodama et coll., 1999; Kamiya et coll., 2001b).

Nous avons traité pendant 6 semaines des souris avec plusieurs doses d’amiodarone
(de 30, 90 et 180 mg/kg/jour d’amiodarone) afin de déterminer le profil des effets de cet anti-
arythmique sur I'expression des génes codant pour I'ensemble des canaux ioniques
cardiaques. L'objectif de cette étude, qui fait 'objet d’'un article inclus dans cette thése (Le
Bouter, El Harchi et coll., 2004), était de déterminer si I’effet chronique de I’'amiodarone
est di en partie a un remodelage de I'’expression des génes codant pour les canaux

ioniques. L’'exploration fonctionnelle de ce modéle a consisté a évaluer la répercussion de
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ces modifications d’expression sur un certain nombre de courants cibles de 'amiodarone (Ina,

lca, k) pour une dose de 180 mg/kg/jour.

Les médicaments non-cardiaques

La mise en évidence du rble de certains médicaments non-cardiaques dans l'induction
d’allongement de l'intervalle QT et de torsades de pointes est plus récente (Priori, 1998). Les
premiers cas rapportés étaient liés a la prise d’agents psychotropes comme le bepridil
(Wooltorton et Mathie, 1993; Hohnloser, 1997). L’astemizole ou la terfenadine, qui sont des
anti-histaminiques prescrits en traitement de fond, ont aussi été a l'origine de quelques cas
de torsades de pointes (Zhou et coll., 1999; Woosley et coll., 1993). Bien que I'incidence de
ces accidents rythmiques soient relativement basse, le risque encouru par rapport au
bénéfice pour les patients présentant un allongement de l'intervalle QT est inacceptable.
Ainsi, au cours des dix derniéres années, l'utilisation de plusieurs médicaments non
cardiaques a été restreinte et d’autres ont été retirés du marché (terfenadine, astemizole,
grepafloxicin, terodoline, droperidol, lidoflazine, sertindole, levomethadyl et cisapride). Des
listes répertoriant 'ensemble des molécules pouvant potentiellement allonger l'intervalle QT
et /ou augmenter le risque de torsades de pointes sont disponibles sur de nombreux sites

internet (http://www.torsades.org ; http://www.fenichel.net ; http://www.dml.georgetown.edu).

Un inconvénient de ces listes est qu’elles ne distinguent pas les molécules en fonction de
leur niveau de risque. Néanmoins, elles ont 'avantage d’étre relativement exhaustives et de
montrer que des molécules appartenant a des classes thérapeutiques trés différentes

peuvent avoir les mémes effets secondaires cardiaques (Escande, 2000).

II.LA.2.b Conditions physiopathologiques

Les cardiopathies sont connues depuis longtemps pour altérer la fonction électrique
cardiaque. L’allongement de [lintervalle QT associé a une bradycardie ou a une
cardiomyopathie hypertrophique ou dilatée a été décrit dans de nombreux modéles animaux
(Coulombe et coll.,, 1999; Tomaselli et Marban, 1999; Pinto et Boyden, 1999). L’altération
des propriétés électriques des cardiomyocytes, ou remodelage électrique, serait en grande
partie liée a une modification de I'expression des génes codant pour les canaux ioniques
(remodelage ionique). Elle peut aussi étre consécutive a des altérations de I’homéostasie
calcique comme c’est souvent le cas dans ce type de pathologie (Arai et coll., 1994 ; Morgan
et coll., 1990).
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Dans les modéles animaux mais aussi chez 'Homme, la diminution de la densité d’l,: est
une constante (Oudit et coll., 2001; Beuckelmann et coll., 1993; Kaprielian et coll., 1999).
Cette réduction associée a une sous-expression des canaux Kv4.2 et Kv4.3 apparait
précocement dans le processus pathologique ce qui suggére que ce courant joue un réle clé
dans [linitiation des cardiomyopathies (Huang et coll., 2000). Parallélement, une
augmentation des transitoires calciques et du courant lc,. est fréquemment décrite
(Bouchard et coll., 1995; Sah et coll., 2001). L’'augmentation du Ca?" intracellulaire permet
dans un premier temps d’améliorer I'inotropisme cardiaque mais contribue aussi a I'activation
de voies de signalisations impliquées dans les processus hypertrophiques (Wickenden et
coll., 1998; Molkentin et coll., 1998).

Remodelage électrique dans les cardiomyopathies hypertrophiques et dilatées

L’hypertrophie et la dilatation sont des réponses adaptatives du coeur aux contraintes de
pression et de volume. Elles sont associées a de nombreuses pathologies incluant
l'insuffisance cardiaque, I'hypertension artérielle ou encore l'ischémie.

Dans I'hypertrophie, la réduction du courant K* transitoire sortant I, est souvent observée.
Cette diminution est largement due a une sous-expression des canaux Kv4.2 et Kv4.3 (Gidh-
Jain et coll., 1996; Kaab et coll., 1998). L altération transcriptionnelle de ces deux canaux est
parfois partiellement compensée par une sur-expression de Kv1.4 (Matsubara et coll., 1993;
Akar et coll., 2005) dont les caractéristiques biophysiques sont proches mais avec des
cinétiques de réactivation nettement plus lentes. D’autres courants K* peuvent également
étre modifiés, mais de facon moins systématique que l,1. Ainsi, le courant sortant retardé I«
est soit diminué, comme chez le chat hypertrophié (Kleiman et Houser, 1989; 1990), soit
inchangé, comme chez le cobaye (Ryder et coll., 1993) ou 'Homme en insuffisance
cardiaque (Beuckelmann et coll., 1993). Les résultats concernant Ik, et son canal Kir2.1
varient également selon les modéles (pour revue Nabauer et Kaab, 1998). Enfin, dans les
modéles d’hypertrophie induite chez les rongeurs, I'expression des canaux des courants K*
rectifiants retardés, générés par les sous-unités a Kv1.2, Kv1.5 ou Kv2.1, peut étre
inchangée (Volk et coll., 2001; Takimito et coll., 1997) ou au contraire diminuée (Lee et coll.,
1999). Selon les modéles, le courant Iy qui, chez la souris correspond a la sommation des
courants Ik sowt, Ik, sowz €t lss (Fiset et coll., 1997), peut étre augmenté (Petrashevskaya et
coll., 2002) ou au contraire diminué (Dong et coll., 2003; Kaprielian et coll., 1996; Thuringer
et coll.,, 1996). Ces disparités entre les différents modéles dépendraient de la sévérité de
I'hypertrophie (Wolk et coll., 2003). En effet, Dong et coll. ont observé dans leur modéle

d’hypertrophie induite par une sur-expression de la calcineurine chez la souris, une
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diminution de lps, los €t lksow (DONg et coll., 2003) alors que dans le méme type de modeéle
Petrashevskaya et coll. ont observé uniquement une diminution de |, (Petrashevskaya et
coll., 2002). Une des différences majeures entre ces deux études est que dans I'étude de
Dong I'hypertrophie est beaucoup plus sévere que dans le modéle de Petrashevskaya ce qui
suggeére que ce processus est lié ou influe sur le remodelage électrique.

Les perturbations de 'homéostasie calcique tiennent un rbéle central dans le processus
hypertrophique (Frey et coll., 2000; Wickenden et coll., 1998). Dans les modéles animaux,
une augmentation des transitoires calciques (Wickenden et coll., 1998) ainsi que
'augmentation de lc.. sont classiquement observées (Armoundas et coll., 2001). La variation
de lcaL est en relation directe avec la sévérité de I'hypertrophie. Une hypertrophie modérée
est caractérisée par une augmentation notable d’ Ic.. alors que dans I'hypertrophie sévére,
lcar est invariant voir diminué (Armoundas et coll., 2001). Le courant d’échange Na*/Ca?" est
généralement diminué alors que le niveau de transcrit et/ou de protéine NCX peut étre
augmenté (Wang et coll., 2001). Cette dissociation entre le niveau de protéine et I'activité de
I'échangeur est liée au fait que ce courant d’échange est fortement dépendant du pH et des
concentrations en Na*, Ca?* et ATP intracellulaires, dont les régulations sont perturbées dans
ce type de pathologie (Armoundas et coll., 2003).

Dans les cardiomyopathies dilatées, le remodelage électrique observé est généralement
similaire au remodelage électrique associé a I'hypertrophie. Ainsi, la sous-expression des
canaux K' associée a l'allongement de lintervalle QT est retrouvée dans de nombreux
modéles. Cependant, les variations d’expression des canaux Ca* de type L est plus
controversée (Less et coll.,, 1999; Bodi et coll., 2003). En effet, de nombreuses études
décrivent un allongement de lintervalle QT associé a une réduction de |1 sans modification
du courant Ca?* (Kaab et coll., 1996; Rozanski et coll., 1997; Pacioretty et coll., 1994).

Remodelage électrique et bradycardie consécutive a un bloc auriculo-ventriculaire

D’une maniére générale, la bradycardie chronique est a l'origine d’'un allongement de
lintervalle QT associé a une susceptibilité accrue aux torsades de pointes et a un risque
élevé de mort subite (Kurita et coll, 1992). Ce type de complication est observé chez des
patients présentant un bloc auriculo-ventriculaire (BAV) complet qu’il soit de nature
congénitale ou acquise (Sholler et Walsh, 1989; Gladman et coll, 1996). L’adaptation
intrinséque du coeur a la dissociation électrique entre les oreillettes et les ventricules se
traduit par 'émergence de foyers ectopiques au sein du réseau de His-Purkinje. Le rythme
idioventriculaire généré est plus lent que le rythme sinusal et donc inadéquat a une fonction

efficace des ventricules. Cette défaillance évolue généralement vers [I'hypertrophie
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ventriculaire et est associé a un allongement de l'intervalle QT. La conséquence ultime de ce
processus est I'insuffisance cardiaque (Vos, 2005).

Les premiers modéles animaux en BAV complet ont été développés dés le début du 20°m°
siécle (Erlanger et Blackman, 1910). De tous les modéles animaux, le chien est le plus utilisé
car il a 'avantage de bien supporter le BAV. Contrairement aux petits animaux, il ne
développe pas d’épisodes spontanés d’arythmies mais une susceptibilité accrue aux
torsades de pointes aprés administration d’agents pro-arythmiques (Tsuji et coll, 2002). Chez
le chien, le remodelage électrique observé est antérieur au processus hypertrophique et est
principalement di a une diminution des courants K* a rectification retardée (l«., Iks) et & une
augmentation du courant d’échange Na*/Ca® (Sipido et coll, 2000). En revanche, aucune
variation de la densité du courant |, ou de Ixs n’est observée (Volders, 1999). Chez le lapin, il
est observé en outre une augmentation de la densité de Iks (Suto et coll, 2005). Dans ce
dernier modéle, I'importance du remodelage électrique est proportionnel a 'ampleur de la
bradycardie (Suto et coll, 2005) et n’est pas une conséquence de I'hypertrophie qui apparait
plus tardivement.

Nous avons développé un nouveau modéle de BAV complet chez la souris pour
déterminer la cinétique d’apparition des différents processus et caractériser a large échelle le
remodelage ionique associé. Cette étude génomique n’avait a ce jour jamais été réalisée
dans les autres modéles animaux dont le génome n’est pas entiérement séquencé. En outre,
dans ce modeéle, nous avons voulu vérifier si la variation du courant repolarisant
majoritaire (l,) est a I'origine ou apparait parallélement au processus hypertrophique.
Cette étude fait I'objet d’'un article inclus dans cette thése et fera I'objet d’'une discussion

ultérieure (Bignolais et coll., soumis).

Réle du remodelage électrique dans l'induction du processus hypertrophique

Dans I'hypertrophie, la surcharge calcique intracellulaire générée déclenche I'activation de
plusieurs kinases et phosphatases impliquées dans des processus mitotiques (Vlahos et
coll., 2003). Parmi les phosphatases, la calcineurine a été identifiée comme I'une des voies
impliquées dans linitiation de I'hypertrophie chez la souris (Molkentin et coll., 1998). La
calcineurine est une phosphatase dépendante du Ca* intracellulaire. Elle déphosphoryle le
facteur de transcription NFATc3 (“Nuclear Factors in Activated T cells”) qui peut étre alors
transloqué dans le noyau ou il interagit avec d’autres facteurs de transcription comme
GATA4. Cette interaction permet la transcription de génes impliqués dans le processus
hypertrophique (Molkentin et coll., 1998). Dans une étude récente, il a été montré que
I'activation de la voie de la calcineurine est a I'origine d’'une sous-expression du géne Kv4.2

dans des cardiomyocytes de rats en culture (Perrier et coll., 2004). Dans ce modéle, les
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auteurs ont montré que 'augmentation du Ca?* intracellulaire via les canaux Ca?** de type L
est a l'origine de la diminution du niveau de TARNm de Kv4.2. Cette réduction est prévenue
par un pré-traitement avec un inhibiteur de la calcineurine (FK506) mais pas avec un
inhibiteur de la calmoduline Kinase Il, ce qui suggére que dans ce modéle I'expression de
Kv4.2 est principalement dépendante de la voie de la calcineurine. Chez la souris, il a été
montré que le gradient transmural ventriculaire d’ls est lié a I'expression différentielle de la
calcineurine. En effet, son activité ainsi que celle du facteur de transcription NFATc3 sont
plus importantes dans I'endocarde que dans I'épicarde alors que I'amplitude de ¢ est plus
importante dans I'épicarde que dans I'endocarde. D’aprés les auteurs de cette étude, la voie
calcineurine/NFATCc3 participerait au gradient transmural de |, €n diminuant I'expression de
Kv4.2 dans les couches cellulaires ou son activité est la plus faible (Rossow et coll., 2006).
L’ensemble de ces résulats suggérent qu’l, et le processus hypertrophique seraient liés via
la voie de la calcineurine. Le rble de lxf dans l'induction du processus hypertrophique est
suspectée depuis longtemps mais reste trés controversée (pour revue, Sanguinetti, 2002).
En effet, dans certains modéles animaux, une dissociation entre la variation de l,: et
I'hypertrophie est clairement suggérée (Kuo et coll., 2001; Guo et coll., 2005). A linverse,
d'autres modéles montrent que I'apparition du processus hypertrophique dépend des
variations de I et il a été montré que cette relation dépend de la voie de la calcineurine
(Wickenden et coll., 1999; De Windt et coll., 2000; Sah et coll., 2002; Rossow et coll., 2004;
Lebeche et coll., 2004; 2006). Ainsi, les modifications de I'homéostasie calcique, en
modulant I'expression d’'un certain nombre de canaux, participe au remodelage ionique et

contribuent de maniére indirecte a I'allongement de l'intervalle QT.

I1.B LE SYNDROME DU QT COURT

Le syndrome du QT court se caractérise a 'lECG par un intervalle QT inférieur a 300 ms.
Depuis 2000, différentes études ont montré que ce syndrome représente un facteur de
risque important pour la survenue de troubles du rythme ventriculaires (fibrillation
ventriculaire) et atteint surtout les jeunes enfants et les adolescents (Algra et coll, 1993;
Davies, 1999; Gussak et coll, 2002). En 2004, deux mutations faux-sens sur le geéne KCNH2
(hERG) ont été identifié¢es dans deux familles présentant un syndrome de QT court
héréditaire (Brugada et coll, 2004). Ces deux mutations aboutissent a la méme substitution
N588K au niveau du pore du canal hERG. La ré-expression hétérologue de ce mutant est a
l'origine d’un courant qui ne s’inactive pas et qui présente une cinétique de désactivation
accélérée. Ce gain de fonction contribue a I'accélération de la repolarisation et donc au

raccourcissement de l'intervalle QT. Dans une troisieme famille, aucune mutation sur hERG
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n’a pu étre mise en évidence suggérant que ce syndrome est probablement génétiquement
hétérogéne. En effet, deux autres études ont identifié des mutations sur deux autres canaux.
La premiére réalisée au laboratoire rapporte le cas d'un patient sujet a des épisodes de
fibrillation ventriculaire idiopathique et présentant un intervalle QT anormalement court
(Bellocq et coll, 2004). Chez ce patient, une mutation a été identifiée sur le géne KCNQ1. Il
s’agit de la mutation V307L qui est une mutation gain de fonction. Dans un systéme de ré-
expression hétérologue, la co-expression de la protéine KvLQT1 mutée et de la sous-unité
régulatrice minK est a l'origine d’'un courant dont la cinétique d’activation est fortement
accélérée et un déplacement du potentiel de demi-activation pour des potentiels plus
négatifs est également observé. Plus récemment, le cas clinique d’'une petite fille présentant
un QT court et une onde T asymétrique a I'enregistrement électrocardiographique a été
rapporté (Priori et coll, 2005). L'analyse génétique a permis d’identifier une mutation sur le
géne KCNJ2 (G514A). Cette mutation est une mutation gain de fonction du courant Ixs qui
modélisée informatiquement est a l'origine d’'une accélération de la phase tardive de la

repolarisation.

11.C MECANISMES IONIQUES A L’ORIGINE DES TROUBLES DU RYTHME
ASSOCIES AUX ANOMALIES DE LA REPOLARISATION
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D’un point de vue clinique, la principale manifestation d’'un syndrome de QT long, outre
l'allongement anormal de la repolarisation, réside dans la survenue de torsades de pointes

(TdP) pouvant aboutir a la mort subite. Le nom de «torsade de pointes» a été utilisé pour la
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premiére fois par Dessertenne en 1966 (Dessertenne, 1966). Il désigne une arythmie

ventriculaire polymorphe caractérisée par une succession de complexes QRS d’amplitude
variable. Le terme de «torsades de pointes» a été choisi pour rendre compte de la
morphologie de I'onde R qui donne aux salves de tachycardies un aspect de torsion autour
de la ligne isoélectrique. La fréquence de cette tachycardie est assez variable, de I'ordre de
160 a 330 bpm, et sa résolution spontanée est fréquente. Cependant, il arrive parfois qu’elle

se dégrade en fibrillation ventriculaire (Figure 12).

Figure 12: Exemples typiques d’enregistrements électrocardiographiques d’un rythme sinusal

dégradé en torsades de pointes.

La fibrillation ventriculaire peut aussi étre une conséquence de I'émergence au sein du
myocarde de circuits de réentrées fonctionnels. Les réentrées sont des anomalies de la
conduction relativement complexes qui se propagent dans le tissu cardiaque sous forme

d’'onde simple (tachycardie ventriculaire) ou d’ondes multiples (fibrillation ventriculaire)
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(figure 13). Ces ondes provoquent des réactivations aberrantes du myocarde et sont
favorisées par I'hétérogénéité de la durée des périodes réfractaires et des PA. Leur initiation
est liée aux phénomeénes d’alternances de la durée des PA qui correspond a un déséquilibre

du mécanisme de restitution de la durée du PA (Gilmour, 2003).

Flanar wave Spiral wave Multiple wavelets

Figure 13: Hypothése de I’évolution de I'onde de dépolarisation d’un rythme sinusal physiologique (NSR)
vers la tachycardie ventriculaire (VT) et la fibrillation ventriculaire (VF). Gilmour (2003).

I1.C.1 Torsades de pointes et syndrome de QT long

[1.C.1.a Origines des torsades de pointes

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer la pathogenése des torsades de
pointes. L’hypothése majeure est celle du groupe d’Antzelevitch.

Dans le syndrome de QT long, les torsades de pointes sont induites par des activités
déclenchées liees a l'apparition de post-dépolarisations précoces : les EAD (Early After
Depolarization). Ces post-dépolarisations sont une conséquence directe de la réduction des
courants ioniques repolarisants. Selon Antzelevitch, ces variations ioniques accentueraient
de maniére excessive I'hétérogénéité intrinséque de la repolarisation existant au sein du
myocarde ventriculaire. Cette hétérogénéité serait liée a la présence des cellules M dont le
PA est allongé par rapport aux autres cellules ventriculaires. Dans un contexte de QT long
congénital ou acquis, cette caractéristique des cellules M serait a I'origine d’'une amplification
de la dispersion transmurale de la repolarisation et des périodes réfractaires. Ce mécanisme
fournirait ainsi un substrat aux blocs de conduction et aux phénoménes de réentrées
assurant 'auto-entretien et la propagation de I'arythmie au sein du myocarde (Antzelevitch,
2005).

La bradycardie joue aussi un role capital dans la genése des torsades de pointes (Kurita et

coll, 1992). En effet, plus le rythme cardiaque est lent et plus la durée de la repolarisation
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ventriculaire est allongée. Dans un contexte de bradycardie, la survenue de torsades de
pointes peut étre favorisée par I'hypokaliémie ou par l'administration d’agents pro-
arythmiques (Viskin, 1999). En revanche, dans le cas des bradycardies consécutives a un
BAV complet des épisodes spontanés de torsades de pointes sont observés (cf. § II.A.2.b).
Enfin, la bradycardie par son effet sur l'intervalle QT et la durée des périodes réfractaires
accentue I'’hétérogénéité de la repolarisation ventriculaire, ce qui, comme nous venons de le

voir est un facteur arythmogéne important.

Hétéroaénéité intrinséaue de la repolarisation

Origines du QT long :
o Mutations canaux ioniques
Cardiomyopathies (CMH et CMD)
Agents pharmacologiques

Allongement de la durée de la repolarisation
(cellules M)

Hétérogénéité intrinséque )
de la repolarisation accrue 'dr:d:gm“

Torsades de pointes

Figure 14: Théorie du mécanisme d’induction des torsades de pointes dans le syndrome de QT long
CMH=cardiomyopathie hypertrophique, CMD=cardiomyopathie dilatée, EAD=post-dépolarisation précoces, cellules
M=cellules du midmyocarde,

[1.C.1.b Mécanismes ioniques a l'origine des torsades de pointes : les EADs

Les EADs prennent naissance le plus souvent dans le réseau de Purkinje ou dans la région
sous-épicardique du myocarde ventriculaire riche en cellules M, dont les PA sont les plus
longs et les plus sensibles a la fréquence cardiaque (Antzelevitch et coll., 1991)

Une EAD est une dépolarisation du potentiel membranaire qui survient avant la fin de la
repolarisation et induit une interruption ou un retard de la repolarisation normale du PA
(Cranefield, 1977, Cranefield et Aronson, 1991). Les oscillations du potentiel de membrane
surviennent soit a la fin du plateau du PA, soit au cours de la phase rapide de la

repolarisation (figure 15). Dans le premier cas, les EAD sont portées par le courant Na*
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(Inajate), '€changeur Na*/Ca?* et par le courant entrant non spécifique activé par le Ca?". Dans
le second cas, elles sont portées par le courant Ca** de type L.

De nombreuses observations expérimentales (Sicouri et coll., 1994) ainsi que des modéles
informatiques (Luo et Rudy, 1994) ont permis de montrer que les conditions qui tendent a
augmenter la durée du PA favorisent 'émergence d’EAD. Ainsi, les patients atteints du
syndrome de QT long sont potentiellement plus susceptibles de déclencher des troubles du

rythme par la survenue d’EAD.

Post-dépolarisation . .
précoce <«4—— PA déclenché

Activité répétitive

=
—
.."- -_. E
<

Figure 15: Post-dépolarisations précoces. Si 'amplitude de la post-dépolarisation est suffisante, un
second potentiel d’action peut étre généré alors méme que la repolarisation de la cellule cardiaque n’est par
terminée. L’activité déclenchée peut étre unique ou répétitive.

[1.C.2 Réle du phénoméne d’alternance dans la genése des troubles du rythme

La durée du PA est fortement dépendante de l'intervalle diastolique qui le précéde. En effet,
plus lintervalle diastolique est court et plus la durée du PA qui suit sera courte et
inversement. Cette relation dynamique correspond au concept de restitution de la durée du
PA (Nolasco et Dahlen, 1968) (figure 16). Elle se caractérise par une droite dont la pente p
donne une indication sur la survenue de troubles du rythme. Ainsi, lors d’une stimulation a
fréquence élevée, si p = 1, une alternance d’amplitude et/ou de morphologie des PA est
observée d'un cycle cardiaque a I'autre. Ces variations sont source d’une grande instabilité
électrique et peuvent étre le précurseur d’arythmies comme la fibrillation ventriculaire en

favorisant les circuits de réentrée (Pastore et coll., 1999). Ce phénomeéne d’alternance serait
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d@ principalement aux variations du Ca?" intracellulaire et des amplitudes de Ic. et de Ik (Fox

et coll., 2002).
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Figure 16: Principe de restitution de la durée du PA. (a)définition de la durée du PA (APD), de l'intervalle diastolique (DI),
de la durée d’'un cycle cardiaque (CL). La durée du n+1 eme PA (APDn+1) est une fonction de l'intervalle diastolique qui le
précede (Diln).(b) graphique représentant la relation entre la durée du PA( ordonnée) en fonction de la durée de l'intervalle
diastolique précédent (abscisse). (c) graphique représentant la relation entre la durée du PA (ordonnée) et la durée du cycle
(abscisse) X : cycle physiologique, e: durée de 'APD au cours de PA courts, o: durée de 'APD au cours de PA longs.

D’aprés Gilmour (2003).

I1.C.2.a Réle des courants K*

Dans son modéle informatique du PA ventriculaire, I'équipe de Gilmour a montré que les
alternances de la durée de la repolarisation peuvent étre supprimées en augmentant
'amplitude des courants Ik, Ik et Iks (Fox et coll., 2002). Sur le plan expérimental, la sur-

expression du canal hERG par transfection adénovirale dans les myocytes ventriculaires de

chien supprime I'apparition des alternances lors de cycles rapides de stimulation (Hua et

coll.,, 2004). L’augmentation de Ik, semble donc avoir un effet anti-arythmique certain,

notamment pour des rythmes cardiaques rapides. Chez la souris transgénique sur-

exprimant le canal hERG, nous avons également observé cet effet protecteur. L’article

publié en 2004 est inclus dans cette thése et fera I'objet d’'une discussion ultérieure (Royer,

Demolombe et coll., 2005).
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[1.C.2.b Réle du Ca?* intracellulaire

Le rble prépondérant du Ca? intracellulaire et de sa régulation dans la genése des
alternances est défendue principalement par les travaux de I'équipe de David Eisner (pour
revue: Eisner et coll., 2006). Dans des conditions physiologiques, le Ca*" qui pénétre par les
canaux Ca®* de type L va activer les récepteurs a la ryanodine, qui sont des canaux Ca*
exprimés a la surface du RS. Cette activation permet la libération des stocks de Ca? du RS.
Le Ca?* est ensuite soit recapté dans le reticulum par la SERCA2 soit extrudé de la cellule
par I'échangeur Na*/Ca®* (figure 17A). Dans des conditions d’instabilité du niveau de Ca®
intracellulaire, ce mécanisme de rétrocontrole est défaillant et le stock de Ca?* du RS varie
d’un cycle a l'autre. Ces variations peuvent étre dues a une diminution de la quantité de Ca*
recapté par I'échangeur Na*/Ca?*, la conséquence directe étant une augmentation du niveau
de Ca?* disponible pour le battement suivant, et donc une contraction beaucoup plus large.
Au cycle suivant, les stocks du réticulum étant faible, la transitoire calcique résultante ne
permet pas le déclenchement d’'une contraction efficace permettant ainsi la reconstitution
des stocks du reticulum (figure 17B). Une autre cause des alternances du Ca®" pourrait étre
liée a une perte de synchronisme entre la recapture par la SERCA2 et le relarguage du Ca?*
par les récepteurs a la ryanodine. Ce défaut pouvant étre la conséquence d’un délai dans la
diffusion du Ca?" au sein du réticulum ou a une levée d’inactivation des récepteurs a la
ryanodine beaucoup plus lente (Kodama et coll., 2004).

Les canaux Ca* de type L participent aussi aux mécanismes d’alternances électriques. En
effet, durant un intervalle diastolique long, les canaux Ca* de type L sont totalement
réactivés et le courant résultant augmente d’autant la durée du plateau du PA. La
conséquence principale de cette augmentation est une libération massive de Ca®* par le
réticulum sarcoplasmique qui va inactiver les canaux Ca®. Ce PA long est suivi par un
intervalle diastolique court au cours duquel la levée d’inactivation des canaux Ca?* est
partielle. Le courant résultant Ic. est faible et est a I'origine du raccourcissement de la phase
de plateau du PA qui suit. Cette réduction de la phase de plateau permet la reconstitution du
stock Ca*" du reticulum sarcoplasmique. Un nouveau cycle peut alors démarrer (Gilmour,
2003).
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Figure 17. Régulation du Ca* intracellulaire en condition physiologique (A) et en condition d’alternance
électrique (B). D’aprés Eisner DA. et coll. (2006)
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Ill. HERG ET LE SYNDROME DU QT LONG ACQUIS : UNE CIBLE
PRIVILEGIEE DES AGENTS PHARMACOLOGIQUES

Chez 'Homme, la phase de repolarisation du PA ventriculaire est largement dépendante du
courant K* retardé Ik dont les deux composantes principales sont les courants Ik et Iks. Ces
deux courants peuvent étre facilement différenciés sur la base de leurs propriétés
biophysiques et pharmacologiques. I« est la composante de Ik sensible a I'agent anti-
arythmique de classe Il E-4031 (Sanguinetti et Jurkiewicz., 1990). Dans le chapitre
précédent, nous avons vu que le réle critique de hERG dans la repolarisation apparait soit
dans un contexte de mutations du géne KCNH2 (syndrome du QT long congénital) soit lors
du blocage du canal par des agents pharmacologiques (syndrome du QT long acquis).
L’inhibition d’lx, par de fortes doses d’agents pharmacologiques comme la quinidine et le
sotalol est connue depuis longtemps. D’autres médicaments non cardiaques comme des
antihistaminiques, des antibiotiques ou encore des antipsychotiques présentent cet effet
secondaire indésirable et peuvent étre a I'origine d’arythmies ventriculaires et de mort subite
(Haverkamp et coll., 2000). Cette caractéristigue de hERG serait due en partie a la structure
de son pore différente de celle des autres canaux K* dépendant du potentiel.

Dans cette derniére partie introductive, nous verrons d’abord comment la structure
moléculaire de ce canal explique les propriétés biophysiques et pharmacologiques uniques
du courant lx.. Puis, nous traiterons de la sensibilité de hERG vis a vis d’'une grande variété
de molécules et des contraintes générées par cet effet indésirable dans le cadre du
développement pré-clinique des médicaments. Enfin, un paragraphe sera consacré aux

développements actuels des tests de screening a haut débit des inhibiteurs de hERG.

[IILA RELATION STRUCTURE - FONCTION

Le courant Ik s’active pour un potentiel seuil de =50 mV environ et atteint son maximum pour
un potentiel de 0 mV (Sanguinetti et coll., 1995). Au dela, la relation courant-potentiel de I«
présente une réduction de pente caractéristique (figure 18). Ce phénoméne est une

conséquence directe du processus d’inactivation du canal (Spector et coll., 1996a).
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Figure 18: Relation courant potentiel du courant I«.. A et B. Enregistrements obtel.uc uaiio wii 1ivucie we FE-eXpression

hétérologue dans I'ovocyte de xénope. La membrane de I'ovocyte est stimulée avec des sauts de potentiel de 4 s entre —50
mv et +40 mV. Par souci de clarté, les traces entre =50 mV a —10 mV (A) et 0 a + 40 mV (B) ont été représentées séparément
.C. Relation courant-potentiel obtenue a parti des enregistrements en A et B. D’aprés Sanguinetti et coll., 1995

L’inactivation du canal se produit pour des potentiels plus négatifs que ceux nécessaires a
son activation (Vo5 inactivation = = 85 MV; Vo5 activation = - 20 mV). Cette propriété particuliére limite
la contribution du courant I, dans la phase de plateau du PA ventriculaire mais lui donne un
réle crucial lors de la phase tardive de la repolarisation. En effet, au cours de la phase 2 de
la repolarisation, le canal est inactivé et c’est seulement en début de phase 3 que la
réactivation du courant est suffisante pour influer sur le décours de la repolarisation. Au
cours de la phase tardive, le retour progressif vers des potentiels membranaires plus

électronégatifs favorise la désactivation du courant (figure 19).
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Figure 19: PA-clamp ventriculaire. Courant E-4031 sensible typique (bleu) obtenu aprés la
stimulation d’'une cellule COS-7 transfectée avec le canal hERG. La stimulation correspond a un PA
ventriculaire humain (tracé noir) (PCL=1000ms). D’aprés Royer et coll., 2005.
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Sur la base des propriétés du courant unitaire, un modéle cinétique du fonctionnement du
canal a été proposé (Kiehn et coll., 1998). Dans ce modéle, hERG présente 3 configurations
fermées (notées de C1 a C3), une configuration ouverte (O) et une configuration inactivée
(). Les transitions entre ces différentes configurations se font selon des mécanismes

dépendant du potentiel (figure 20). |

(0 (0
ai | | B
a._ aa
C3«— C2+<—2C1+<— 0

B, P

;(i)%l;re 20: Modéle de Markov des différentes configurations du canal hERG. D’aprés Clancy et Rudy,
Les changements conformationnels (“gating”) mis en jeu lors de ces ftransitions ont été
étudiés par des expériences de fluorimétrie (Smith et Yellen, 2002). Dans ces expériences,
une sonde fluorescente marquant 3 résidus consécutifs situés a I'extrémité N-terminale du
segment S4 a permis de corréler les mouvements du “voltage-sensor” aux propriétés du
courant ionique. Les auteurs de ce travail distinguent deux cinétiques de variation de
fluorescence:

e une composante rapide qui correspond aux cinétiques d’inactivation et de levée

d’inactivation (transition O-I)
* une composante lente corrélée aux cinétiques d’activation et de désactivation du
canal (transition O-C)
Ces processus d’activation / désactivation et d’inactivation / levée d’inactivation dépendent

de réarrangements moléculaires précis entre différents domaines de la sous-unité a.

IlI.A.1 Structure de la sous-unité a

Le canal hERG appartient a la superfamille des canaux K* a six segments
transmembranaires et un pore (cf. § 1.B.3.b). Comme tous les canaux K" dépendant du
potentiel, chaque sous-unité a se subdivise en deux modules fonctionnels. Le premier
module, ou module S1-S4, est a l'origine de la détection des variations du potentiel
membranaire. Cette fonction est assurée principalement par le segment S4 ou “voltage-
sensor” qui posséde 7 acides aminés chargés positivement répartis le long du segment S4
tous les 3 a 4 résidus (Tseng, 2001). Le second module est constitué des hélices S5-S6

reliées par une boucle P. Au sein du tétrameére, les quatre modules S5-S6 se font face et
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délimitent le pore du canal du coté extracellulaire. L’extrémité intracellulaire du pore ou
vestibule est délimitée par les extrémités C-terminales des hélices a S6 (Mitcheson et coll.,
2000a).

Voltage-sensor

Hélice a du pore

Milieu extracellulaire

PAS
Milieu intracellulaire a\‘

Figure 21 : Topologie de la sous-unité a du canal hERG.

IllLA.1.a Le pore

Le filtre de sélectivité Thr-Val-Gly-Tyr-Gly des canaux K* dépendant du potentiel est localisé
au niveau de I'extrémité C-terminale de la boucle P soit du coté extracellulaire du pore.
(Long et coll., 2005a). Dans le canal hERG, la thréonine est substituée par une sérine et la
tyrosine par un résidu phénylalanine (Ser-Val-Gly-Phe-Gly). Ces substitutions sont sans
conséquence sur la perméabilité aux ions K* (Sanguinetti et Tristani-Firouzi, 2006).
Cependant, d’autres mutations de cette séquence sont a l'origine d’'une perte de sélectivité
du canal au K* (Lees-Miller et coll., 2000; Teng et coll., 2003).

Une autre particularité du pore de ce canal est 'absence du motif pro-X-pro qui est présent
au sein du pore des autres canaux Kv et permet une courbure de I'hélice S6. Dans son
étude de cristallisation du canal Kv1.2, 'équipe de MacKinnon a identifié ce motif comme un
des éléments du pore qui participe au mécanisme de couplage entre le pore et le “voltage-
sensor ” (Long et coll., 2005b) (cf. § 1.B.1). En lieu et place de ce motif, hERG possede la
séquence lle-Phe-Gly. Lfintroduction du motif pro-X-pro dans le pore de hERG est a l'origine
d'un courant qui ne se désactive pas et qui est moins sensible aux inhibiteurs de hERG

(Fernandez et coll., 2004). Ces résultats suggérent que la séquence lle-Phe-Gly est capitale
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au bon fonctionnement du canal. La perte de sensibilité pharmacologique étant
probablement due, selon les auteurs, aux changements conformationnels déficients au sein
du canal muté.

Au sein du pore se trouvent des résidus qui constituent la base structurale des mécanismes
d’inhibition par les agents pharmacologiques. Ces résidus sont situés au niveau du segment
S6 (Tyr652, Phe 656) et de la boucle P (Thr623 et Ser624) (Kamiya et coll., 2006). La mise
en évidence de l'implication de ces acides aminés dans linhibition pharmacologique de
hERG ainsi que les mécanismes d’interactions entre ces résidus et différentes molécules

seront discutés dans le chapitre suivant.

a

b

Channel 56 domain sequence
[TF] 219
hKv1.5 GGKIVGSLCATAGVLTHALPEFIVIVSNF
389 416
hkv2.1 LGKIVGGLCCIAGVLVEALPHPIIVNNF
412 435
hKv3.1 SGMLVGALCALAGVLTHAMPEPIVIVNNF
382 A09
hkv4.2 AGKIFGSICSLSGVLVEALUPEPVIVSNF
239 256
hKCNQLVGKTIASCFSVFAISFEALPRAGI LGSGF
475 502
hEAG ITEKIFAVAIMMIGSLLEAT/IEGNVTTIF
636 663
hERG SEKIFSICVMLIGSLMEAS|/IEENVSATI

Figure 22: Localisation des résidus Tyr-652 et Phe-656 dans le domaine de S6 et alignement des acides
aminés de ce segment pour hERG et d’autres canaux Kv. Fernandez et coll., 2004

[11.A.1.b Voltage-sensor

Dans I'étude de Smith et Yellen, I'analyse par fluorimétrie du déplacement du segment S4
suggeére qu’il existe deux types de mouvements (lents et rapides) du segment S4, et que ces
mouvements précédent 'ouverture du canal (Smith et Yellen, 2002). La composante lente du
déplacement du S4 lors de la dépolarisation est le facteur limitant associé aux cinétiques
lentes d’activation et de désactivation du courant. Des expériences de mutagenése dirigée

sur les arginines et les lysines du segment S4 ont permis de mettre en évidence le role
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particulier des acides aminés R531 et R534 dans la stabilisation du canal a I'état ouvert,
'acide aminé K525 étant plutét impliqué dans la stabilisation du canal a I'état fermé (Subbiah
et coll., 2004). Les segments S1 et S2 participeraient aussi a ces mécanismes. En effet, la
substitution par des cystéines de certains résidus chargés négativement induit, lors d’'un
traitement par le DTT (dithiothreitol), des modifications importantes des processus

d’activation et de désactivation (Liu et coll., 2003).

I11.A.2 Extrémités N et C-terminales

L’extrémité N-terminale

La boucle N-terminale de la sous-unité a comporte un domaine PAS (PAS: acronyme des
noms des produits des génes Per, Arnt, Sim) qui est une structure tertiaire de 135 acides
aminés composeée d’hélices a et de feuillets 3. Ce motif est connu pour étre impliqué dans
les mécanismes d’interactions protéines-protéines qui participent notamment aux processus
de régulation transcriptionnelle chez les eucaryotes (Morais Cabral et coll.,, 1998). Dans le
canal hERG, cette structure n’aurait vraisemblablement pas ce type de fonction mais serait
plutét impliquée dans la tétramérisation et le contréle du transport de la protéine vers la
membrane plasmique. Une mutation de ce domaine (T65P) est en effet associée a une
rétention des canaux mutés dans les compartiments intracellulaires (Paulussen et coll.,
2002). En outre, ce motif interagirait directement avec la boucle intracellulaire S4-S5 et
participerait ainsi au processus de désactivation du courant (Chen et coll., 1999; Wang et
coll., 1998).

L’extrémité C-terminale

L’extrémité C-terminale comporte un domaine de liaison aux nucléotides cycliques (CNBD).
Des mutations dans ce domaine sont a I'origine d’'une rétention des canaux mutés dans les
compartiments intracellulaires (Akhavan et coll., 2005). Cependant, la fixation de 'AMPc sur
ce site ne provoque qu’'une légére variation de la dépendance au potentiel de I'activation
(Cui et coll., 2000). Les nucléotides cycliques ne participeraient donc pas a la régulation de
I'activation de hERG.

D’un point de vue structural, la présence de ce domaine suggére que hERG se rapprocherait
du canal eag de la drosophile. En effet, le canal eag est un canal K* dépendant du potentiel a
6 segments transmembranaires et un pore dont la structure est proche de celle de hERG (le
canal eag comme hERG ne posséde pas le motif pro-X-pro des canaux K" dépendant du

potentiel) (Sanguinetti et Mitcheson, 2005). Il posséde un site de fixation aux nucléotides
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cycliques mais, contrairement a hERG, son activation est modulée par 'AMP. (Briggemann
et coll., 1993). Ces deux canaux eag et hERG pourraient dériver d’'un ancétre commun avec
les canaux sensibles aux nucléotides cycliques (CNG) (Jan et Jan, 1992). Les canaux CNG
conduisent préférentiellement le Na* et le Ca* et participent aux mécanismes de
transduction sensorielle dans les systémes olfactif et visuel. lls comportent 6 segments
transmembranaires, une boucle P et un segment S4 alors que leur activation est totalement
indépendante du potentiel (Jan et Jan., 1990). Dans leur étude de 1997, Tang et Papazian
se sont intéressés au segment S4 des canaux CNG. Leur but était de comprendre pourquoi
ce segment n’assure pas la fonction de “voltage-sensor” alors qu'’il présente une structure
riche en acides aminés chargés positivement. lls ont ainsi démontré que le segment S4 du
canal rolf (“rat olfactory channel”) assure une fonction de “voltage-sensor” quand il est
introduit en lieu et place du segment S4 du canal eag (Tang et Papazian., 1997). En
revanche, la substitution de la boucle S3S4 de eag par la boucle S3S4 de rolf est a I'origine
d’'un déplacement de la courbe d’activation du courant vers des potentiels hyperpolarisés.
Cette déstabilisation de I'état ouvert du canal serait due principalement en partie a un résidu
localisé en position 345 de la boucle S3S4 de eag. En effet, la neutralisation de I'arginine
345 (substitution A345R ou A345E) induit une déstabilisation de I'état ouvert du canal ce qui
se traduit par une activation pour des potentiels membranaires plus négatifs que pour le
canal sauvage (figure 23). Ainsi, dans le canal eag, la boucle S3S4 jouerait un réle important

dans la régulation des mécanismes de transduction des mouvements du “voltage-sensor”.

10
eag A A345R eag | A
extracellular
A . [ U i /
RIiH
of 7] % -200 -100 +50
s1 s2 s3 S4 S5 ° S6 r T T T 1
VvV (mV)
intracellular
NH COOH ]
B s3 $3-S4 loop sS4
[ -10 4

m m e e o
| | |

0
1
Eag qj%w LBYDVENAFDRDEDGIGSLFSA LRLGEVVRKLDRYLE

Rolff  FKLDVASIIPTDLIYF......AVGIE LHFARMFEFFDRTET

HeFIT pEEEDT  MLATLRNIRLVRVERIFKLSRHSK

LNLPKAPVSPQDKSSNQA

C Eag Rolf

= [l

1mM cGMP

Figure 23: Traces de courants typiques obtenues a partir d’'un ovocyte injecté avec ’ARNm de eag ou de
A345R eag. Le protocole utilisé pour activer le courant du canal eag consiste en des sauts de potentiel d’'une durée
de 150 ms variant de —80 mV a +70 mV par incréments de 10 mV. Ces stimulations sont appliquées a partir d’'un
potentiel de repos de —90 mV. Pour le canal mutant, les sauts de potentiels varient entre —130 mV et +70 mV par
incréments de 20 mV et sont d’'une durée de 250 ms. lIs sont appliqués a partir d’'un potentiel de repos de —150 mV.
D’aprés Tang et Papazian, 1997

canal hERG a conservé ce rbéle majeur de la boucle S3-S4 dans les mécanismes de
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transduction des variations du potentiel membranaire. Notre but était d’obtenir un canal, qui,
contrairement aux autres mutants existant, conserve un pore intact et donc une sensibilité

aux agents pharmacologiques non modifiée.

l1.B PROPRIETES DU COURANT MACROSCOPIQUE

1l1.B.1 Bases moléculaires de l'activation et de la désactivation

Dans la plupart des canaux Kv, le mécanisme d’activation reposerait sur l'interaction de la
boucle intracellulaire S4-S5 et de I'extrémité cytoplasmique C-terminale du segment S6 (cf. §
[.B.2.b). Cette interaction existerait vraisemblablement dans le canal hERG car des
mutations de la boucle S4-S5 et/ou de la boucle C-terminale de S6 modifient fortement la
dépendance au potentiel et les cinétiques d’activation et de désactivation du canal
(Sanguinetti et Xu, 1999; Lees-Miller et coll., 2000; Ferrer et coll., 2006).

Contrairement aux autres canaux Kv, hERG ne posséde pas de motif pro-X-pro dans le
segment S6 mais un motif Phe-lle-Gly. La substitution des prolines de ce motif par des
glycines ou des alanines modifie considérablement les propriétés biophysiques des canaux
Kv suggérant que ce motif participe a la constitution de la porte d’activation (Labro et coll.,
2003). En effet, les prolines de ce motif, en formant des coudes dans la structure de I'hélice
a, conférent au segment S6 la flexibilité nécessaire pour I'ouverture du canal. Dans le
segment S6 de hERG, on retrouve une glycine (en position 648) également trés conservée
au sein de la famille des Kv et des canaux KcsA (canal K* de la bactérie Streptomyces
Lividans) et MthK (canal K* dépendant du Ca* de la bactérie Methanobacterium
thermoautrophicum). Cette glycine est située au niveau de la zone charniére permettant la
flexibilité du canal (Jiang et coll., 2002). Cependant, la mutation de ce résidu n’empéche pas
'ouverture du canal (Mitcheson et coll., 2000a).

D’aprés les derniers travaux du groupe de McKinnon (Long et coll., 2005a), la courbure de
S6 favoriserait linteraction entre son extrémité C-terminale et la boucle S4-S5. Ce
rapprochement moléculaire serait a I'origine de la constriction plus ou moins importante de

I'entrée du pore des canaux Kv (figure 24).
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Figure 24: Interaction entre le voltage-sensor et le pore de Kv1.2. (A) Le segment S6 (gris et vert) comporte un motif Pro-Val-Pro
qui correspond aux résidus 405 to 407 figurés en jaune, la boucle S4-S5 et le segment S5 de la méme sous-unité (residus 311 a
342) sont représentés en gris et en vert. Les atomes de carbone des chaines latérales de la boucle S4-S5 sont représentés en
jaune, les atomes d’oxygéne en rouge et d'azote en bleu. Vue latérale du canal a proximité de l'interface du milieu intracellulaire (en
bas) et de la bicouche lipidique (en haut). (B) Les sphéres rouges représentent les résidus de la boucle S4-S5 qui sont en contact
direct avec les résidus du segment S6 (sphére bleue) (C) Vue latérale de la conformation ouverte du canal montant les interactions
physiques entre les boucles S4-S5 (rouge), les segments S5 (gris) et les segments S6 (bleu) de chaque sous-unité. (D) Modéle
hypothétique du processus de désactivation du canal Kv1.2 La transition de I'état ouvert a I'état fermé résulterait d’'un déplacement
vers le coté intracellulaire de I'extrémité N-terminale de la boucle S4-S5. Sur les représentations (A) a (D) les sphéres vertes
représentent les ions K*. D’aprés Long et coll., 2005b.

D’un point de vue fonctionnel, il a été montré que des mutations de résidus acides de la
boucle S4-S5 (D540 et E544) en résidus basiques ou neutres altérent les cinétiques
d’activation et de désactivation du courant (Sanguinetti et Xu, 1999; figure 25). La mutation
D540K a un effet particulierement marqué puisqu’elle déstabilise la conformation fermée du
canal qui devient alors capable de s’ouvrir en réponse a une hyperpolarisation membranaire,
soit pour des valeurs de potentiel ou le canal sauvage est normalement stabilisé a I'état
fermé. L’acide aspartique 540 de hERG semble donc participer au couplage entre le
segment S4 et la porte d’activation. Les auteurs de cette étude proposent que la boucle S4-
S5, en réponse aux mouvements de S4, peut venir interagir avec la face interne du pore et

stabiliser le canal a I'état fermé.

74



Introduction

D540K HERG - prepulse

A C
i

| |
_100_‘— -110 mV

WT HERG

D D540K HERG - no prepuise
1uA t

\\ .
\\N

Figure 25: Le canal D540K HERG est ouvert pour des potentiels hyperpolarisés mais pas le canal sauvage A, protocole
utilisé en potentiel imposé et permettant d’observer les courants activés par I'hyperpolarisation. B, Courants macroscopiques
observés a partir d’'un ovocyte exprimant le canal hERG. La repolarisation membranaire genére un courant présentant deux
phases. Une premiére phase correspond a un courant transitoire entrant lié a la levée d’inactivation. Cette transitoire est suivie
par un courant qui décroit progressivement au cours du temps (désactivation). C, Courants macroscopiques observés a partir
d’'un ovocyte exprimant le canal D540K hERG. La repolarisation membranaire induit une transitoire entrante similaire a celle
du canal sauvage. Cependant, contrairement a hERG, le courant du canal D540K présente une lente augmentation du
courant ou réactivation qui est d’autant plus importante que le potentiel imposé est négatif. D, Réactivation par
I'hyperpolarisation du courant généré par le canal D540K HERG. Les potentiels hyperpolarisants sont appliqués a partir d’'un
potentiel de repos de -100 mV sans dépolarisation préalable. Ces courants ont été enregistrés a partir du méme ovocyte qu’en
C. D’aprés Sanguinetti et Xu (1999).

Dans une autre étude, la méme équipe a montré que la mutation R665A, située sur
l'extrémité C-terminale du segment S6, supprime le phénomeéne d’ouverture induit par
I'hyperpolarisation du canal mutant D540K (Tristani-Firouzi et coll., 2002).

Dans le canal sauvage, il existerait donc une interaction électrostatique entre I'arginine 665
située sur la boucle S4S5 et I'acide aspartique 540 situé au niveau de la porte d’activation du
canal. Cette interaction stabilise le canal a I'état fermé lors de I'’hyperpolarisation. Plus
récemment, I'utilisation de chiméres entre hERG et le canal EAG a permis de déterminer les
résidus de la boucle S4-S5 et de I'extrémité C-terminale de S6 qui sont indispensables a
l'activation du canal (Ferrer et coll., 2006). Dans cette méme étude, I'oxydation des résidus
cystéines situés en lieu et place des résidus natifs d’intérét a permis de mettre en évidence

de fagon claire la proximité moléculaire ainsi que I'existence d’une interaction fonctionnelle
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entre ces deux régions. L’ensemble de ces résultats suggére que la boucle S4S5 agit
comme un transducteur des mouvements du segment S4 sous l'effet des variations du
potentiel membranaire. Cependant, a I'heure actuelle, aucune interaction moléculaire directe
n’a pu étre mise en évidence que ce soit dans le canal hERG ou dans les autres Kv.

Le domaine N-terminal du canal hERG joue un rdle clé dans le processus de désactivation.
En effet, la délétion des acides aminés 2 a 354 (A2-354) (Spector et coll., 1996a; Wang et
coll., 1998) ou 2 & 373 (A2-373) (Schonherr et Heinemann, 1996) de ce domaine induit une
accélération de la désactivation. D’autres travaux ont par la suite montré que seule la
séquence 2-16 est déterminante dans la régulation de la désactivation par le domaine N-
terminal (Wang et coll.,, 2000). Les auteurs de cette étude ont démontré que ce peptide

stabilise le canal dans sa conformation ouverte en interagissant avec la boucle S4S5.

Il1.B.2 Bases moléculaires de l'inactivation

L’inactivation rapide du canal est altérée principalement par des mutations de la boucle P
(boucle S5-P) et/ou de la partie C-terminale du segment S6 (Schonherr et Heinemann, 1996;
Fan et coll., 1999). Ces mutations sont localisées sur des positions équivalentes a celles qui
dans le canal shaker sont a 'origine d’'une suppression de l'inactivation de type C (Hoshi et
coll., 1991). Dans le canal shaker, l'inactivation de type C résulte d’'un réarrangement
conformationnel simultané des quatre sous-unités a (Panyi et coll., 1995). Ce réarrangement
induit une réduction du diametre du pore du cété extracellulaire et empéche le passage des
ions K* (Starkus et coll., 1997). L’inactivation de hERG est supprimée par la mutation S631V
qui est 'homologue de la mutation T449V a l'origine de I'élimination de l'inactivation de type
C du canal shaker (Zou et coll., 1998). L'inactivation de hERG n’est cependant pas affectée
par la suppression de la boucle N-terminale qui dans le canal shaker supprime l'inactivation
rapide de type N (Spector et coll., 1996a). L'inactivation de hERG procéde donc uniquement
d’'un mécanisme de type C mais qui est beaucoup plus rapide que celui des autres canaux
Kv. Cette différence cinétique pourrait étre due a une flexibilité plus grande des éléments du
pore de hERG par rapport a ceux du canal shaker permettant une constriction plus rapide du
diamétre du pore (Fan et coll., 1999). Cette différence pourrait aussi étre liée a la taille de la
boucle S5-P de hERG (39 acides aminés) qui est beaucoup plus longue que celles des
autres canaux Kv (5 a 10 acides aminés en moyenne) (Tseng, 2001). Dans la boucle S5-P
du canal shaker, au niveau du filtre de sélectivité, il existe des résidus capables d’établir des
liaisons hydrogéne entre eux. Ces résidus qui sont trés conservés dans de nombreux
canaux Kv, ne sont pas retrouvés dans la séquence de hERG. Les liaisons hydrogéne

permettent la stabilisation du pore dans une conformation ouverte. L’absence de ces liaisons
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pourrait ainsi expliquer la plus grande flexibilité des mouvements du pore de hERG (Tseng,
2001).

D’autres études biophysiques se sont intéressées aux relations existant entre les
mouvements du “voltage-sensor’ et les cinétiques d’activation et dinactivation. Des
expériences de “cysteine-scanning” sur une cinquantaine de résidus bordant le pore ont
permis de proposer un modéle selon lequel les déplacements de I'hélice a du pore sont
couplés aux mouvements du “voltage-sensor”. Lors de la dépolarisation, I'orientation de cette
hélice dans le pore est modifiée, obstruant sa face externe et provoquant I'inactivation du
canal (Liu et coll., 2002). Une étude portant sur la mesure des courants de porte semble
suggérer que le déplacement rapide de charges associé a linactivation de hERG est
dépendant du déplacement lent de charges associé a I'ouverture du canal. Les auteurs de
ce ftravail suggérent donc que le processus dinactivation serait en partie couplé au

processus d’activation (Piper et coll., 2003).

En résumé,

le processus d’activation dépendrait de I'interaction électrostatique entre des résidus
spécifiques de la boucle S4-S5 (acide aspartique 540 principalement et acide
glutamique 544) avec I'extrémité C-terminale du segment S6 (arginine 665). Ce
processus dépendrait également de la présence du motif Phe-lle-Gly.

Le processus de désactivation serait dii a I'interaction des quatre boucles N-terminal
intracellulaires du canal (résidus 2-16) avec la boucle S4S5.

L’inactivation reposerait principalement sur I’existence de résidus situés dans la
boucle S5-P et/ou dans la partie C-terminale du segment S6. Un seul résidu clé a été
identifié: la sérine 631 dont la mutation est a lPorigine d’une suppression de

'inactivation de type C.

[1.C REGULATIONS DE LA CONDUCTANCE UNITAIRE

I11.C.1 Sensibilité aux cations monovalents

L’élévation de la concentration extracellulaire en K* provoque une augmentation du courant
généré par le canal hERG (Sanguinetti et coll., 1995). Cet effet est paradoxal puisque
laugmentation de la concentration en K* extracellulaire ([K*]e) induit une réduction du
gradient électrochimique de part et d’autre de la membrane, ce qui par conséquent, diminue
la force électromotrice a I'origine du déplacement des ions K*. L’augmentation de [K*]. est a
I'origine d’'une réduction de l'inactivation de type C et une augmentation de la conductance
unitaire du canal (Yang et coll., 1997a; Wang et coll.,, 1997). L’élévation de [K']. pourrait

aussi induire de maniére compétitive une diminution de I'inhibition induite par le Na*.
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Dans des systémes de ré-expression hétérologue et en absence de K*, il a été en effet
montré que I'élévation de la concentration en Na* extracellulaire ([Na*]e) inhibe le courant
(ICso 3 mM) en se fixant a 'extrémité extracellulaire du pore et accélére aussi la cinétique de
levée d’inactivation (Mullins et coll., 2002). En 2004, la méme équipe a montré que ces effets
dépendent du potentiel et plus précisément des changements conformationnels induits lors
de la dépolarisation membranaire (Mullins et coll., 2004). En étudiant la sensibilité au [Na*].
du courant généré par le canal mutant D540K (cf. § Ill.B .1), les auteurs ont montré que le
courant activé par I'’hyperpolarisation est augmenté par le Na’. tandis que le courant activé
par la dépolarisation est lui inhibé. Cette étude a permis de mettre en évidence une relation
nette entre linhibition du Na’. et les changements conformationnels induits par la
dépolarisation et plus précisément sur l'inactivation.

Dans une étude récente, l'effet conformation-dépendant du Na‘*. a été confirmé dans un
modéle de ré-expression hétérologue de canaux mutés ne s’inactivant pas ou présentant
une accélération de la cinétique d’inactivation (Gang et Zhang, 2006). Les auteurs de ces
travaux ont montré qu’en absence de K%, le canal hERG est capable de générer un courant
Na® uniqguement dans la conformation inactivée. lls distinguent en fait deux sous-états
inactivés, un sous-état qu’il nomme I° qui conduit le Na* et un sous-état I° qui correspond a
l'inactivation classique de type C. IP précéderait la conformation I° et serait liée a une

constriction partielle du pore au début de l'inactivation du canal (figure 26).

Figure 26: Effets du Na® sur les différentes conformations du canal hERG. Dans ce modéle, hERG présente deux
sous-états inactivés. I’ est le seul sous-état conduisant le Na*. D’aprés Gang et Zhang, 2006.

Le canal hERG est perméant au Rb* et au Cs* avec une perméabilité relative par rapport au
K* de 1.25 pour le Rb* et de 0.56 pour le Cs*. Ces deux cations ralentissent la cinétique et
modifient les propriétés de dépendance au potentiel de l'inactivation (Vosinaet K* = -69.4 mV
Vosinat Cs* = -30.7 mV; Vosnat Rb™ = -35.8 mV ). lls n'ont cependant pas ou peu d’effet sur
I'activation du courant (Youm et coll., 2004). La substitution du K* par le Rb* est a l'origine
d'une diminution de la sensibilité du canal aux agents pharmacologiques se fixant

préférentiellement a I'état inactivé (Rezazadeh et coll., 2004). Il a été suggéré que le
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déplacement de la courbe d’inactivation vers des potentiels positifs est a I'origine d’'une
réduction de la sensibilit¢ du canal pour certaines molécules (Mitcheson et coll., 2000a).
Ainsi, en déplacant la courbe d’inactivation du courant vers des potentiels plus positifs, la
conductance du Rb"* serait a l'origine d’'une perte d’affinité des agents pharmacologiques

pour le canal hERG.

I11.C.2 Sensibilité aux cations divalents

Le courant Ik enregistré dans des cellules du noeud sinusal de lapin est sensible a la
concentration en Ca®* ([Ca*].) et en Mg® ([Mg*].) extracellulaires. Dans ces cellules,
'amplitude du courant diminue de fagon dose-dépendante lorsque [Ca®]e ou [Mg*]e
augmente et I'inhibition du courant dépend du temps et du potentiel (Ho et coll., 1996). Ces
cations modifient également la sensibilité au potentiel du courant. Des résultats similaires ont
été obtenus sur le canal ré-exprimé dans I'ovocyte de xénope (Ho et coll., 1998 et 1999) ou
I'application extracellulaire de Ca?*" induit une diminution de I'amplitude du courant, une
accélération de la cinétique de désactivation et un déplacement important de son seuil
d’activation vers des potentiels plus positifs. Pour de faibles [Ca?']. (0.5 mM) l'inhibition est
affectée par 'augmentation de [K*]., alors que l'inhibition du courant par des [Ca?']. élevées
(5 mM) n’est pas modifiée par le niveau de [K']e. Ces résultats suggérent qu’il existe un
mécanisme de compétition au niveau de la face externe du pore, entre le Ca* et le K*. Dans
ce modeéle, des effets similaires du Mg*, mais moins prononcés, ont également été
observés.

D’autres cations divalents (Ba?*, Sr**, Mn*", Co*, Ni**, Zn?") induisent des effets comparables
a ceux du Ca?* et du Mg?. Cependant, selon la nature du cation utilisé, le courant I est plus
ou moins affecté, suggérant un mécanisme de régulation différent selon I'encombrement
stérique de chaque ion. Le canal hERG posséderait au moins deux sites de fixation pour les
cations divalents. Un site serait impliqué dans la régulation de la sensibilité au potentiel et
l'autre participerait a la modulation de la probabilité d’ouverture (Ho et coll., 1999). Un de ces
sites serait localisé a proximité de I'extrémité N-terminale du segment S4, soit dans la boucle
S3-S4. Ce site correspond a deux résidus non conservés (E518 et E519) qui jouent un réle
clé dans le processus d’activation du canal. Ces résidus sont en effet énergétiquement
couplés dans la conformation ouverte du canal mais dissociés lorsque celui-ci est fermé
(figure 27) (Johnson et coll., 2001). La neutralisation de la charge négative du résidu E518
déplace la dépendance au potentiel de l'activation du canal vers des potentiels plus
dépolarisés favorisant ainsi la conformation fermée du canal. Cette modification de charge

n’affecte cependant pas I'affinité de I'état fermé du canal pour le Ca?*. La neutralisation de la
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charge négative E519 ne semble pas affecter la fonction du “voltage-sensor” de hERG mais

diminue I'affinité de la conformation fermée du canal pour le Ca?..

Hyperpolarisation Dépolarisation

Milieu extracellulaire

Conformation fermée Conformation activée

Figure 27: Interactions possibles entre les charges positives du segment S4, les charges négatives des résidus
E518 et E519 de la boucle S3-S4 et le Ca?* extracellulaire. Le résidu E519 constituerait le site de liaison au Ca?* dans la
conformation fermée du canal. Lors de la dépolarisation, la charge négative de E518 interagirait de maniére électrostatique
avec les charges positives du S4, favorisant ainsi 'ouverture du canal. Le couplage énergétique entre les résidus E518 et
E519 existant dans la conformation ouverte du canal permet au Ca? de moduler de fagon indirecte le mécanisme
d’activation. D’aprés Johnson et coll., 2001.

Les résultats de ces travaux montrent que le Ca* est un modulateur du processus
d’activation du canal hERG et qu'il se lie de fagon préférentielle a I'état fermé. lls suggérent
aussi 'importance du réle de la boucle S3-S4 dans le mécanisme d’activation dépendante du

potentiel du canal hERG.

[11.C.3 Sensibilité au pH

L’acidification (pH 7.4 a 6.4 ou 6) est a l'origine d’'une accélération de la désactivation du
courant généré par le canal hERG (Vereecke et Carmeliet, 2000; Jiang et coll., 1999). Cet
effet n’'induit pas ou peu de changement de 'amplitude du courant et de la dépendance au
potentiel des autres mécanismes de “gating”. Cet effet de H*. est réduit par la suppression
de la boucle N-terminale du canal (acides aminés 2-354) (Jiang et coll., 1999) et peut étre
empéché par un pré-traitement au DEPC (diethylpyrocarbonate) qui se lie de fagon
covalente aux chaines latérales des résidus histidine et cystéine (Miles, 1977). Ces
observations suggérent que la protonation de résidus peut induire des changements
allostériques dans le canal affectant la fixation de la boucle N-terminale aux structures

moléculaires de la porte d’activation.
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[1.D PHARMACOLOGIE

La sensibilité pharmacologique du canal hERG vis-a-vis de nombreuses molécules est a la
base du syndrome de QT long acquis dans lequel un traitement pharmacologique induisant
une inhibition du courant Ik peut déclencher des arythmies. Parmi ces molécules, beaucoup
sont ou ont été couramment utilisées dans la pharmacopée humaine. Ces molécules
peuvent étre des anti-arythmiques, des antibiotiques, des substances psycho-actives, des
antihistaminiques et il n'est pas encore clairement établi pourquoi autant de substances,
structurellement aussi différentes, ont la capacité de bloquer hERG malgré les nombreuses
études de relation structure-fonction conduites ces derniéres années.

Cette caractéristique est propre au canal hERG et constitue une préoccupation majeure pour
lindustrie pharmaceutique contrainte a optimiser les tests précliniques des molécules en
cours de développement.

Les molécules a 'origine d’'une inhibition de hERG sont les anti-arythmiques appartenant aux
classes la et lll et certains médicaments a visée non cardiaque. Les mécanismes d’action
ainsi que les effets secondaires indésirables de ces molécules ont été exposés dans le
paragraphe Il.LA.2.a .

Dans ce chapitre, nous nous intéresserons aux déterminants moléculaires du canal

impliqués dans l'inhibition par les agents pharmacologiques.

I11.D.1 Bases structurales de Il'inhibition pharmacologique

Au niveau moléculaire, la grande majorité des molécules a l'origine d’un allongement de
intervalle QT ont été identifiées comme des inhibiteurs directs du canal hERG et les
mécanismes moléculaires de l'inhibition pharmacologique par ces molécules ont fait I'objet
de trés nombreuses études. Ainsi, des molécules comme le bepridil (Chouabe et coll., 1998),
le cisapride (Walker et coll., 1999), le ketoconazole (Chen et Woosley, 1993), le sertindole
(Rampe et coll.,, 1998), l'astemizole (Salata et coll., 1995), la terfenadine (Salata et coll.,
1995) ou encore I'amitriptyline (Terschemacher et coll., 1999) ont été identifiées comme des
inhibiteurs spécifiques de hERG et ont permis de déterminer en partie les régions du canal

impliquées dans l'inhibition.
[11.D.1.a Déterminants moléculaires intra pore

Des expériences d’alanine-scanning ont été réalisées pour identifier les résidus susceptibles
d’interagir avec les agents pharmacologiques (Mitcheson et coll., 2000a). Des mutations ont

été réalisées au sein du pore et les canaux mutés résultants ont été testés pour leur
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sensibilité a différentes substances pharmacologiques. Les mutations de trois résidus situés
a la base du pore (Thr 623, Ser 624 et Val 625) et de trois résidus (Gly 648, Tyr 652 et Phe
656) localisés dans le segment S6 induisent une diminution de l'affinité du MK499, un agent
anti-arythmique de classe lll. Les mémes résidus sont impliqués dans la liaison du cisapride,
de la terfenadine et d’autres molécules appartenant a des classes thérapeutiques diverses
(Sanguinetti et Mitcheson, 2005). L’ensemble de ces études a montré que la tyrosine 652 et
la phénylalanine 656 sont des résidus clés et qu’ils constitueraient le site principal de liaison
des agents pharmacologiques. En effet, tous les canaux de la famille des canaux K*
dépendant du potentiel présentent un motif Thr-Ser[Thr]-Val situé juste avant la séquence du
filtre de sélectivité aux ions K*. De méme tous les canaux ont dans une position homologue
la glycine 648 qui contribue a rendre plus flexible le segment S6 (cf. § Ill.B .1). Il est donc
difficile de comprendre pourquoi ces acides aminés participent dans le canal hERG a
linhibition par les agents pharmacologiques alors qu’ils n'ont pas ce réle dans les autres
canaux Kv. En revanche, les deux résidus du segment S6 (Tyr 652 et Phe 656) ne sont pas
conserveés, les autres canaux Kv possédent en effet un résidu isoleucine et un résidu valine
au niveau des positions homologues correspondantes. Plusieurs expériences de
mutagenése dirigée ont permis de caractériser les propriétés physicochimiques des
interactions de ces deux résidus avec un certain nombre d’agents pharmacologiques. Ainsi,
il a été montré que l'inhibition par le cisapride ou la terfenadine dépend de la présence d’'un
résidu aromatique en position 652 suggérant 'importance possible d’une interaction de type
T-cation entre une charge positive portée par une amine de la molécule et le nuage
électronique du noyau aromatique d’un résidu du pore. L’interaction avec la phénylalanine
est de nature hydrophobe et ne dépend pas de la présence du noyau aromatique. D’autres
études incluant le dofetilide, la quinidine, la chloroquine, la vesnarinone, le clofilium,
libutilide, la lifoflazine ou encore le propafenone confirment I'importance de ces deux résidus
pour linhibition pharmacologique de hERG (Sanchez-Chapula et coll., 2002; Sanchez-
Chapula et coll., 2003; Kamiya et coll., 2001a; Ridley et coll., 2004; Perry et coll., 2004).
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Figure 28: Topologie du pore de hERG et sites de liaison des agents pharmacologiques. Les résidus clés
interagissant avec les agents pharmacologiques sont la thréonine 623 (en orange), la serine 624 (en blanc) mais
surtout la tyrosine 652 (en jaune) et la phénylalanine 656 (en rose). Les hélices a (en bleu) correspondent aux
segments S5-S6 qui délimitent le pore du canal. D’aprés Sanguinetti et Tristani-Firouzi (2006).

L’absence du motif pro-X-pro dans le segment S6 a également été suggéré comme un
déterminant moléculaire de l'inhibition par les agents pharmacologiques. Son absence
favoriserait en effet une augmentation du volume de la cavité centrale du pore. Lors de la
fermeture de la porte d’activation, cette propriété permettrait de conserver les molécules au
sein du pore (effet dit de “trapping”) et donc de prolonger I'effet inhibiteur (Sanguinetti et
Mitcheson, 2005). Ce mécanisme n’est cependant pas suffisant pour expliquer la sensibilité
particuliere du canal aux agents pharmacologiques. En effet, le canal eag qui ne posséde
pas de motif pro-X-pro et qui comporte une tyrosine et une phénylalanine dans des positions
homologues du segment S6 de hERG est insensible a la plupart des molécules qui bloquent
hERG. Pour I'équipe de Sanguinetti, cette différence entre les deux canaux résiderait dans
des déplacements différents des segments S6 qui dans le canal hERG conduiraient a

exposer les résidus critiques au niveau de la cavité centrale.

[11.D.1.b Mécanisme de “trapping”

Ce mécanisme correspond a une rétention des agents pharmacologiques et/ou des
particules chargées au sein du pore des canaux aprés la fermeture de la porte d’activation.
Ce phénoméne a déja été décrit pour de nombreux canaux dépendant du potentiel. Ainsi, il a
été montré que des particules chargées comme le TEA (tetraéthylammonium) et ses dérivés
amines quaternaires sont piégés dans la cavité centrale du pore d’'une forme mutante du
canal shaker (Holmgren et coll.,, 1997). Cette mutation correspond a la substitution d’'un

résidu du segment S6 (I1470C) et est associée a un ralentissement de la cinétique
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d’'inactivation. Néanmoins, les auteurs de cette étude n’ont pu établir de relation entre I'effet
sur la cinétique d’inactivation et la capacité du canal muté a conserver le TEA au sein du
pore a I'état fermé. Ce mécanisme a aussi été observé pour des canaux non mutés comme
les canaux Na* aprés inhibition par des anesthésiques locaux (Strichartz, 1973; Qu et coll.,
1995). De nombreux canaux K* dépendant du potentiel présentent aussi cette propriété vis a
vis des anti-arythmiques (Carmeliet, 1992 et 1993) et/ou des aminopyridines (Wagoner et
Oxford, 1990; Kirsch et Drewe, 1993). De méme, les cations divalents comme le Ba?* sont
eux-aussi piégés (Armstrong et coll., 1980).

Dans le cas du canal hERG, la levée de l'inhibition par les methanesulfonanilides (MK499, E-
4031, dofetilide, d-sotalol) serait ralentie par le méme type de mécanisme (Carmeliet, 1992;
Ficker et coll., 1998). En effet, dans le cas du canal muté D540K (cf.§ Ill.B.1), il est observé
une levée d’inhibition par le MK499 lors de I'hyperpolarisation de la membrane. Ce
phénoméne se traduit par une perte de sensibilité pour le MK499 par rapport au canal
sauvage qui n’est pas ouvert par I'hyperpolarisation membranaire (Mitcheson et coll.,
2000b). Ces résultats suggérent que linhibition par les methanesulfonanilides nécessite
l'ouverture de la porte d’activation et que lors de linactivation puis de la désactivation du
canal, ces molécules restent piégées dans le pore (figure 29). Il a été montré en outre qu'un
grand nombre de molécules se fixent préférentiellement a I'état ouvert et/ou inactivé du canal
(Ficker et coll.,, 1998; Wang et coll., 1997). Pour le groupe de Sanguinetti, I'inactivation
jouerait un réle important en favorisant la stabilisation de la molécule au sein du pore avant
que la fermeture de la porte d’activation (désactivation) ne permette de bloquer I'agent
pharmacologique dans le vestibule du canal (Tristani-Firouzi et coll., 2001). Ainsi, lors d’'une

nouvelle dépolarisation membranaire, I'agent pharmacologique exerce déja son effet

in Configuration fermée Activation du canal

e la molécule pénétre dans le vestibule du pore
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Figure 29: Mécanisme de rétention (“trapping”) des agents pharmacologiques de classe lll au sein du pore de
hERG. Tristani —Firouzi et coll., (2001).
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[11.D.2. Différentes méthodes de criblage des inhibiteurs de hERG

L'usage des tests in vitro est recommandé pour l'évaluation des effets des nouvelles
molécules pharmacologiques et de leurs métabolites sur les mécanismes de la repolarisation

ventriculaire et plus particulierement sur Ik, (Haverkamp et coll., 2000).

111.D.2.a Tests in vitro actuels : avantages et limites

Il existe quatre catégories de modeles in vitro utilisées pour I'évaluation des effets des

molécules sur les mécanismes de la repolarisation. Ces tests sont:

* |a détermination de I'lCs, des agents pharmacologiques par la techique de patch-
clamp. Ce test repose sur l'utilisation de systémes de ré-expression hétérologue
comme les lignées de mammiferes (HEK293, CHO ou COS-7) exprimant de fagon
stable le canal hERG. Ces systémes ont été préférés au modéle de microinjection
d’ARN dans I'ovocyte de Xenopus laevis car la surface de la bicouche lipidique est
plus étendue et constitue une limitation importante dans I'évaluation des ICs, (elles
sont généralement surestimées). Si la valeur d’'ICs, d’'une molécule pour le canal

hERG est une information importante, elle est néanmoins insuffisante pour conclure
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quant au pouvoir arythmique d’'un agent pharmacologique. En effet, certaines
molécules peuvent allonger la durée de l'intervalle QT en inhibant d’autres canaux
que hERG comme l'ibutilide par exemple (Lee, 1992; January et Riddle, 1989; Busch
et coll., 1994). D’autres tests sont donc nécessaires.

« les cardiomyocytes isolés constituent un modéle idéal pour I'évaluation des effets des
molécules sur 'ensemble des courants natifs. Ce modéle est cependant inadapté a
I'évaluation des effets des molécules sur la durée du PA di a un manque de stabilité
de la durée des PA méme en stimulant a fréquence constante (Coronel et coll.,
1997).

* la mesure de PA sur biopsie est beaucoup plus stable et fiable par rapport au PA
cellulaire. Cependant, de nombreux facteurs doivent étre pris en considération lors du
choix des biopsies. Parmi ces paramétres, le choix de I'espéce est déterminant. En
effet, le modéle du chien, proche de 'Homme est généralement utilisé mais il
semblerait que les préparations provenant des fibres de Purkinje et/ou de la couche
midmyocardique sont plus sensibles aux inhibiteurs de I« (Haverkamp et coll., 2000).
Cette observation suggére que I'hétérogeéneéite transmurale de la repolarisation est
aussi un facteur déterminant pour ces études (Antzelevitch et coll., 1999). Le sexe
peut aussi étre un paramétre non négligeable car il a été montré que les femmes (ou
les femelles) ont un intervalle QT plus long que les hommes (ou les méles) (Lehmann
et coll., 1996; Drici et coll., 1996). Le choix de la fréquence de stimulation est aussi
un facteur important car il influe directement sur la durée de la repolarisation.

Plusieurs fréquences doivent donc étre testées.

¢ [l'enregistrement ’'ECGs et de PA sur des cceurs de lapin et/ou de cobaye perfusés
par la technique de Langhendorff est aussi utilisé pour le screening des inhibiteurs de
Ik (Pinney et coll., 1995; Eckardt et coll., 1998). Cependant, dans ce modéle,
'absence d’effet sur la repolarisation ne permet pas d'exclure totalement une
molécule. En effet, certaines molécules doivent d’abord étre métabolisées par
'organisme avant d’exercer leur effet inhibiteur. Ces informations ne sont données
que par l'utilisation de modéles in vivo. De plus, I'allongement de la repolarisation
peut étre due a une bradycardie consécutive a une inhibition des courants impliqués

dans la genése du PA sinusal.

Ces tests apportent donc des informations importantes sur l'inhibition pharmacologique par
les molécules non cardiaques mais ils doivent impérativement étre complétés par des tests

in vivo.
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L’interprétation de ces tests peut étre limitée en outre par des facteurs comme la solubilité de
la molécule, l'absorption du produit vis-a-vis du verre ou du plastique ou encore la
cytotoxicité de la molécule.

Enfin, une des limites majeures de I'ensemble de ces techniques in vitro reste leur faible

débit d’analyse.

111.D.2.b Développement des nouveaux tests in vitro : avantages et limites

Le patch-clamp reste la méthode de référence en pharmacologie de sécurité pour la
détermination des Icso des inhibiteurs de hERG (cf. ICHS7B 2005, cité dans Cavero et
Crumb, 2005). Cette technique devient cependant moins intéressante lorsque I'on souhaite
cribler un grand nombre de molécules. Des systémes de screening a haut débit sont en
cours de développement ou réadaptés aux nouveaux besoins comme la mesure d’efflux de
Rb* radioactif (Rb®) et non radioactif (Rb*). Le Rb* avait été précédemment utilisé comme
traceur biologique du fonctionnement des canaux K* (Castelletti et coll., 1989; Linde et coll.,
1997) et Na* (Ponzio et coll., 1980) dépendant du potentiel. L'industrie pharmaceutique s’est
tournée vers cette méthode pour développer un nouveau test de screening a haut débit des
inhibiteurs de hERG. Les premiers essais se sont néanmoins révélés infructueux. Cette
technique présente en effet une sensibilité inférieure par rapport a la méthode de patch-
clamp conventionnel et pour certaines molécules donne des valeurs d’ICs, aberrantes
(Cheng et coll., 2002; Rezazadeh et coll., 2004). Les problémes liés spécifiquement a la
mesure d’efflux de Rb* via le canal hERG seront abordés dans la deuxiéme partie des
résultats. Nous verrons comment l'utilisation du mutant que nous avons mis au point
améliore de fagon non négligeable I'efficacité et la sensibilité de cette technique.

Le dofetilide et I'astemizole radiomarqués (Chiu et coll., 2004; Diaz et coll., 2004) ont été
utilisés pour des études de “binding” sur le canal hERG. Cette technique pourrait constituer
une alternative intéressante mais une étude rapporte que le dofetilide marqué peut se fixer
sur les membranes de cellules HEK 293 B non transfectées (Finlayson et coll.,, 2001). En
outre, il existe des écarts importants entre les résultats obtenus avec cette nouvelle
technique et les résultats obtenus par la technique de patch-clamp conventionnelle (Netzer
et coll., 2003).

D’autres techniques basées sur les propriétés physico-chimiques de la membrane comme
les sondes fluorescentes (FLIRP: Fluorometric Imaging Plate Reader) détectant les
variations de potentiel membranaire ont été proposées (Tang et coll., 2001). Ces techniques
sont cependant colteuses et générent des faux-positifs. Elles ne feront donc probablement

pas I'objet d’'un développement industriel.
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Ces dernieres années, des systémes automatiques de patch-clamp ont été développés
(Schroeder et coll., 2003; Sorota et coll., 2005; Bridgland-Taylor et coll., 2006). L’avantage
de cette technique par rapport aux autres méthodes pré-citées est que le potentiel
membranaire est contrblé, ce qui permet d’étre dans des conditions proches du patch-clamp
conventionnel. Cependant, il semblerait que cette technique soit moins sensible que le
patch-clamp conventionnel et qu’elle ne présenterait en outre pas un avantage majeur par
rapport aux efflux de Rb* (Sorota et coll., 2005). De nombreuses mises au point sont en effet
encore nécessaires comme la définition du mode et du temps d’application des molécules
(Sorota et coll., 2005) ou encore de la densité cellulaire (Bridgland-Taylor et coll., 2006).
Dans leur étude Bridgland-Taylor et coll. ont montré que la perte de sensibilité pour les
agents pharmacologiques est directement liée a la densité cellulaire. Plus la confluence
cellulaire est élevée et plus la surface membranaire est importante, ce qui selon les auteurs
de cette étude favorise les liaisons non spécifiques et donc 'augmentation des ICs.

D’une maniére générale, ces techniques a haut débit pourront étre utilisées dans le cadre
d’'un pré-criblage des molécules mais ne se substitueront en aucun cas, du moins pour le

moment, au patch-clamp conventionnel qui reste la technique de choix.
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Dans ce chapitre sont exposés les protocoles des différentes techniques que j'ai utilisées au
cours de ma thése. Les protocoles relatifs aux autres techniques (enregistrements et
stimulations endocavitaires, RT-PCR quantitative) sont présentés dans les manuscrits des
articles.

Les études de ré-expression hétérologues ont été réalisées a partir d’'une lignée de COS-7,
qui est une lignée cellulaire issue de fibroblastes de rein de singe vert d'Afrique
immortalisées par transformation avec un mutant du virus simien SV40 (Gluzman, 1981). Ce
type de modéle constitue un systéme d’étude plus simple qu’'un organe ou un organisme
entier permettant de s’affranchir de toute influence environnementale (hormones, cytokines,
neurotransmetteurs). Du fait de I'absence ou du trés faible niveau de courant K* endogéne,
cette lignée est classiquement utilisée comme systéme d’expression hétérologue des canaux
K*.

Les études portant sur I'implication du remodelage électrique dans les modéles murins sont
basées sur I'étude des courants ioniques natifs de cardiomyocytes ventriculaires fraichement

isolés et d’enregistrement d’ECGs de surface pour I'étude des effets de 'amiodarone.
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| MODELES BIOLOGIQUES UTILISES

|.A METHODES DE CULTURE DES CELLULES COS-7

I.A.1 Conservation des cellules dans I'azote liquide

Les cellules sont conservées dans des tubes cryogéniques stériles placés dans l'azote
liquide. Pour la congélation, les cellules sont dissociées et ramenées a 2x10° cellules/1.5 ml
de milieu de culture contenant 13 % de DMSO et 20 % de sérum, elles sont ensuite réparties
dans des tubes cryogéniques (2.5x10° cellules/tube). Les cellules sont refroidies 1h a 4°C
puis pré-congelées 24h a 48h a —80°C et enfin conservées dans 'azote liquide.

Pour remettre les cellules en culture aprés conservation dans 'azote liquide, il faut procéder
a une décongélation rapide par immersion du tube a 37°C. Les cellules sont ensuite
centrifugées a 900 tours/minute dans 5 ml de milieu de culture afin d’éliminer le DMSO. Le
culot est repris dans 10 ml de milieu de culture et les cellules sont réparties dans des

flasques de culture (25 cm?).

1.A.2 Milieux de culture

Les lignées cellulaires utilisées sont des cellules adhérentes qui sont cultivées dans des
flasques et repiquées tous les quatre jours. Les cultures sont maintenues a 37°C dans un
incubateur humidifié en présence de 5% de CO,. Les cellules COS-7 sont cultivées dans un
milieu “Dulbecco’s Modified Eagle Medium” complémenté par 10% de sérum de veau feetal,

2 mM de L-glutamine, 100 Ul/ml de pénicilline et 100 ug/ml de streptomycine.

.A.3 Repiquage

Chaque lignée est repiquée lorsque les cellules ont atteint 80 a 90% de confluence. Le

repiquage est réalisé en cinq étapes:
* le milieu de culture est remplacé par 2 ml de tampon phosphate: NaCl (137 mM), KCI
(2.7 mM), Na.HPO, (8 mM), KH,PO, (1.5 mM) a pH=7.4 contenant 0.1% d’EDTA

pendant 2 a 3 minutes.
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» Afin de détacher les cellules de leur support, elles sont traitées avec 1 ml d’'une
solution a 0.25% de trypsine, solubilisée dans du PBS/EDTA, pendant 3 minutes.
L’action enzymatique est arrétée par addition de milieu de culture.

» Afin d’éliminer la trypsine du milieu de culture, les cellules sont centrifugées pendant
10 minutes a 1000 tours/minutes (Eppendorf, centriguge 5810R). Le culot est re-
suspendu dans 5 ml de milieu de culture.

» Les cellules sont mécaniquement individualisées avec une pipette pasteur pendant 2
minutes jusqu’a 'obtention d’'une suspension de cellules isolées.

* La concentration en cellules de cette suspension est ensuite estimée sur une lame de
Malassez aprés coloration au bleu de trypan 0.05%. Le taux d’ensemencement
standard est de 2.10* cellules/cm? (il permet un repiquage des cellules tous les 4 a 5
jours), soit 5.10° cellules par flaqgue de 25 cm?. Cette quantité souhaitée est atteinte
par dilution avec du milieu de culture. Le taux d’ensemencement est ensuite adapté

au type d’expérience et au support.

I.A.4. Transfection des cellules par vecteurs synthétiques de type polymere

Le polyéthyléneimine (PEI) est un polymére cationique capable de transfecter des lignées
cellulaires en culture ainsi que des organes chez des animaux vivants (Boussif et coll.,
1995). Plusieurs PEI sont actuellement commercialisés: PEI 800kDa, PEI 25 kDa, PEI 22
kDa (Boussif et coll., 1995; 1996). Nous avons utilisé le PEI 22kDa.

Les cellules sont transfectées quand elles atteignent 60-70% de confluence. Les plasmides
sont dilués dans du NaCl 150 mM et sont mélangés a du PEI dilué dans du NaCl 150 mM.
Ce mélange est laissé 30 minutes a température ambiante afin que les complexes PEI/ADN
se forment. Le nombre d’équivalents est le rapport du nombre d’atomes d’azote de PEl sur le
nombre de phosphate de I’ADN. Pour un rapport de 5 équivalents, la stoechiométrie du
mélange est de 30 nmol d’atomes d’azote de PEI pour 2 ug d’ADN. En routine, nous utilisons
2 ug d’ADN par boites de cellules a transfecter (boite de Pétri de 35 mm de diameétre). Les
cellules transfectées sont ensuite incubées a 37 °C pendant 12 a 48 heures selon les
expériences.

Pour les expériences de patch-clamp, le plasmide d’intérét est transfecté avec un plasmide
codant pour la GFP (Green Fluorescent Protein) afin de pouvoir repérer ultérieurement les
cellules transfectées. Nous avons utilisé un autre systéme de détection pour notre étude sur
le mutant de hERG. En effet, le plasmide utilisé est un plasmide pIRES dont la deuxiéme

séquence codante correspond au récepteur CD8. Les cellules transfectées sont détectées
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en utilisant de petites billes de latex CD8 (Dynabeads®) qui se fixent spécifiquement au

récepteur.

I.B LES MODELES ANIMAUX

I.B.1 Les souris

Dans le projet amiodarone, les souris utilisées sont des souris de souche C57BLJ6 (Charles
River). Ces souris ont atteint 'age adulte (9 semaines) et seul les males sont choisis afin de
s’affranchir des variations hormonales du cycle des femelles.

Les souris traitées ont recu un régime alimentaire complémenté a I'amiodarone (Sanofi
Synthelabo) pendant 6 semaines. La prise journaliére est de 180 mg/kg. Des souris témoins
ont recu la méme nourriture sans amiodarone.

Les souris ont été pesées avant, pendant et aprés le traitement. Ce suivi a été réalisé a
raison d’'une pesée par semaine.

Les dosages plasmatiques des hormones thyroidiennes T3 et rT3 des souris traitées et non
traitées ont été effectués a I'école vétérinaire de Lyon sur un autre lot de souris recevant le
méme traitement.

Dans le projet de la souris transgénique sur-exprimant le canal hERG, la souche des souris
utilisées pour la transgenése est un fond génétique stable de type FVB. Le transgéne
d’intérét a été mis sous le contréle d’un promoteur a-MHC et 'ADN a été ensuite micro-
injecté dans le pronucléus d’'un ceuf fécondé. Les souris transgéniques (FO) sont accouplées
avec des souris sauvages pour obtenir la lignée stable (F1).

Les souris utilisées pour I'étude du bloc auriculo-ventriculaire (BAV) complet chez la souris
sont de souche CD1. Elles ont été choisies car de toutes les souches disponibles au

laboratoire, ces souris résistent le mieux au BAV.

1.B.2 Isolement des cardiomyocytes ventriculaires de souris

Ce protocole est réalisé en deux temps: la dissociation cellulaire et la réintroduction calcique.

I.B.2.a La dissociation cellulaire
Les solutions de dissociation sont préparées a partir d’'une solution de Tyrode contenant:

NaCl 130 mM, Na H:PO4 1.2mM, KCI 5.4 mM, MgSO, (7 H:0) 1.2 mM, HEPES 10 mM,

glucose 10mM, le pH est ajusté a 7.4 avec de la soude (NaOH).
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Cing solutions sont utilisées (I, Il, lll, IV et V), leurs compositions sont présentées dans le

tableau 5.

Tableau 5: composition des solutions pour I'isolement des cardiomyocytes ventriculaires de souris

I I I v \Y
BDM 10 mM - - - -
Taurine - - 20 mM 20 mM 20 mM
CaCl, 1 mM - 25 uM 50 uM 50 uM
BSA - - - 5 mg/ml -
BDM: butanedione 2,3 monoxime ; BSA : albumine bovine
La solution Il correspond a la solution enzymatique dans laquelle est ajouté

extemporanément de la collagénase la (6.5 U/ml, Sigma aldrich®) et de la protéase XIV (0.88
U/ml Sigma aldrich®). Pour 'isolement des cardiomyocytes ventriculaires des souris en BAV,
nous avons utilisé la collagénase de type Il (73.7 U/ml Worthington®). Le BDM ou
butanedione 2,3 monoxime et la taurine sont utilisés pour limiter le phénoméne de paradoxe
calcique et les effets déléteres de l'ischémie (pour revue: Sellin et Mcardle, 1994; Satoh et
Sperelakis 1998). La BSA ou albumine bovine est ajouté ex tempora a la solution IV qui

permet de stopper la réaction enzymatique.

Les souris sont anesthésiées et héparinées par une injection intrapéritonéale d’étomidate (15
mg/kg) et d’héparine (héparine sodique, 500 UI/5 ml, Dakota®pharm). Dix minutes aprés
l'injection, I'animal est placé sur le ventre et euthanasié par dislocation cervicale. La cage
thoracique est alors ouverte, le bloc cceur-poumons est prélevé rapidement et est placé dans
un bécher contenant la solution | froide et oxygénée (cf. tableau 5).

Le cceur est rincé et les poumons retirés. Sous la loupe binoculaire, 'aorte est canulée et
I'ensemble coeur-canule monté sur une seringue de 10 ml contenant la solution I.

Puis, le cceur est lentement perfusé afin de chasser le sang des coronaires (celles-ci se
décolorent). Cette perfusion permet de vérifier que la canule a bien été introduite dans
l'aorte.

L’ensemble cceur-canule est ensuite fixé sur la colonne de Langhendorf pour y étre perfusé
pendant 4 min. avec la solution | chauffée a 37°C et oxygénée (100% O, ). Cette étape
permet au cceur de retrouver une bonne activité contractile et de chasser le sang restant
dans les cavités cardiaques.

Le coeur est ensuite perfusé avec une solution 0 Ca #*: solution Il (37°C, 100% O,); I'arrét de
l'activité contractile permet de vérifier la bonne perfusion des cellules myocardiques.
L’absence de Ca® fragilise les liaisons intercellulaires, ce qui marque le début de la

dissociation cellulaire. Puis, la solution Il est perfusée pendant 10 a 20 min. Tout au long de
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la digestion la solution est recyclée. Aprés quelques minutes, le coeur prend un aspect
filamenteux, ses parois deviennent laches, le débit du perfusa s’accélére et contient
quelques débris. Ces repéres sont les indicateurs d’une bonne digestion enzymatique. Celle-
ci est arrétée par la perfusion de la solution IV qui contient 50uM de Ca?* et de I'albumine
bovine (fraction V) pendant 2-3 min.

L’ensemble cceur-canule est alors retiré de la colonne et placé dans une boite de Pétri
contenant la solution V. Les oreillettes sont retirées et les ventricules coupés en de petits
cubes, ces petits morceaux sont ensuite introduits dans un tube a centrifugeuse. Les cellules
sont libérées en agitant doucement la solution a l'aide d’une pipette pasteur polie. Le
surnageant est filtré sur toile de nylon (diamétre des pores = 200 uM) jusqu’a I'obtention d’'un
culot dense et d’'une suspension cellulaire limpide.

Les cellules sont mises au repos pendant au moins 15 min. a 'obscurité et a I'air libre afin de
favoriser les échanges gazeux. Les cellules vivantes (“rod-shaped myocytes”) sédimentent

plus rapidement que les cellules mortes (“round myocytes”).

I.B.2.b La remontée calcique

Elle se fait progressivement et en présence de taurine pour limiter les effets du paradoxe
calcique (Yamauchi-Takihara et coll., 1988).

Apres trituration et filtration, le surnageant obtenu est réparti en 3 tubes. Les volumes sont
complétés a 5 ml avec la solution V oxygénée. Aprés 10 a 15 min de sédimentation, le
surnageant est retiré et les culots sont repris dans 5 ml de solution V additionnée de 0.75 pl
de CaCl, 0.5 M, pour atteindre une concentration finale en Ca? de 125 yM. La méme
opération est répétée toutes les 15 minutes par reprise du surnageant et resuspension
douce du culot pour les paliers suivants qui sont de 250 uM, 500 uM et 1 mM.

Ce protocole de renouvellement du surnageant permet d’éliminer un maximum de cellules
mortes du culot et de donner une bonne densité de myocytes vivants pour I'analyse

électrophysiologique.
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[I. LES TECHNIQUES ELECTROPHYSIOLOGIQUES

IILA LE PATCH-CLAMP

I1.LA.1 Principe

Le patch-clamp est une technique permettant de mesurer les fluctuations de courant
geneérées par des canaux ioniques, directement a partir de membranes biologiques. Cette
technique a été introduite suite aux travaux de Neher et Sakman en 1976, puis complétée
par la suite (Neher et Sakman, 1976; Hamill et coll., 1981; Horn et Marty, 1988). |l s’agit
d'une variante de la technique de potentiel imposé qui consiste a imposer a la membrane
cellulaire un potentiel constant et a mesurer les courants transmembranaires résultants.
Contrairement aux mesures en potentiel imposé, qui nécessitent l'introduction de deux
microélectrodes dans la cellule (de taille relativement importante), les mesures de patch-
clamp ne nécessitent qu’'une seule microélectrode et est donc applicable a des cellules de
mammiféres de diamétre souvent inférieur a 30 ym.

La technique de patch-clamp consiste a poser la pointe d’'une fine pipette en verre, dont
'extrémité a un diamétre d’environ 1 ym, sur une membrane cellulaire. Ceci permet d’isoler
électriquement un petit morceau de membrane (patch). Une légére aspiration exercée a
l'intérieur de la pipette augmente le contact entre la pipette et la membrane, si bien que la
résistance électrique de la jonction pipette-membrane augmente jusqu’a des valeurs de
l'ordre du gigaOhm, le contact est alors appelé “gigaseal”’. Cette trés grande résistance
permet lisolation électrique parfaite du morceau de membrane et permet d’enregistrer des
courants de l'ordre du picoampére a travers les canaux contenus dans le morceau de

membrane.

11.A.2 Dispositif expérimental et composition des solutions

Pour les cellules COS-7 transfectées de fagon transitoire, un ensemencement est réalisé
dans des boites de Pétri et la dilution des cellules est choisie de fagon a ce qu’elles soient
isolées le jour de I'étude. Pour les cardiomyocytes fraichement isolés, les cellules sont
ensemencées 30 minutes avant I'expérimentation pour permettre aux cellules d’adhérer au
fond de la boite. La boite de Pétri contenant les cellules est placée dans une chambre
annulaire en laiton posée sur la platine d’'un microscope inversé (Modele CK2, Olympus). Le
microscope est couplé a une lampe a fluorescence (Modeéle TH3, Olympus) permettant de

repérer le cas échéant les cellules transfectées avec 'ADNc codant pour la GFP.
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Les cellules sont perfusées en continu avec une solution de tyrode maintenue ou non a 35°C
par lintermédiaire d’'un circuit d’eau portée a température par un chauffage thermostaté
(Polystat 22, Bioblock Scientific). La solution de tyrode pour les cellules COS-7 est
composée de: NaCl 145 mM, KCI 4 mM, MgCl. 1 mM, CaCl. 1 mM, HEPES 5 mM, glucose
5 mM, pH 7.4 avec NaOH . Pour les cardiomyocytes ventriculaires, sa composition est la
suivante: NaCl 130 mM, KCI 5.4 mM, NaH.PO4 1.2 mM, MgS04 (7 H:0) 1.2 mM, CaCl; 1
mM, HEPES 10 mM, glucose 10 mM, pH 7.4 avec NaOH.

Les pipettes de verre sont étirées a partir de tubes a hématocrites (Kimble) avec une
étireuse verticale (Modéle P-30, Sutter Instrument & Co) pour que leur résistance soit
comprise entre 2.5 et 3.5 Mohm lorsqu’elles sont remplies de la solution de pipette. La
composition de la solution de pipette ou solution dite intracellulaire dépend du type cellulaire
mais surtout des courants étudiés. Le détail de la composition de ces solutions est rapportée
dans les tableaux 6, 7, 8 et 9. La pipette chargée de solution ionique est montée sur un
porte-électrode relié a un micromanipulateur permettant de la placer avec précision sur la
cellule. La pipette est connectée par un fil d’argent chloruré a un amplificateur de patch-
clamp (Axopatch 200A, Axon instruments) qui permet d'imposer un potentiel et de mesurer
le courant. Une électrode de référence Ag/AgCl (Phymep) est plongée dans le bain et le
potentiel de jonction est compensé.

Un systéme de microperfusion permet de perfuser la cellule avec un milieu extracellulaire et
de changer rapidement la solution de perfusion au cours de I'expérimentation. Ce dispositif
est constitué de tubes en Tygon (diameétre interne de 0.25 mm) accolés parallélement les
uns aux autres. Les milieux de perfusion contenus dans des seringues reliées a ce systéme
sont appliqués localement par gravité (figure 30).

Le potentiel est piloté et les courants enregistrés par ordinateur. Pour les études avec les
cellules COS-7, la température des cellules et des perfusions est maintenue a 35°C tout au
long de I'expérimentation par le chauffage thermostaté. La température du bain dans la boite
de Pétri est régulierement contrdlée au cours de I'expérimentation. Pour les cardiomyocytes,
nous avons travaillé a température ambiante excepté pour la mesure des courants K* de la

souris transgénique a-MHC-hERG.
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Figure 30 : Représentation schématique du dispositif expérimental utilisé pour la technique de patch-clamp. (A) Vue
d'ensemble du dispositif expérimental. STIM: stimulateur, AMP: amplificateur, OSC: oscilloscope, LAB: interface Labmaster
et ORD: ordinateur. (B)Représentation du dispositif expérimental au voisinage de la cellule. (C) Schéma illustrant le principe
de la configuration entiére. Rm: résistance membranaire, Cm: capacité membranaire, R: résistance de la pipette, AOP:
amplificateur opérationnel, RCR: résistance de contre-réaction et REF: électrode de référence
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I1.A.3 Les différentes configurations du patch-clamp

Il existe différentes configurations d’association entre la pipette et la cellule, permettant
d’étudier l'activité soit des canaux présents sur I'ensemble de la membrane cellulaire
(courant macroscopique), soit de quelques canaux présents dans le morceau de membrane
piégé sous la pipette. Les différentes configurations d’enregistrement sont représentées
dans la figure. Seule la configuration “cellule-entiere” a été utilisée dans les articles

présentés dans ce travail.

f{>—' amplificateur
L

potentiel imposé

— électrode de
référence
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e [
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attachée
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de la pipette
—_—
Inside out whole cell outside out

Figure 31: Les différentes configurations du patch-clamp

En configuration “cellule-entiére”, le courant mesuré est la somme des courants unitaires
traversant 'ensemble de la membrane et les propriétés du courant macroscopique mesuré
correspondent a lintégration des propriétés de chacun des canaux présents a la surface

membranaire. Dans ces conditions, le courant | est donné par:
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I=G(Em'Ex) aveC G=N .gx.Po

ou G est la conductance macroscopique, En, est la valeur du potentiel membranaire, Ex est la
valeur du potentiel d’inversion de I'ion X, P, est la probabilité d’ouverture du canal, g« est la
conductance unitaire du canal pour I'ion X et n est le nombre total de canaux présents a la
membrane cellulaire.

La résistance électrique entre le milieu intra-pipette et le milieu intracellulaire est appelée
résistance série R.. De fagon schématique, on peut considérer que cette résistance est la
somme de la résistance de la pipette Ry, et de la résistance de la portion de membrane
située sous la pipette Rpaien. On a donc Rs= Ry + Pracn. POUr pouvoir imposer a la membrane
un potentiel proche de celui désiré, la R, doit étre négligeable par rapport a la résistance de
la membrane cellulaire. La valeur de Rs est principalement déterminée par la résistance du
patch car le morceau de membrane piégé sous la pipette augmente considérablement Rs
(Reip est négligeable par rapport a Rpacn). Pour supprimer ou rendre négligeable cette
résistance, on détruit le morceau de membrane situé sous la pipette, soit par aspiration, soit
en appliquant un potentiel élevé, sans pour autant affaiblir la liaison entre le verre et la
membrane cellulaire (seal). On obtient ainsi un accés électrique a la face interne de la
membrane cellulaire ainsi qu’un accés physique direct au milieu intracellulaire dont on
contrdle la composition. Dans cette configuration, les éléments libres du cytosol dialysent
vers le milieu intrapipette et sont donc fortement dilués. Une des conséquences de ce
phénoméne est une diminution au cours du temps des courants enregistrés. L’addition de
métabolites énergétiques comme les sels d’'ATP ou la phosphocréatine permet de limiter en

partie ce phénomeéne.

I1.A.4 Perméabilité membranaire, potentiel d’inversion et différenciation des courants

Dans les conditions standard de potentiel imposé, le courant membranaire mesuré |, depuis

un potentiel de maintien a un potentiel fixé E est donné par la relation:

Im = I; #1; + Iy = I; + Cm (dE/dt)

ou l; est le courant porté par les ions traversant la membrane via les canaux ioniques, | est
le courant capacitif membranaire, | est le courant de fuite et Cm la capacité membranaire.

Si le seal est parfait, It est négligeable ou nul. Si le protocole de stimulation utilise des
variations de potentiel sous forme de créneaux instantanés a partir d’'un potentiel de maintien
fixe dE/dt s’annule trés rapidement. De plus il est possible de compenser le courant capacitif

en injectant dans le systéme un courant équivalent, mais de signe opposé. Il en résulte que
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le courant mesuré est égal au courant porté par les ions traversant la membrane via les
canaux ioniques exprimés a la surface cellulaire.

Pour caractériser la nature ionique du courant enregistré dans des conditions expérimentales
données, il faut tenir compte de la nature des ions en présence, de leurs concentrations de
part et d’autre de la membrane et du potentiel membranaire imposé. On peut alors mesurer
lintensité du courant pour différents potentiels afin d’établir la relation courant/potentiel
(courbe 1/V). Cette relation permet de déterminer le potentiel d’'inversion du courant, c’est a
dire la valeur du potentiel pour lequel le courant net est nul. Les courants supérieurs a cette
valeur, positifs, sont qualifiés de courants sortants, les courants inférieurs a cette valeur,
négatifs sont dits entrants. La valeur du potentiel d’inversion du courant est d’autant plus
proche du potentiel d’équilibre thermodynamique d’'une espéce ionique donnée que cette
espéce est perméante au travers de la membrane. Dans le cas général, ou plusieurs
especes ioniques perméables (A et B) sont en présence, le potentiel d’'inversion Ei, est

donné par I'équation de Goldman-Hodgkin-Katz:

Ein = (RT/zF) log ((Pa[Ale + Ps[B]c) / (Pa[Ali + Ps[B])))

ou R est la constante des gaz parfaits, T est la température absolue en kelvin, z la somme
des charges portées par les différentes espéces ioniques, F est la constante de Faraday, P«
la perméabilité membranaire pour I'espéce ionique X, [X]e et [X]i les concentrations
respectivement extracellulaires et intracellulaires de I'ion X. La valeur théorique du potentiel
membranaire pour laquelle le courant porté par les ions X sera nul est celle du potentiel

d’équilibre thermodynamique Ey, donné par la relation de Nernst:

Ex = 2,3 (RT/zF) log1o ([X]/[X]i)

Expérimentalement, pour enregistrer un courant correspondant au passage d'une seule
espéce ionique, on peut supprimer les échanges d’ions indésirables en remplagant ces ions
perméants par des molécules non perméantes de mémes charges. Ainsi la valeur de Ej,
tend vers le potentiel d’équilibre thermodynamique de la seule espéce perméante au travers
de la membrane. On a alors:

Einv = Ex soit Einv = 2,3 (RT/zF) log1o ([X]/[X];)

Le courant est d’autant plus pur que le potentiel d’inversion mesuré est proche du potentiel
d’équilibre thermodynamique de l'ion perméant.
Les probléemes de la caractérisation du courant varient suivant le modéle d’étude: systéme

de ré-expression hétérologue ou cellules fraichement dissociées. Dans le premier cas, il faut
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se placer dans des conditions ou les courants d’intérét sont largement majoritaires sinon les
seuls. Cette condition dépend du choix du modeéle d’expression (les cellules COS-7
présentent un faible niveau de courants endogénes) mais aussi des conditions de
transfection. Il est en effet possible de moduler la quantité d’ADN apportée aux cellules a
transfecter. Dans le cas des cardiomyocytes, seuls les protocoles de stimulation et les
agents pharmacologiques permettent la discrimination des différentes composantes du

courant mesuré.

11.A.5 Stratégies pour la différenciation des courants des cardiomyocytes

II.LA.5.a Mesure des courants K*

L'utilisation des agents pharmacologiques permet de supprimer les échanges ioniques
indésirables en remplacant les ions perméants par des molécules non perméantes et portant
les mémes charges. Ainsi, dans toutes nos études sur les cardiomyocytes fraichement
isolés, nous avons substitué les ions Na* par la N-méthyl-D-glucamine. Dans [I'étude
amiodarone, les canaux Ca*" ont été inhibés en traitant les cellules avec 2 mM de chlorure
de cobalt. A cette concentration les effets sur le courant I, sont limités (Agus et coll., 1991).
Les courants membranaires ont été mesurés par la technique de patch-clamp en
configuration cellule-entiére. Les courants K* I, Ik sow €t Iss ONt été activés en appliquant
toutes les 15 secondes des sauts de potentiel de 400 ms ou de 4 sec. Ces sauts de
potentiels sont compris entre —40 mV et +50 mV et sont appliqués a partir d’un potentiel
membranaire de —70 mV. Les amplitudes d’l, et de lksow ONt été déterminées a partir du
protocole de 400 ms. L’amplitude d’l;, correspond a la valeur de courant obtenu au tout début
de la dépolarisation (courant au pic). L'amplitude d’ Ik sow €st reflétée par la valeur du courant
résiduel en fin de dépolarisation. De la méme maniére, le courant lss est mesuré a partir du
protocole de 4 sec et son amplitude correspond a celle du courant résiduel de fin de
dépolarisation (Xu et coll., 1999).

Pour I'étude des courants K* de la souris transgénique hERG, nous avons choisi de travailler
avec la nifédipine. En effet, Ik est inhibé par les ions Co®* qui agissent en accélérant la
désactivation du courant; mais il est insensible aux dihydropyridines (Sanguinetti et
Jurkiewicz, 1991).

Dans le projet BAV, nous nous sommes basés sur les travaux récents de I'équipe de Fiset.
Leur protocole consiste en une distinction des courants K* de la souris sur la base de leur
sensibilité a la 4-AP mais aussi sur la base de leurs propriétés biophysiques et notamment

de leurs cinétiques d’inactivation (Brouillette et coll., 2004).

102



Matériel et Méthodes

Les avantages et les inconvénients des différentes approches de la mesure des courants K*

dans ces modéles de souris seront abordés ultérieurement.

Tableau 6: Composition des milieux intracellulaire et extracellulaire pour I’enregistrement des courants

K* des cardiomyocytes ventriculaires de souris

Milieu Extracellulaire Milieu intracellulaire
N-methyl-D-Glucamine 130 mM
Na.-phosphocreatine 5 mM
KCI 5.4 mM 20 mM
K-aspartate 110 mM
KATP 5 mM
MgC|2 (6 HzO) 2mM
MgSO4 (7 HZO) 1.2mM
CaCl, 1 mM 1 mM
EGTA 5 mM
HEPES 10 mM 5 mM
Glucose 10 mM
Mannitol 10 mM
pH 7.4 avec HCI 7.2 avec KOH

[ILA.5.b Mesure du courant Ic,. dans le projet amiodarone

Tableau 7: Composition des milieux intracellulaire et extracellulaire pour I’enregistrement de Ic.,. dans les

cardiomyocytes ventriculaires de souris

Milieu Extracellulaire Milieu intracellulaire

N-methyl-D-Glucamine 130 mM
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Naz-phosphocreatine 3.6 mM
CsCl 54 mM 50 mM
Acide aspartique 75 mM
MgATP 5 mM
MgC|2 (6 HzO) 0.5mM

CacCl, 1.8 mM 1 mM
EGTA 10 mM
HEPES 10 mM 5 mM
Glucose 10 mM

Mannitol 10 mM

TEACI 20 mM
pH 7.4 avec HCI 7.2 avec CsOH

[I.LA.5.c Mesure du courant Iy, dans le projet amiodarone

Tableau 8: Composition des milieux intracellulaire et extracellulaire pour I’enregistrement de Ix. dans les

cardiomyocytes ventriculaires de souris

Milieu Extracellulaire Milieu intracellulaire
NaCl 10 mM
N-methyl-D-glucamine 126.9 mM
KCI
CsClI 54 mM 60 mM
Ac. aspartique 50 mM
NaATP 5mM
CacCl, 2mM 1 mM
MgCl, 1.06 mM 1 mM
EGTA 11 mM
HEPES 10 mM 10 mM
Glucose 10 mM
pH 7.3 avec CsOH 7.4 avec NaOH

L’enregistrement du courant Iy, a été réalisé par I'équipe de Hugues Abriel (Lausanne,
Suisse).

Les pipettes utilisées ont une résistance comprise entre 1 et 2 Mohm, une fois remplie de
solution intrapipette. Le Na® extérieur est substitué partiellement par de la N-methyl-D-
glucamine et le K* est substitué totalement par le Cs*. Les enregistrements ont été réalisés a
température ambiante (22 a 24°C). Les cellules sont perfusées en continu par une solution
de: NaCl 136.9 mM, KCI 5.4 mM, CaCl; 2 mM, MgCI.1.06 mM, HEPES 10 mM, glucose 10
mM, pH 7.4 avec NaOH.

Afin de s’affranchir des effets directs de I'amiodarone sur I'inactivation du canal Na®, un

potentiel membranaire de —120 mV est imposé avant d’appliquer des sauts de potentiel.

I.A.6 Enregistrement des courants K* dans les cellules COS-7
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Dans ce modéle, le seul courant mesuré est généré par I'activité des canaux codés par le
plasmide transfecté. En effet, les cellules COS-7 possédent une conductance K* endogéne
trés faible et négligeable par rapport aux conductances générées par les canaux que nous
avons ré-exprimés de facon hétérologue dans ces cellules. La composition des solutions
utilisées pour I'enregistrement des courants K* dans ce modéle de ré-expression hétérologue

est indiquée dans le tableau suivant:

Tableau 9: composition des milieux extracellulaire et intracellulaire pour I’enregistrement des courants K*

dans les cellules COS-7

Milieu extracellulaire Milieu intracellulaire
NaCl 145 mM
KCI 4 mM 74.5 mM
K-aspartate 70.5 mM
K.ATP 2 mM
MgCl, 1 mM 0.3 mM
CaCl, 1 mM
EGTA 2 mM
HEPES 5mM 5 mM
Glucose 5mM
Mannitol 30 mM
pH 7.4 avec HCI 7.2 avec KOH

[I.B ETUDES ELECTROCARDIOGRAPHIQUES

Dans I'étude sur les effets de I'amiodarone, des ECG de surface ont été réalisés afin de
vérifier les effets du traitement chronique sur l'activité électrique globale du coeur. Ces
mesures ont été réalisées au cours de la cinquiéme semaine de traitement sur les deux
groupes de souris: traité et non traité.
L'ECG est effectué de la fagcon suivante: les souris sont anesthésiées par injection
intrapéritonéale de 15 mg/kg d’étomidate (Hypnomidate® 2 mg/ml, Janssen Cilag) et placées
en décubitus dorsal sur une planche en bois sous une cage de Faraday. Deux électrodes
sous-cutanées sont placées au niveau des deux pattes antérieures (dérivation D1). Les
électrodes sont reliées a un amplificateur et 'acquisition des données a été réalisée avec le
logiciel IOX 1.585 (EMKA Technologie). L'analyse est effectuée avec le logiciel ECG auto
1.5.77 (EMKA Technologie).
Au cours de I'analyse, nous avons considéré:

* L’intervalle RR ou rythme cardiaque.

» lalargeur de I'onde P qui correspond a la dépolarisation auriculaire.

» [lintervalle PR qui reflete le temps de conduction auriculo-ventriculaire (AV)
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* Ja largeur du complexe QRS principalement due a la dépolarisation
ventriculaire

= Jes intervalles QV et QT correspondant aux phases de repolarisation précoce
et tardive des ventricules puisque chez la souris 'onde T est biphasique. Ces
deux valeurs sont corrigées suivant la formule de Mitchell: QTc =
QT/(RR/100)"* (Mitchell et coll., 1998) afin d’obtenir des valeurs de QT et QV
corrigées par rapport a un cycle sinusal moyen de 100 ms.

Les paramétres étudiés sont mesurés sur 3 complexes successifs et sont moyennés

R

P V T
e . /\Ww (kwﬂﬁ,,_

Figure 32: Position des ondes P, Q, R, S, T et V d’un ECG de souris
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Résultats

REMODELAGE ELECTRIQUE INDUIT PAR UN TRAITEMENT CHRONIQUE
A UAMIODARONE CHEZ LA SOURIS

Introduction

L’amiodarone est I'anti-arythmique de classe Il le plus efficace et le plus utilisé dans le
traitement de la fibrillation auriculaire et des tachycardies ventriculaires. Son profil
pharmacologique est complexe, impliquant a la fois des effets a court terme et a long terme
(pour revue, Kodama et coll., 1997). Les effets a court terme dépendent de son action
directe sur l'activité des canaux ioniques. Décrit classiquement comme appartenant a la
famille des anti-arythmiques de classe Il (inhibiteurs des courants K¥), elle posséde
également des effets de classe | (inhibiteurs In."), de classe Il (B-bloquants) et de classe IV
(inhibiteurs Ic.**). Ces effets a court terme conduisent a une diminution de I'excitabilité et de
la conduction auriculo-ventriculaire alors que ces effets sur la repolarisation varient d’un
modele a l'autre (Patterson et coll., 1986; Stark et coll., 1991; Kodama et coll., 1997). A long
terme, en plus de son action directe sur les canaux, les effets de I'amiodarone sont plus
larges. Sa structure iodée proche de celle des hormones thyroidiennes lui permet d’agir sur
le métabolisme thyroidien en induisant une hypothyroidie aux conséquences cardiaques
multiples comme la bradycardie ou l'allongement de la repolarisation et des périodes
réfractaires (Binah et coll., 1987; Sharp et coll., 1985).

Malgré les nombreuses données sur les propriétés électrophysiologiques et
pharmacologiques de I'amiodarone, son mécanisme d’action reste encore mal connu. Notre
hypothése est qu’un traitement chronique a I'amiodarone pourrait induire un remodelage de
'expression des génes codant pour les canaux ioniques. Cet effet indirect de 'amiodarone
sur les courants ioniques cardiaques a déja été proposé (Dvrota et coll., 1998; Kodama et
coll., 1997). Son mécanisme d’action serait lié a I'induction d’un syndrome hypothyroidien qui
est connu pour induire un remodelage important de I'expression des génes codant pour les
canaux ioniques cardiaques (Le Bouter et coll., 2003).

Le but de cette étude a été d’évaluer le réle du remodelage ionique dans les effets
chroniques de I'amiodarone. Dans un premier temps, nous avons établi le profil d’expression
des canaux ioniques chez les souris traitées grace a la technique des puces a ADNc.
L'impact de ces variations d’expression a été évalué sur la fonction des canaux par la

mesure des densités de |y, Ina et k1.
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Reésultats et discussion

Modéle

Des souris C57BLJ/6 males adultes (10 semaines) ont été traitées par 'administration orale
d’amiodarone (30, 90 ou 180 mg/kg/jour) ou par son véhicule pendant 6 semaines. Nous
avons évalué le niveau d’accumulation de I'amiodarone et de son métabolite actif, le n-
désethylamiodarone (n-DEA) dans 'organisme des souris traitées par les dosages tissulaires
et plasmatiques. Le statut hypothyroidien de ces souris a également été contrdlé par
'analyse plasmatique des taux d’hormones T3 et rT3 (figure 1 et tableau 1 de l'article). Les
conséquences électrophysiologiques du traitement ont été évaluées par la mesure d’ECGs
de surface et par enregistrements et stimulations endocavitaires. Le groupe de souris
traitées avec une dose de 30 mg/kg/jour ne présente aucune modification des paramétres
ECGs. Un allongement dose-dépendant des intervalles RR, PR, QRS et QT a en revanche
été observé pour les doses 90 et 180 mg/kg/jour. L’allongement de lintervalle PR est
associé a un ralentissement de le conduction supra-hissienne (intervalle AH) et infra-
hissienne (intervalle HV). Le ralentissement de la conduction intracardiaque est d’autant plus
important que la dose utilisée pour le traitement est élevée (figure 2 et tableau 2 de I'article).
Cependant, seul le traitement a une dose de 180 mg/kg/jour induit un allongement significatif
de I'onde P et plus particulierement de l'intervalle QTc . Nous avons donc utilisé les souris de
ce groupe afin de caractériser le profil d’expression des canaux ioniques associé a un

traitement chronique a 'amiodarone.

Effets sur le transcriptome ventriculaire

Le traitement chronique a 180 mg/kg/jour induit un remodelage qui touche plusieurs familles
de génes (figure 4 de l'article). Parmi les génes différentiellement exprimés, se trouvent des
genes impliqués dans la conduction cardiaque comme les génes Scn4a, Scnba et Scn1b
codant pour les sous-unités a et § des canaux Na* ou encore le géne Gja71 codant pour la
connexine 43. Ces variations sont concordantes avec la diminution du taux des protéines
Nav1.5 (Scnba) et connexine 43 mise en évidence par la technique de western blot. Dans la
famille des canaux K*, les canaux Kv2.1 (Kcnb1), Kv1.5 (Kcnab) et Kv4.2 (Kcnd2) sont sous-
exprimés chez les souris traitées par rapport aux souris non traitées. De fagon surprenante,
nous avons observé une augmentation de I'expression des sous-unités régulatrices Kv[31
(Kenab1), MIRP-1 (Kcne2) MIRP-2 (Kcne3) mais aussi du géne Kcna4 qui code pour la

protéine Kv1.4 (a l'origine du courant Iy, ) .
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L’homéostasie calcique est également modifiée. Ainsi, il est observé une diminution de
I'expression du géne Cacnalc codant pour la sous-unité a Cav1.2 et une diminution de

'expression des génes codant pour deux de ses protéines régulatrices Cacnb1 et Cacnb2.

Effets sur les courants membranaires et corrélations avec les données moléculaires

Les courants membranaires ont été mesurés par la technique de patch-clamp en
configuration cellule entiére. Nous avons étudié les principaux courants cardiaques
ventriculaires a savoir lo, lk sow ,lss, lk1, Ina €t lca, L.

Pour les courants K*, nous avons observé une réduction significative des courants |, et Ik siow
(figure B6A de l'article) ce qui est en accord avec les réductions d’expression observées des
genes Kcnd2 (Kv4.2), Kcnab (Kv1.5) et Kenb1 (Kv2.1) (figure 4 de l'article). Nous n’avons
observé en revanche aucune variation de Iss dont la nature moléculaire reste inconnue a ce
jour. Enfin, le courant Ik (figure 6B de I'article) comme les niveaux d’expression des génes
Kcnj2 (Kir2.1) et Kenj12 (Kir2.2) ne sont pas modifiés par le traitement chronique a une dose
d’amiodarone de 180 mg/kg/jour. Ainsi, I'allongement de I'intervalle QTc est concordant avec
la réduction des courants Iy, et Ik siow €t le niveau d’expression des génes correspondants. Ce
résultat suggére que lI'augmentation d’expression du géne Kcna4 (Kv1.4) mais aussi de
'expression des génes codant pour des sous-unités régulatrices (Kvf1, MIRP-1 et MIRP-2)
(figure 4 de l'article) ne constitueraient pas un mécanisme de compensation de la réduction
des courants |y, et Ik siow.

Le courant Na* cardiaque est diminué de facon significative chez les souris traitées par
rapport au groupe de souris non traitées (figure 6C de I'article). Cette réduction est associée
a une diminution nette du niveau d’expression du géne Scnba et de I'expression de la
protéine Nav1.5. Ainsi, le ralentissement de la conduction (allongement des intervalles PR,
QRS, AH et HV) serait lié en partie a la diminution d’expression du gene Scnba.

L’expression du géne Cacnaic qui code pour le canal Cav1.2 et des génes codant pour les
sous-unités régulatrices Cacnb1 et Cacnb2 sont diminuées, cependant, nous n’avons
observé aucune variation de la densité de lc... Ce résultat suggére que dans le cas du
courant Ca?* des mécanismes post-transcriptionnels et/ou traductionnels pourraient participer
a la régulation de I'expression membranaire de ce courant. Cette hypothése est appuyée par
le fait que dans notre modéle nous avons observé de nombreuses variations d’expression de
geénes codant pour des sous-unités régulatrices de canaux ioniques. Ces protéines exergant
dans certains cas une régulation forte de I'amplitude du courant (Hanlon et Wallace, 2002),
la relation nette entre la variation du niveau de transcrit et le niveau de courant membranaire

n’est donc pas toujours systématique.
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Conclusions

Dans cette étude, nous avons montré que la variation d’expression des génes codant pour
les canaux ioniques est fortement corrélée aux modifications éléctrophysiologiques induites
par un traitement chronique a 'amiodarone. Ces résultats suggérent donc qu’une partie des
effets chroniques de I'amiodarone est liée a ses effets sur I'expression des génes
cardiaques. Les mécanismes responsables de ce remodelage ionique peuvent étre
expliqués par deux hypothéses non-exclusives: (1) un effet direct de 'amiodarone et de son
métabolite actif sur 'expression des génes, (2) I'induction d’un syndrome hypothyroidien. La
premiére hypothése est soutenue par deux travaux montrant I'effet de 'amiodarone et/ou de
son métabolite actif dans la régulation de l'interaction entre un récepteur nucléaire et un co-
activateur de la transcription (Van Beeren et coll., 2000) et dans la régulation du géne codant
pour le récepteur au LDL (Bakker et coll., 1998). La seconde hypothése est envisageable
mais ne peut expliquer la totalitt du remodelage expliqué. En effet, les modifications
d’expression des génes induites par I'hypothyroidie dans le ventricule chez la souris sont
proches, mais ne refletent pas exactement celles obtenues dans la présente étude (Le
Bouter et coll., 2003).
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REMODELAGE ELECTRIQUE INDUIT PAR UN BAV CHEZ LA SOURIS

Introduction

Le bloc auriculo-ventriculaire (BAV) complet qu’il soit de nature congénitale ou acquise
(Sholler et coll, 1989; Gladman et coll, 1996) est une cause connue de mort subite d’origine
cardiaque. L’adaptation intrinséque du coeur a la dissociation électrique entre les oreillettes
et les ventricules se traduit par 'émergence de foyers ectopiques au sein du réseau de His-
Purkinje. Le rythme idioventriculaire généré est plus lent que le rythme sinusal et donc
inadéquat a une fonction efficace des ventricules. Cette défaillance est a l'origine d’'une
surcharge de volume favorisant I'hypertrophie et est généralement associée a un
allongement de l'intervalle QT. Le processus pathologique évolue ensuite généralement vers
l'insuffisance cardiaque.

Différents modéles animaux en BAV complet ont déja été décrits. De tous ces modéles, le
chien est le plus utilisé car il a 'avantage de bien supporter le BAV. Contrairement aux petits
animaux, il ne développe pas d’épisodes spontanés d’arythmies mais une susceptibilité
accrue aux torsades de pointes aprés administration d’agents pro-arythmiques (Tsuiji et coll,
2002). Le modéle du lapin est moins intéressant car il supporte difficilement le BAV et
présente une incidence anormalement élevée de mort subite (Suto et coll., 2005). Dans ces
deux modéles, le remodelage électrique précoce est associé a une réduction des courants
majoritaires de la repolarisation: I et Iks. Les amplitudes des courants Iy, et Ik ne sont pas
modifiées. Chez la souris, le courant majoritaire de la repolarisation est l,. Des études
biochimiques ont montré que sa composante rapide, los, est générée par I'assemblage
hétéromultimérique des sous-unités Kv4.2 et Kv4.3 et de la sous-unité régulatrice KChIP2
(Guo et coll., 2002). Une étude récente réalisée dans un modele de souris invalidée pour le
gene Kend2 a montré que l¢ disparait dans les cardiomyocytes ventriculaires isolés de ces
souris, ce qui suggére que le courant est fortement dépendant de I'expression de Kv4.2.
Dans ce modéle, I'élimination de li.s n’est pas suivie d’'une hypertrophie des ventricules (Guo
et coll., 2005). En revanche, chez la souris transgénique exprimant une forme tronquée de
Kv4.2, 'hypertrophie est associée a une diminution de la densité de |l (Wickenden et coll.,
1999).

Notre hypothése est que ces différents processus sont en partie due a un remodelage
ionique complexe. Nous avons donc développé un nouveau modeéle de BAV complet chez la
souris pour caractériser a large échelle le remodelage ionique associé a I'hypertrophie et au
remodelage électrique. Notre but était de déterminer la cinétique d’apparition des différents
processus, et le cas échéant, d’établir des relations de cause a effet. Dans notre modéle de

souris en BAV complet, nous avons voulu vérifier si le remodelage électrique précoce est
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associé a une modification de 'amplitude de lt. Le deuxiéme objectif de cette étude était de
déterminer si la variation du courant repolarisant majoritaire est a l'origine ou apparait

parallélement au processus hypertrophique.

Résultats et discussion

Modéle

Le BAV a été obtenu par ablation du faisceau de His par radiofréquence sur des souris
males CD1°® agées de 10 semaines (figure 1 de I'article). Ces souris ont été réparties en 4
groupes pour étudier les conséquences moléculaires et électrophysiologiques du BAV a 12
heures, 1 jour (J1), 2 (J2) jours et 5 jours (J5) aprés ablation du faisceau de His. Deux autres
groupes ont également été inclus dans cette étude et correspondent respectivement au
groupe contrOle (n’ayant pas subi de chirurgie) et & un groupe ayant subi une chirurgie mais
sans induction de BAV.

Le suivi télémétrique des souris nous a permis de mettre en évidence des épisodes
spontanés de tachycardies ventriculaires polymorphes et ce dans les 24 heures qui suivent
induction du BAV (figure 2A et 2B de l'article). Ces arythmies précédent 'augmentation du
poids du coeur qui survient 2 jours aprés I'induction du BAV. Cette augmentation du poids du
coeur est associée a des modifications d’expression des génes codant pour des protéines
contractiles et des marqueurs d’hypertrophie (figure 3 de [larticle). Ainsi, l'actine a
squelettique et la chaine lourde de la myosine B sont sur-exprimées de fagon significative
dans les coeurs de souris en BAV par rapport aux cceurs des souris n‘ayant pas subi de
BAV. De méme, l'expression des genes codant pour le procollagéne ou le facteur
natriurétique neuronal (BNP pour Brain natriuretic peptide) est augmentée de fagon
significative.

La fonction ventriculaire a également été explorée. A I'aide de cathéters des mesures de
pression (millar), nous avons observé que 5 jours aprés l'induction du BAV, les souris
conservent une fonction contractile ventriculaire et une pression systolique inchangée par
rapport au groupe de souris contrles. En revanche, la pression diastolique et la relaxation

des ventricules sont diminuées.

Effets sur le transcriptome des canaux K*

Le profil d’expression des génes des souris en BAV complet a été caractérisé par RT-PCR
quantitative a l'aide de la technologie des TagMan Low Density Arrays (TLDA, Applied

Biosystems) ou cartes microfluides. Les résultats obtenus ont ensuite été analysés en
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utilisant un systéme de hiérarchisation en 2 dimensions, ou clusterisation (figure 4 de
l'article). Cette méthode nous a permis de mettre en évidence I'existence d’'un remodelage
ionique précoce, apparaissant dans les premieres heures post-BAV et un remodelage
ionique plus tardif, associé a I'’hypertrophie et qui se met en place a partir de J2. Dans les
premiéres heures post-BAV, l'adaptation au rythme idio-ventriculaire se traduit par une
modification de I'expression des génes codant pour des sous-unités a et B des canaux
ioniques (figure 5, 6 et 7 de larticle). Parmi les variations observées, certaines sont
transitoires et d’autres, au contraire, se maintiennent dans le temps. Ainsi, 'expression de la
sous-unité a Kv4.2 est diminuée de fagon transitoire a J1 et J2 puis revient rapidement a son
niveau contréle a J5. De fagon surprenante, I'expression du géne codant pour la sous-unité
régulatrice de Kv4.2, Kcnip2 (KChIP2), diminue progressivement jusqu’a J5 et ne revient pas
a son niveau initial.

D’autres génes codant pour des sous-unités a et B de canaux K* dépendant du potentiel sont
eux sur-exprimés chez les souris en BAV tels que Kcna4 (Kv1.4), Kenb1 (Kv2.1), Kenq1
(KvLQT1) ou Kcnet1 (minK). A Tlinverse, 'augmentation de I'expression du géne Kcnab
(Kv1.5) est transitoire au cours des douze premiéres heures et revient rapidement a son
niveau initial dés J1.

L’expression des génes codant pour les sous-unités a de canaux K" rectifiants entrants est

également modifiée comme Kcnj3 (Kir3.1) ou au contraire inchangée comme Kcnj2 (Kir2.1).

Effets sur les courants membranaires et corrélations avec les données moléculaires

L’hypertrophie ventriculaire est généralement associée a une réduction des courants K*
majoritaires. Dans les modeles de chien et de lapin en BAV, il est ainsi observé une
réduction des courants K* retardés qui sont les courants repolarisants majoritaires alors que
le courant K* transitoire sortant l,¢ est invariant. Chez la souris, la repolarisation dépend
fortement du courant l,r. Nous avons donc vérifié si les modifications d’expression
observées pour Kv4.2 et KChIP2 ont une répercussion sur le niveau de courant l,. Le niveau
d'expression de ces deux protéines a été étudié par la technique de western Blot et le
courant par la technique de patch-clamp. Nous avons ainsi mis en évidence une
correspondance nette entre les variations d’expression du transcrit et de la protéine Kv4.2
avec les variations de densité du courant |, (figure 8 de l'article). Ainsi, pour le courant |y,
une relation directe existe entre le niveau de transcrits et le niveau de protéines
fonctionnelles a la membrane. Ce résultat suggére que chez la souris le niveau de courant
los est déterminé principalement par le niveau d’expression de la protéine Kv4.2. Cette
observation est appuyée par des études qui montrent que le gradient transmural de |y

dépend de I'expression de Kv4.2 (Guo et coll., 2002). A l'inverse, chez le chien, ce gradient
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est dépendant de I'expression différentielle de KChIP2 au sein des différentes régions du
ventricule (Rosati et coll., 2003).

La diminution transitoire de lwf (J1) survient aprés I'apparition des épisodes de torsades de
pointe (observables 12h aprés I'induction du BAV). La variation de l,¢ ne participe donc pas
au remodelage électrique associé aux troubles du rythme. Dés les premiéres heures post-
BAV, il est observé un allongement trés important de l'intervalle QT. Or, l'allongement de
lintervalle QT consécutif & une bradycardie est une cause bien connue de survenue de
torsades de pointes (Kurita et coll., 1992). Ainsi, comme chez le lapin, les troubles du rythme
observés sont probablement une conséquence directe de la bradycardie (Tsuji et coll. 2002;
Suto et coll., 2005) mais ils peuvent également étre favorisés par la diminution d’expression
des canaux.

Nous avons observé que lI'expression des principaux marqueurs de I'hypertrophie n’est
effective qu’a partir du 2°™ jour aprés I'induction du BAV. Or, | est diminué transitoirement
a J1. A J5, il a retrouvé son niveau contréle alors que I'augmentation des marqueurs
d’hypertrophie se confirme. Ces résultats suggerent que I'hypertrophie ne serait pas liée,
comme dans certains modeéles, a la diminution de |l (Sah et coll., 2002). Cependant, nous
pensons que cette variation ftransitoire pourrait étre suffisante pour déclencher les
mécanismes a l'origine de I'hypertrophie. Les études sur la relation entre ['initiation du
processus hypertrophique et les variations de lof sont nombreuses mais contradictoires.
Dans son modele de souris invalidée pour Kend2 (Kv4.2 ), Guo et coll. ont montré que la
suppression de lyf n’induit pas d’hypertrophie (Guo et coll., 2005). De méme, elle n’est pas
observée chez la souris invalidée pour le géne Kcnip2 (KChIP2 ) (Kuo et coll., 2001) et la
souris exprimant une autre forme tronquée de Kv4.2 (Kv4.2DN) (Guo et coll., 2002). Ce
résultat differe de ce qui a été observé chez la souris transgénique exprimant une forme
tronquée de Kv4.2 (Kv4.2N) (Wickenden et coll., 1999). Dans ce modéle, I'hypertrophie est
en effet associée a une diminution de 'amplitude d’l et peut étre prévenue par I'inhibition
de la voie de la calcineurine et de lca. (Sah et coll., 2002). La calcineurine est connue pour
activer les voies de signalisations impliquées dans le processus hypertrophique ce qui
suggére que dans ce modéle I'hypertrophie et la diminution de I sont liées (De Windt et
coll., 2000). Cependant, contrairement aux souris transgéniques Kv4.2DN et Kv4.2 7, la
souris Kv4.2N présente un remodelage structural important. En effet, ces souris présentent
en plus de I'’hypertrophie une dilatation des cavités ventriculaires et de la fibrose (Wickenden
et coll., 1999). D’autres études realisées a partir de cultures cellulaires de cardiomyocytes de
rats nouveaux-nés (Kassiri et coll., 2002; Zobel et coll., 2002) ont mis en évidence une
relation entre I'’hypertrophie et la présence du courant l,:. Cette relation a également été
mise en évidence in vivo dans un modéle de rat présentant une sténose de l'aorte

ascendante (Lebeche et coll., 2004). Ces animaux se caractérisent par une hypertrophie
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ventriculaire associée a une diminution de lf et de I'expression des sous-unités Kv4.2 et
Kv4.3. Dans ce modéle, la transfection adénovirale avec un vecteur codant pour la sous-
unité Kv4.3 permet de restituer le niveau de courant l,; et de stopper le processus
hypertrophique. Cet effet d’'une sur-expression de Kv4.3 est également a l'origine de
linhibition du processus hypertrophique dans des cardiomyocytes de rats nouveaux-nés
traités a I'angiotensine Il (Lebeche et coll., 2006). L'ensemble de ces résultats suggére que
le déclenchement de I'hypertrophie et les variations de densité de |, sont liés. Il est
cependant encore difficile de conclure sur la relation de cause a effet entre ces deux

mécanismes.

Conclusions

Dans ce modéle, nous avons mis en évidence deux types de remodelage ionique. Un
remodelage précoce lié aux troubles du rythme (avant J1) et un remodelage tardif lié¢ a
I'hypertrophie (a partir de J2). Contrairement aux modéles de chien et de lapin, une
diminution transitoire de s est observée aprés la survenue des troubles du rythme et avant
le processus hypertrophique. Nos résultats suggeérent que la variation d’l,s 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 lof sur 'hypertrophie. Cette diminution pourrait en effet constituer un signal déclencheur
du remodelage ionique associé a I'hypertrophie qui permettent par exemple 'activation de
voies transcriptionnelles

L’expression de Kv4.2 est régulée par des facteurs de transcription comme GATA4 (Jia et
coll., 2003) et/ou Irx5 (Costantini et coll., 2005). Dans notre modéle, nous avons observé une
modification de I'expression de ces facteurs de transcription. Cependant, ces variations ne
permettent pas d’expliquer la variation d’expression de Kv4.2. Ainsi, Irx5 qui est un
répresseur de I'expression de Kv4.2 est augmenté aprés la diminution transitoire de l,r. Ces
corrélations sont difficiles a mettre en évidence du fait de la complexité de notre modéle
caractérisé par une activation de nombreuses voies de signalisation. Nous avons par
exemple observé une élévation du tonus adrénergique qui est reflétée par la diminution de
l'intervalle PP. De plus, I'existence d’'un stress oxydatif et/ou métabolique fort est fortement
suspectée. En effet, 'augmentation de I'expression de genes comme Kcnj3 (Kir 3.1) ou de
génes codant pour des facteurs de transcription comme ATF3, Jun ou Myc ... etc met en
évidence I'existence d’un stress cellulaire.

L'étude des relations entre la variation d’expression des facteurs de transcription et les
variations d’expression des sous-unités a correspondantes constituera une suite importante

de cette étude. La recherche des différents couples facteurs de transcription/canaux sera
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facilitée par une étude réalisée a partir d’'un modeéle plus simple de cardiomyocytes de souris

nouveaux-nés en culture.
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EFFET D'UNE SUR-EXPRESSION DE HERG DANS L'INDUCTION DES
TROUBLES DU RYTHME

Introduction

La repolarisation ventriculaire est un équilibre précaire qui met en jeu différentes
conductances entrantes (Ina retaras, lca) €t sortantes (lo, Ik, lk1). L'activation séquentielle des
courants va déterminer la durée de la repolarisation ce qui est un paramétre clé dans
I'apparition des troubles du rythme. En effet, tout facteur qui va réduire les conductances K*
et/ou augmenter les conductances Na* et Ca** va allonger la durée de la repolarisation et
favoriser la survenue de post dépolarisations précoces et de torsades de pointes. A l'inverse,
l'accélération de la repolarisation (par réduction des conductances entrantes et/ou
augmentation des courants K*) va accentuer la dispersion de la repolarisation et favoriser
I'’émergence de circuits de réentrées. Chez 'lHomme, le courant I, a un réle central dans la
régulation de cette balance. Son inhibition est a I'origine d’'un allongement de la durée de la
repolarisation et des périodes réfractaires ce qui limite la survenue des troubles du rythme.
L’inhibition de Ik pourrait donc représenter une stratégie intéressante dans la prise en charge
thérapeutique des troubles du rythme ventriculaires. Cependant, cette approche s’est
révélée infructueuse et méme délétere chez les patients souffrant de dysfonctions
ventriculaires gauches sévéres (Waldo et coll., 1996). En outre, le syndrome du QT long de
type 2 est lié a des mutations sur le canal hERG. Ces anomalies sont a 'origine d’une perte
de fonction du canal et peuvent déclencher des arythmies ventriculaires fatales (Curran et
coll., 1995; Sanguinetti et coll.,, 1995). Enfin, il a été montré qu’'un nombre croissant de
médicaments non cardiaques peuvent induire des arythmies et conduire méme a des morts
subites en inhibant spécifiquement le courant Ik.

Des études récentes se sont intéressées au role potentiellement protecteur de I« contre la
survenue de troubles du rythme. Ainsi, dans son modéle informatique de PA ventriculaire,
'équipe de Gilmour a montré que les alternances de la durée de la repolarisation peuvent
étre supprimées en augmentant 'amplitude des courants Ix4, Ik et lks (Fox et coll., 2002). Sur
le plan expérimental, la sur-expression du canal hERG par transfection adénovirale dans les
myocytes ventriculaires de chien supprime I'apparition des alternances lors de cycles rapides
de stimulation (Hua et coll.,, 2004). L’'augmentation de I, semble donc avoir un effet anti-
arythmique certain, notamment pour des rythmes cardiaques rapides. Cependant,
augmenter lx, de fagon trop importante peut étre également a I'origine de troubles du rythme.
En effet, des mutations gain de fonction de la séquence codante de hERG ont été identifiées
dans trois familles (Brugada et coll., 2004). Ces mutations conduisent a une suppression de

l'inactivation de type C du canal ce qui a pour conséquence de raccourcir la durée de
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l'intervalle QT. Ce syndrome de QT court est a l'origine de mort subite. Ainsi, augmenter |k
peut voir des effets aussi bien anti-arythmiques que pro-arythmiques.

C’est dans ce contexte que nous avons généré une souris sur-exprimant le géne KCNH2 au
niveau cardiaque. Notre but était d’évaluer les conséquences physiologiques de I'expression
de hERG sur la repolarisation ventriculaire et de déterminer son réle lors de linitiation des
troubles du rythme. Nous avons choisi de mener cette étude sur le coeur de souris adulte ou
le courant Ik n'est pas détecté au niveau ventriculaire. Notre stratégie a consisté a sur-
exprimer le géne KCNH2 sous la commande d’'un promoteur cardiaque (a-MHC). Notre
hypothése était que la sur-expression de hERG conduirait & un remaniement de I'expression
du transcriptome ionique du coeur aboutissant a une réduction de I'expression des courants
repolarisants endogénes. Ainsi dans ce modéle, la modulation de la durée de la
repolarisation devrait dépendre en partie de la présence du courant Ik..

La premiére partie de cette étude a consisté en I'établissement et I'exploration phénotypique
de la lignée de souris transgéniques a-MHC-hERG. La deuxiéme partie de ce travail a été
consacrée au rble d’lx- dans la repolarisation et notamment lors de la survenue de troubles
du rythme. Notre but était de déterminer si la sur-expression de hERG a un effet protecteur

ou au contraire favorable dans le déclenchement des arythmies.

Résultats et discussion

Réle de hERG dans la repolarisation ventriculaire des souris transgéniques a-MHC-hERG

Dans cette premiéere partie, la caractérisation moléculaire et cellulaire de ces souris a montré
que I'expression du transgéne est spécifique au cceur et est homogéne au sein de celui-ci.
Ces souris sont viables et ne présentent pas d’anomalie structurale cardiaque. Mon travail a
consisté a vérifier que le produit du transgene est bien fonctionnel. J'ai donc réalisé des
études de patch-clamp en configuration cellule-entiére sur des cardiomyocytes ventriculaires
de souris sauvages et transgéniques fraichement isolés (figure 1C de I'article). Les souris
transgéniques présentent un courant de queue sensible a 'E-4031 caractéristique de Ik, avec
une amplitude maximale de 5.4 pA/pF et une cinétique de désactivation a deux constantes
de temps (1, =44 £ 5 ms et 1, = 249 + 66 ms a -50 mV, n=6 ). Aucun courant de queue
sensible a 'E-4031 n’a été détecté au niveau des cardiomyocytes ventriculaires des souris
sauvages. Cependant, hormis une morphologie de I'onde T plus négative pour les souris
transgeéniques, aucune différence notable n’a été détectée dans la mesure des paramétres
ECGs de base entre les souris transgéniques et les souris sauvages (figure 2; tableau 1 de

I'article). De plus, de fagon surprenante I'E-4031 a trés peu d’effet sur la repolarisation des
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souris transgéniques (figure 2D de l'article). Ces résultats suggérent que la contribution du
courant Ik humain dans la repolarisation cardiaque chez les souris transgéniques serait
faible par rapport aux courants endogénes repolarisants (l, €t lksow). POur répondre a cette
question, nous avons réalisé chez ces souris une injection de tédisamil qui est un inhibiteur
des courants |y, et Ik sow (Dukes et coll., 1990; Doggrell, 2001). Dans ces conditions, le QTc
des souris transgéniques est significativement plus court que celui des souris sauvages ce
qui montre que dans ces conditions hERG participe a la repolarisation (tableau 2 de I'article).
Cet allongement est de 18 ms alors qu'il était de 5 ms en absence de tedisamil. L’expression

de HERG crée donc une réserve de repolarisation.

Réle de hERG lors de la survenue de troubles du rythme

Nous avons déclenché chez ces souris deux types de troubles du rythme: soit une
tachycardie ventriculaire par injection intraveineuse de Ba?* (BaCl. 25 mg/kg dans la veine
caudale de la souris; figure 3 de l'article) soit des arythmies auriculaires par stimulations
rapides intracardiaques des oreillettes en présence d’un tonus vagal élevé (fréquence de
cycle de 115 ms durant 2 secondes et injection de carbamylcholine; figure 4 de larticle).
Dans les deux cas, les souris transgéniques sont beaucoup moins susceptibles au
déclenchement de troubles du rythme que les souris sauvages. En effet, 9/10 souris
sauvages présentent de courtes salves de tachycardie ventriculaire aprés injection de Ba*
alors que les souris transgéniques ne sont sujettes a ces arythmies qu’en présence de
dofétilide (10 mg/kg i.p), un inhibiteur spécifique de hERG. De méme, seulement 2/11 souris
transgéniques présentent des épisodes de tachycardie auriculaire ou de fibrillation
auriculaire aprées stimulation contre 11/15 souris sauvages. L'ensemble de ces résultats
suggére que hERG exerce un effet protecteur lors du déclenchement de troubles du rythme
aussi bien a I'étage ventriculaire qu’a I'étage auriculaire. Cet effet est en outre spécifique au
courant .. En effet, les souris sur-exprimant le concatémére hKCNQ7-hKCNE1 (a I'origine
du courant Iks) présentent une susceptibilité aux arythmies auriculaires similaire aux souris
sauvages (figure 5 de I'article). Cette différence entre Ik, et Iks pourrait étre en partie due aux
cinétiques des deux courants. C’est ce que nous avons voulu comprendre dans la troisieme

partie de cette étude.

Mécanismes impliqués dans le réle protecteur de hERG lors de la survenue de troubles du

rythme

Le but de cette étude était de comprendre les mécanismes par lesquels le courant Ik

empéche la survenue de troubles du rythme. Mon travail a consisté a ré-exprimer dans des
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cellules COS-7 le canal hERG et le concatémére hKCNQ71-hKCNE1. Les cellules
transfectées ont été stimulées par la technique de PA-clamp en utilisant des enregistrements
de PA ventriculaires humains (durée moyenne de 300 ms) et de PA auriculaires de souris
(durée moyenne de 50 ms). Les courants Ik et lks sont identifiés respectivement comme le
courant E-4031 sensible et HMR 1556 sensible.

La stimulation par le PA ventriculaire humain des cellules COS-7 exprimant le canal hERG
provoque une activation rapide du courant qui s’inactive presque simultanément (figure 6B
de l'article). Ce phénomeéne est a l'origine du délai d’activation du courant Ik au cours du PA
humain (Zhou et coll., 1998b). En début de phase 3, la repolarisation membranaire favorise
la levée d’inactivation du courant qui augmente progressivement jusqu’a atteindre une valeur
maximale pour un potentiel de —35,16 + 3,23 mV. La repolarisation membranaire provoque
ensuite la désactivation du courant qui est incompléte car un courant de fond E-4031
sensible subsiste au potentiel de repos. Bien que sa cinétique d’activation soit plus rapide
que celle de Iks, la contribution de Ik au PA est beaucoup plus tardive. En effet, le courant I
s’active beaucoup plus lentement mais atteint sa valeur maximale plus précocement que Ik
(=7,38 = 3,35 mV). Lors de la repolarisation membranaire, Iks se désactive progressivement
jusqu’a s’annuler totalement. La faible contribution d’lxs est due principalement a sa cinétique
d’activation trés lente qui ne permet qu’a un faible pourcentage de canaux d’étre activés au
cours des 300 ms de stimulation. En effet, en systéme de ré-expression des dépolarisations
supérieures a 1 s sont nécessaires a l'activation totale du courant (Barhanin et coll., 1996;
Sanguinetti et coll., 1996).

Au cours des PA auriculaires de souris et ce quelle que soit la durée de cycle (100 ms et 600
ms), nous n’avons observé aucune activation de Ik. Ces rythmes rapides permettent en
revanche l'activation de Ik (figure 6C de I'article). Pour une durée de cycle de 100 ms, le
courant Ik, n’est pas totalement désactivé et lors du PA suivant les canaux hERG sont déja
ouverts. Cette caractéristique est a l'origine d’'un courant transitoire dont 'amplitude est
directement proportionnelle a la force électromotrice. La deuxiéme partie du courant (en
forme de déme) est comme lors de la stimulation avec le PA humain, liée a la levée
d’inactivation et a la désactivation incompléte du courant lors de la repolarisation
membranaire. Pour une durée de cycle de 600 ms, nous n‘avons pas observé cette
transitoire et le courant s’annule totalement au potentiel de repos. En revanche, le niveau de
courant activé lors de la repolarisation est beaucoup plus important. Ceci pourrait expliquer
la réduction de la pente de restitution de la durée du PA observé chez les souris
transgeéniques. Cette réduction de pente en s’opposant aux phénoménes d’alternances de la
durée du PA constituerait un mécanisme protecteur contre la survenue des troubles du
rythme. En effet, lors d’'une stimulation a fréquence élevée, si p = 1, une alternance

d’amplitude et/ou de morphologie des PA est observée d’un cycle cardiaque a I'autre. Ces
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variations sont source d’une grande instabilité électrique et peuvent étre le précurseur
d’arythmies comme la fibrillation ventriculaire en favorisant les circuits de réentrée (Gilmour,
2003). Nous avons voulu tester cette hypothése en utilisant un modéle informatique simulant
la survenue de battements prématurés lors de la repolarisation membranaire.

Nous avons utilisé la modélisation informatique de Bondarenko et coll. (2004). Dans ce
modéle de cardiomyocyte ventriculaire de souris, il est possible de reproduire un PA
ventriculaire a partir des données expérimentales obtenues en patch-clamp lors de la
mesure des courants membranaires. Dans un premier temps, ce modéle nous a permis de
confirmer nos données expérimentales sur le comportement du courant Il lors du PA
auriculaire de souris. Nous avons aussi montré que lors d’'une extrasystole le courant de
fond résultant de la lente désactivation du courant est a I'origine d’'une potentialisation de I,

qui s’opposerait a la dépolarisation membranaire (figure 6D de l'article).

Conclusion

Ces études montrent pour la premiére fois in vivo que I'expression de hERG peut protéger
contre la survenue de troubles du rythme au niveau auriculaire et ventriculaire. En effet,
jusqu’a présent seules quelques études in vitro avaient été réalisées. L'effet anti-arythmique
de hERG avait ainsi été décrit dans des myocytes ventriculaires de lapin en culture primaire
(Nuss et coll., 1999) et dans des cellules CHO (Chinese Hamster Ovary) transfectées avec
hERG (Lu et coll., 2001a).

Nous avons montré que l'effet protecteur est lié aux propriétés uniques du courant Ik
(inactivation rapide et désactivation lente). Ces caractéristiques sont a l'origine, pour des
cycles rapides de stimulation, de I'existence d’'un courant de fond, résultant de la persistance
au potentiel de repos d’'un faible pourcentage de canaux a I'état ouvert. Dans leur étude sur
les effets d‘une sur-expression de hERG dans les cardiomyocytes ventriculaires de lapin,
Nuss et coll. ont montré que I'effet protecteur est associé a une réduction de la durée du PA,
a un allongement de la durée des périodes réfractaires et a une diminution de la survenue
des post-dépolarisations précoces. Dans notre modeéle, I'absence de susceptibilité aux
troubles du rythme ventriculaires aprés injection intraveineuse de Ba?* chez les souris
transgéniques pourrait étre lié a un Ik, élevé. En effet, I'inhibition de I« par le Ba®* est connue
pour générer une activité automatique anormale au niveau des oreillettes, des ventricules et
des fibres de Purkinje (Reid et Hecht, 1967; Toda, 1970; Anyukhovsky et Rosen, 1994).
Chez les souris transgéniques hERG, la suppression d’lks pourrait étre compensée par la
sur-expression de hERG. En outre, l'accumulation de courant observée lors d’une

extrasystole (modéle informatique) peut s’opposer a toute nouvelle dépolarisation
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membranaire empéchant ainsi la survenue de post dépolarisations précoces (EADs). Les
mécanismes impliqués dans la protection contre le déclenchement des arythmies atriales
sont plus compliqgués a comprendre. En effet, le raccourcissement de la durée du PA en
favorisant la diminution des périodes réfractaires permet I'établissement de circuits de
réentrées a l'origine de troubles du rythme sévéres. Dans ces conditions, il est donc difficile
de concevoir un rble protecteur de hERG vis-a-vis du déclenchement des troubles du rythme
atriaux comme la fibrillation auriculaire. Cependant, une étude récente a montré que la sur-
expression de hERG permet de supprimer les phénoménes d’alternances électriques dans
des cardiomyocytes ventriculaires de chien infectés par un adénovirus codant pour le canal
hERG (Hua et coll., 2004). Dans notre modéle, nous avons observé que la sur-expression de
hERG est associée a une réduction de la pente de restitution de la durée du PA. Or, cette
valeur de pente est un facteur clé dans la survenue des phénoménes d’alternances
électriques qui peuvent étre a 'origine d’arythmies par ré-entrées (Baker et coll., 2000; Kim
et coll.,, 2002). Ainsi, en réduisant la pente de restitution, la sur-expression de hERG
s’oppose au phénomeéne d’alternance électrique et au développement de circuits de ré-
entrées qui favorisent et entretiennent les troubles du rythme comme la fibrillation. De plus,
nous avons montré que I'absence de désactivation de Ik pour une durée de cycle de 100 ms
permet au courant de s’opposer a toute dépolarisation prématurée.

L’ensemble de ces résultats montre que la sur-expression de hERG dans le cceur de souris
équivault a un allongement des périodes réfractaires et peut donc permettre une protection
contre la survenue des troubles du rythme. Augmenter le niveau de I pourrait constituer une
stratégie thérapeutique intéressante. De plus, ce courant ne participant pas a la phase de
plateau, cette stratégie serait sans effet sur la contractilité ventriculaire. Cependant, a I'heure
actuelle, aucun agoniste complet de I, n'a pu étre mis en évidence (Gilmour, 2003). Par
ailleurs, il serait important de vérifier par une modélisation les effets d’'une sur-expression de
hERG sur la durée du PA humain. En effet, chez la souris la repolarisation dépend
principalement de |, alors que chez 'Homme, elle est déterminée par I« et lks. Aussi, une
sur-expression de hERG chez 'Homme pourrait avoir des effets beaucoup plus drastiques
que chez la souris et pourrait étre équivalente a I'expression d’'une mutation gain de fonction

qui est un facteur pro-arythmique (Brugada et coll., 2004).
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HERG: UNE CIBLE PRIVILEGIEE DES AGENTS PHARMACOLOGIQUES

Ce travail fait I'objet d’une demande de brevet auprés de 'INPI. La nature exacte et la
localisation de la mutation réalisée dans le canal hERG ne seront donc pas exposées

dans ces résultats.

Introduction

Dans le coeur humain, le courant I« joue un rdle fondamental dans la repolarisation
ventriculaire. Or, ce courant est inhibé par de nombreux agents pharmacologiques a visée
non cardiovasculaire. Cette inhibition est a l'origine d’un allongement de lintervalle QT et
peut pour certaines molécules déclencher des arythmies a I'origine de mort subite (Escande,
2000). Ces effets secondaires indésirables constituent un frein important au développement
pré-clinique des médicaments. Ainsi, en 1997, le CPMP (Committee for Proprietary
Medicinal Product) a édité un ensemble de recommandations concernant les procédures
d’évaluation du risque pro-arythmique des agents pharmacologiques. L'ensemble de ces
recommandations ont ensuite été reprise par ['ICH (International Conference on
Harmonization), qui, en 2001 a publié la premiére version de I'lCHS7B (ICHS7B guideline,
cité dans Cavero et Crumb, 2005). Ces textes préconisent entre autres, d’évaluer les effets
des molécules en cours de développement pré-clinique sur le courant lx. In vitro, le pouvoir
bloquant d’'une molécule est classiquement évalué par la technique de patch-clamp. Fiable
et trés largement utilisée, cette méthode offre néanmoins un faible débit d’analyse.
L’industrie pharmaceutique s’est donc tournée vers des méthodes d’analyses a haut débit
qui présenteraient le méme degré de fiabilité que la technique de patch-clamp et
permettraient une détection des molécules a risque trés tot lors de leur développement.
Parmi les nombreuses techniques mises au point (patch-clamp automatique, efflux de Rb*
radioactif et non radioactif, sondes fluorescentes détectant les variations de potentiel
membranaire...etc.), la plus fiable est la mesure d’efflux de Rb* (Tang et coll., 2001). Cette
méthode avait initialement été développée pour I'étude du fonctionnement des canaux K*
(Castelletti et coll., 1989; Linde et coll., 1997) et Na* (Ponzio et coll., 1980) dépendant du
potentiel. Les premiers essais pharmacologiques pour le canal hERG se sont néanmoins
révélés infructueux (Cheng et coll., 2002). Cette technique présente en effet une sensibilité
inférieure par rapport a la méthode de patch-clamp et pour certaines molécules donne des
valeurs d’ICs, aberrantes (Cheng et coll., 2002; Rezazadeh et coll., 2004). De nombreux
facteurs sont a l'origine de la différence de sensibilité entre les deux techniques. Parmi ces
facteurs, la concentration en K* extracellulaire ([K*]e) est un paramétre important. Le canal

hERG est un canal dépendant du potentiel et il est activé par la dépolarisation membranaire.
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Pour la mesure d’efflux, il est donc nécessaire d’augmenter [K*]e (> 50 mM) pour dépolariser
la membrane et activer le canal. Or, I'élévation de [K']e n‘augmente pas seulement la
conductance unitaire du canal mais affecte aussi [linhibition par les agents
pharmacologiques (Yang et Roden, 1996; Wang et coll., 1997). Une modification des
propriétés de dépendance au potentiel de I'inactivation est également observée. |l a été
observé en effet que des mutations a l'origine d’'un déplacement de la courbe d’inactivation
vers des potentiels plus négatifs est a I'origine d’'une perte de sensibilité pour les inhibiteurs
de hERG (Mitcheson et coll., 2000a). Aussi, pour s’affranchir des effets de [K*]. en efflux de
Rb*, il serait intéressant de disposer d’'un mutant de hERG dont l'activation serait
indépendante du potentiel pour pouvoir effectuer I'efflux a une [K*]e physiologique.

C’est pour répondre a cet objectif que nous avons mis au point une chimére entre le canal
hERG et un canal indépendant du potentiel. Nous avons montré que I'expression de ce
canal chimére dans des cellules COS-7 est a l'origine d’'un courant dont l'activation est
indépendante du potentiel. La modélisation informatique du courant généré par le canal
chimére. montre que cette chimére n’existe que sous deux configurations: ouverte et
inactivée et que la configuration fermée n’existe plus. Nous avons constaté en outre que la
sensibilité pharmacologique pour des inhibiteurs connus de hERG est conservée et n’est pas
affectée par les modifications des propriétés biophysiques du courant. Cette derniere
caractéristique est fondamentale et fait de cette chimére un outil trés intéressant pour une
application en efflux de Rb". Les valeurs d’lICs, obtenues en efflux de Rb* pour les inhibiteurs
comme I'E-4031, le cisapride ou I'astemizole sont proches des valeurs obtenues par la
technique de patch-clamp, ce qui n’a jamais été observé avec le canal sauvage. En
revanche, pour les inhibiteurs plus faibles comme la risperidone et la fluoxetine, un
déplacement de la valeur d’ICs, est observé en efflux de Rb* par rapport a la valeur mesurée
en patch-clamp.

Les premiers essais pharmacologiques sont prometteurs et suggérent que notre chimére de

hERG est un candidat intéressant pour un développement industriel.
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Matériels et Méthodes

Culture cellulaire et transfection

Les méthodes de culture des cellules COS-7 et de leur transfection par I'agent Jet-PEI sont
présentées dans le paragraphe I.A du chapitre matériels et méthodes de ce manuscrit. Pour
les expériences de patch-clamp, les cellules ont été transfectées pour hERG avec un
mélange plasmidique composé de : 40% de plasmide pSI-hERG et 60% de plamide pClI-
GFP. Pour le canal chimére, les cellules ont été transfectées avec le plasmide pIRES;
chimére-CD8. Pour les efflux de Rb*, les cellules ont été transfectées soit avec le plasmide

pIRES; chimeére-CD8 soit avec le plasmide pCI-GFP.

Electrophysiologie

Solutions

Les cellules sont perfusées en continu avec une solution de Tyrode composée de NaCl 145
mM, KCI 4mM , MgCl; 1 mM, CaCl; 1 mM, HEPES 5 mM, glucose 5 mM, pH ajusté 7.4 avec
NaOH. Le milieu intrapipette contient du: KCI 74.5 mM, K-aspartate 70.5 mM, HEPES 5 mM,
EGTA 2 mM, K:ATP 2 mM, MgCl, 0.3 mM pH 7.2 avec KOH. Pour enregistrer le courant Ik,
les cellules sont localement perfusées avec un milieu extracellulaire contenant : NaCl 145
mM, KCI 4 mM, MgCl,1 mM, CaCl; 1 mM, HEPES 5 mM, glucose 5 mM, mannitol 30 mM, pH
7.4 avec NaOH. Le cisapride, la risperidone, I'astemizole et la fluoxetine ont été dilués dans
le DMSO afin d’obtenir une concentration-mére de 10-2 M. Les solutions stocks de
mosapride et d’E-4031 ont été préparées dans de I'eau distillée. Le DMSO a été ajouté le
cas échéant dans la solution contrdle en respectant la limite de 0.3 %. La valeur d’ICs, a été
calculée en utilisant I'équation de Hill: y =a + (d/(1+(x/c)?)) ol x représente la concentration

de la molécule, b le coefficient de Hill et ¢ correspond a I'lCs,.

Protocoles de stimulation

Les courants du canal sauvage et de la chimére ont été mesurés a 35°C en utilisant la
configuration cellule entiére de la technique de voltage-clamp. Pour I'étude biophysique des
cinétiques d’inactivation et de levée d’inactivation de la chimére, les capacités et les
résistances séries ont été compensées électroniquement. La capacité membranaire a été
déterminée en analysant la cinétique du courant capacitif généré par une dépolarisation de
50 ms appliquée de —70 mV a —60 mV. L’étude des propriétés de dépendance au potentiel

des courants a été réalisée a I'aide du protocole suivant: la membrane est maintenue a un
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potentiel de repos de —80 mV puis des sauts de potentiel d’'une durée de 500 ms sont
appliqués entre —130 mV et +50 mV par incréments de 10 mV. Le courant de queue est
ensuite activé a un potentiel de —-60 mV pendant 3 sec. Les protocoles utilisés pour étudier
l'inactivation et la levée d’'inactivation du courant généré par le canal chimére seront détaillés
dans le texte des résultats.

Le profil pharmacologique du canal chimére a été évalué a partir d’'un protocole de rampe
inverse d’'une durée de 500 ms et correspond a une rampe de potentiel de +40 mV a -100
mV a partir d’'un potentiel de repos de —80 mV. Ce protocole est répété toutes les 1.5

secondes.

Analyse

Les valeurs d’amplitude de courant ont été normalisées par rapport a la capacité
membranaire. Les résultats sont exprimés sous la forme valeur moyenne + SEM. La courbe
d’activation de hERG est décrite par une fonction de Boltzmann dont I'équation est la
suivante lqueue/lqueve max = 1/{1 + exXp[~(Vpp-Vo5)/K]} OU lgueve max €St la valeur du courant de
queue (lquewe) Maximale, Vy, est la valeur de potentiel pour laquelle lgewe a ét€ mesuré, Vos
est la valeur de potentiel pour laquelle lquewe €St €gale a la moitié de lqueve max €t K est le facteur
de pente de la sigmoide. La désactivation du courant hERG est décrite par une bi-
exponentielle: y = C + A1 exp(-t/t;) + A2 exp(-t/t,), ou 1, et 1, correspondent aux constantes
de temps, A1 et A2 aux amplitudes de courant de chacune des composantes et C
correspond au courant de base ( i.e, lorsque le courant hERG n’est pas activé).

L’inactivation est décrite par une fonction de Boltzmann d’équation: lss/lo = 1/{1 + exp[(Vpp-
Vos)/k]}. Linactivation et la levée dinactivation sont décrites a laide d’'une mono

exponentielle d’équation: y = C + A exp(-t/t)).

Modélisation informatique

Pour étudier I'impact de la mutation sur les mécanismes de changement conformationnels
du canal chimére, nous avons utilisé le modéle cinétique de Rudy (Clancy et Rudy, 2001).
Dans ce modele, Ik présente trois états fermés (C1, C2, C3), un état ouvert (O), et un état
inactivé (I). Pour que ce modéle décrive le canal chimére de fagon satisfaisante nous avons
d( supprimer tous les états fermés et ne laisser que les états ouvert et inactivé. Les deux
constantes de transition ont dU étre Iégérement modifiées pour bien décrire I'inactivation du
canal chimére. La dépendance au K* extracellulaire de t mais aussi de Gk (conductance

maximale du courant) ont été conservées dans le modéle.

Protocole des efflux de Rb".
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Les cellules COS-7 sont repiquées dans des plaques 6 puits a une concentration de 100 000
cellules/ml puis placées dans un incubateur a 37°C et 5% CO, pendant toute la nuit. Le
lendemain matin, les cellules sont mises a incuber en présence de complexes ADN/PEI,
I'ADN correspondant soit au plasmide pIRES; chimére-CD8 soit au plasmide pCI-GFP.
Aprés 8 heures d’incubation, les cellules transfectées sont repiquées dans des plaques 24
puits a raison de 200 000 cellules par puits et les plaques sont replacées pour la nuit dans
lincubateur. Les puits de ces plaques présentent un revétement en poly-D-lysine (BD
Biocoat®) ce qui permet une meilleure adhésion des cellules. Sur les 6 colonnes de la plaque
24 puits, une colonne (soit 4 puits) est ensemencée avec les cellules exprimant la GFP et les
cing autres avec les cellules exprimant le canal chimére. Aprés une nuit d’incubation, les
cellules sont rincées deux fois avec le Tampon | dont la composition est la suivante: NaCl
150 mM, CaCl, 2 mM, NaH.PO, 0.8 mM, MgCl; 1 mM, glucose 5 mM, HEPES 25 mM; le pH
est ajusté a 7.4 avec du NaOH. Les cellules sont ensuite mises a incuber pendant 4 heures
a 37°C avec 1 ml de Tampon de charge (Tampon | + 5.4 mM de RbCl).

Pour la mesure d’efflux en présence d’un agent pharmacologique donné, des dilutions de la
solution stock testée sont préparées dans le Tampon de charge et dans le Tampon 5 K*. Les
solutions stocks des différentes molécules d’intérét (E-4031, astemizole, risperidone,
fluoxetine, cisapride et mozapride) sont les mémes que celles utilisées pour les expériences
de patch-clamp. Aprés la charge en Rb", le surnageant est repris et remplacé par 1 ml de
solution correspondant au Tampon de charge + un volume x de DMSO ou d’eau (pour les
colonnes GFP et contrdle) ou au Tampon de charge + un volume x de la molécule testée
(pour les autres conditions). Une nouvelle incubation d’1 heure a 37°C est réalisée.

A l'issue de cette incubation, deux ringages avec 600 ul de Tampon 5 K* (Tampon | avec 5
mM KCI) sont effectués pour éliminer le Rb* du surnageant. Les cellules sont ensuite mises
en présence de 600 pl de Tampon 5 K* + un volume x de DMSO ou d’eau (pour les colonnes
GFP et contréle) ou de 600 pl de Tampon 5 K* + un volume x de la molécule testée pour les
autres colonnes. A intervalles réguliers (soit dans nos expériences a 3’ et 7°), le surnageant
des différents puits est collecté et remplacé par du milieu frais. Les aliquots ainsi obtenus
sont transférés dans une plaque 24 puits pour analyse. A la fin du test, le Rb* restant dans
les cellules est récupéré en ajoutant 1 ml de Tampon de lyse (Tampon | contenant 0.1%
Triton X-100). Les concentrations en Rb* des surnageants t3’ et t7° (Rb* SN) et des lysats
cellulaires (Rb* lysat) sont ensuite analysés par spectrométrie d’absorption atomique (Atomic
Absorption Spectrophotometer 2380, Perkin Elmer®). La quantité de Rb* contenue dans un
échantillon est mesurée a une longueur d’absorption de 780 nm. Deux courbes de calibration
comprise entre 0 et 1 mg/l Rb* ont été réalisées pour I'analyse. La premiere a été réalisée
avec le Tampon de lyse et la seconde avec le Tampon 5 K*. Si, les échantillons ne sont pas

dosés immédiatement apres I'expérience, ils sont stockés a —20°C.
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L’efflux de Rb* a été mesuré de fagon indirecte en considérant le pourcentage de Rb* restant
dans la cellule ou facteur Q. Ce facteur est calculé pour un temps donné (soit dans nos

expériences a t=3’ ou t=7") et est donné par la formule suivante:

Q = ( Rb" ot - Rb* sn)/(Rb" tot) OU Rb™ ot = Rb* iysat + Rb*sna + Rb™* snr

A t3’ Rb* sn = Rb*sna et a t7° Rb* sy = Rb*sna + Rb*snz 0U Rb*sna et Rb*snr correspondent aux

concentrations de Rb* des échantillons 3’ et 7°.

La diminution progressive du Rb" intracellulaire entre deux points t; et t, peut étre modélisée

par une pente P dont la valeur a été déterminée en utilisant la formule suivante:

P = [In(Q41)/In(Q2)]/(t:-t2)

ou P4 et P, correspondent au taux de Rb* restant respectivement aux temps t; et t..

L'effet des agents pharmacologiques est reflété directement par la valeur de P. Plus

linhibition est importante et plus la diminution de pente associée est élevée.

Au cours de nos expériences, nous avons observé I'existence d’'un courant de fuite lié aux
conductances K* endogénes des cellules COS-7. Pour s’affranchir de cette conductance,
nous avons soustrait systématiquement la valeur de pente obtenue pour des cellules
transfectées avec un plasmide codant pour la GFP aux valeurs de pente obtenues pour des
cellules exprimant le canal chimére. Nous avons choisi cette méthode car de nombreux tests
nous ont permis de montrer que la fuite de Rb* observée sur des cellules exprimant la GFP
est égale a la fuite mesurée sur des cellules exprimant le canal chimeére et traitées avec de
I'E-4031 3.10°M.

Pour établir la courbe dose-réponse d’'une substance pharmacologique donnée, nous avons
calculé un rapport de pente entre la valeur de pente obtenue en présence d'une
concentration donnée et la valeur de pente obtenue en présence du véhicule. La valeur
d’ICs a été calculée en utilisant I'équation de Hill: y = a + (d/(1 + (x/c)®)) ou x représente la
concentration de la molécule, b le coefficient de Hill et ¢ I'lCso.

Toutes nos conditions ont été réalisées en quadruplate (n=4 puits).
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Caractérisation biophysique du mutant
Effet sur I'activation/désactivation

La figure 1 montre les propriétés de dépendance au potentiel du courant généré par le canal
hERG (lhers) €t du courant généré par le canal chimére (lcnimere). Le protocole utilisé pour
activer les courants correspond a des sauts de potentiels d’'une durée de 500 ms variant de
—130 mV a +70 mV par incréments de 10 mV. Ces stimulations sont appliquées a partir d’un
potentiel de repos (“Holding Potential’) de —80 mV et sont suivies par un saut de potentiel de
—60 mV d’une durée de 3000 ms pour enregistrer les courants de queue (figure 1A).

lhere S’active lentement uniquement en réponse aux dépolarisations membranaires
(figure1B). La relation courant-potentiel présente une diminution de I'amplitude du courant
pour des potentiels > +20 mV (figure 1D). Cette rectification entrante est caractéristique de
hERG et est liée au processus d’inactivation (Sanguinetti et coll., 1995; Spector et coll.,
1996a).

L’amplitude du courant de queue a été normalisée par rapport a 'amplitude du courant de
queue maximal et les différentes valeurs obtenues ont été représentées en fonction du
potentiel. La courbe d’activation ainsi obtenue montre que l.ere S’'active pour un potentiel
seuil de —40 mV et qu'il est activé totalement pour un potentiel de +30 mV (figure 1E). Les
parametres de I'activation ont été calculés a I'aide d’'une fonction de Boltzmann. La valeur du
potentiel de demi-activation (Vos) et la valeur du facteur de pente k sont respectivement de —
49 + 23 mV et 8.9 £ 0.6 mV. Les cinétiques de désactivation de lerc Ont également été
étudiée. Le décours du courant de queue obtenu pour un potentiel de +20 mV est
typiquement décrit par une bi-exponentielle dont les constantes sont égales a 11=86.5 £ 8.5
ms et 1,= 494.4+ 55.2 ms (n=8).

Le canal chimére est a l'origine d’un courant instantané (figure 1C). Ce courant est entrant
pour des potentiels inférieurs a Ex (Ex théorique = -90 mV) et sortant pour des potentiels
supérieurs. Comme |ners, lcnimere présente une rectification entrante mais qui apparait plus
précocement (Vm = -30 mV) (figure 1D). En revanche, nous n’avons pas observé de
désactivation (absence de courant de queue) du courant et sa courbe d’activation montre de

plus qu’il est indépendant du potentiel (figure 1E).
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Figure 1: A Propriétés de dépendance au potentiel de de liere €t Ichimere- A.Exemple deFt)%E:%rs].t!jeel h';gé/gbtenues a partir
d’une cellule exprimant le canal hERG et stimulée a I'aide du protocole représenté dans I'encart a droite. La ligne en pointillée
désigne le niveau 0 courant. B. Traces de lcnimere Obtenues a partir d’'une cellule exprimant le canal chimere a I'aide du méme
protocole qu’en A. La ligne en pointillée désigne le niveau 0 courant. Noter 'absence de courant de queue pour lchimere. C.
Relations courant-potentiel de Iners et lenimere. Contrairement & lnere, lenimere €St activé pour des potentiels inférieurs a Ex. Les deux
courbes présentent une rectification caractéristique mais qui apparait plus précocement pour lcimere (20 mV) que pour lhera
(+30 mV). Les résultats sont exprimés sous la forme valeur moyenne + SEM. D. Courbes d’activation de lnere €t lehimere
réalisées a partir des valeurs de lqewe. LeS parametres de la courbe d’activation de lnere Ont été calculés a partir d’'une équation
de Boltzmann. Noter I'absence de dépendance au potentiel de I'activation de lcimere. LeS résultats sont exprimés sous la forme
valeur moyenne + SEM.

Effet sur l'inactivation / levée d’inactivation

L’existence d’une rectification pour des potentiels positifs indique que limere CONserverait une
inactivation dépendante du potentiel. Pour vérifier cette hypothése, nous avons étudié les
cinétiques d’inactivation et de levée d’inactivation de ce courant. L’inactivation a été étudiée

a l'aide d’'un protocole en trois parties utilisé classiquement pour étudier I'inactivation de I«

131



Résultats

(Smith et coll., 1996; Spector et coll., 1996a; Wang et coll., 1997; Zhou et coll., 1998b). Dans

ce protocole, la membrane est fortement dépolarisée a +60 mV a partir d’'un potentiel de

repos de —80 mV. Cette dépolarisation est suivie d’'une

hyperpolarisation (Vm= -100 mV) de

20 ms (entre 2 et 25 ms selon les études) pour permettre la ré-activation totale du courant.

L’inactivation étant ensuite étudiée pour des potentiels variés. La levée d’inactivation est

étudiée pour les mémes potentiels mais en absence de |
Dans la figure 2 sont représentées les traces de coura

du protocole d’inactivation (figure 2A) et du protocole de

20 pAdpF

A. +60mV  +70 mV C.
i i -80mV J L —
-100 mV
i -130mV

’hyperpolarisation.
nt caractéristiques obtenues a l'aide

levée d’inactivation (figure 2C).
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Figure 2: Propriété de dépendance au potentiel de I'inactivation et

de traces de | obtenues a I'aide du protocole représenté dans I'encart a
et +70 mV par incréments de 20 mV toutes les 3 s. B. La partie enca

—_r" +70 mV
+10 mV \w-_fm
M
L -130 mV

ms

de la levée d’inactivation de l,ere A- Exemple

droite. L’inactivation a été étudiée entre —130 mV
drée correspond a un grossissement du courant

transitoire. Par souci de clarté les courants mesurés pour les sauts de potentiels compris entre +30 mV et +70 mV n’ont
pas été représentées. Les lignes en pointillés représente le niveau 0 courant. C. Traces de | obtenues avec un protocole
permettant I'étude de la levée d’inactivation. Les potentiels utilisés varient entre —130 mV et +70 mV par incréments de 20
mV toutes les 3 s. D. Par souci de clarté, les traces de | obtenues pour les sauts de potentiels de —30 mV, +10 mV et +50

m\V n’ont nas été renrésentées

La dépolarisation a +60 mV a un réle important pour I'’étude des cinétiques d’inactivation du

canal sauvage puisqu’elle permet de l'activer et de I'inactiver compléetement (Zhou et coll.,

132



Résultats

1998b). L’activation du canal chimeére étant indépendante du potentiel, cette dépolarisation
n‘est pas nécessaire pour I'étude des cinétiques d’inactivation de lcimere. NOus l'avons
conservée afin de pouvoir comparer les cinétiques de lhere €t de lcnmere. L'application d’une
hyperpolarisation de 20 ms permet une réactivation totale du courant (figure 2B). Ce saut de
potentiel est plus long que la durée du saut de potentiel utilisé dans les études de
linactivation d’li. (Zhou et coll., 1998b). En effet, dans le cas de hERG, lors de
I'hyperpolarisation, une désactivation partielle du courant peut se produire et fausser la
mesure de la constante de temps d’inactivation. L’absence de désactivation de lcimere permet
donc de prolonger la durée de I'hyperpolarisation afin de s’assurer de la ré-activation totale
du courant.

Le décours de linactivation et de la levée d’inactivation sont décrits par une mono-
exponentielle. Les constantes de temps obtenues sont représentées en fonction du potentiel

dans le graphique de la figure 3.

51 —@— tau d'inactivation (n=9)
—l— tau de levée d'inactivation (n=7)

W 4
E
n
o
S
e 3

2 r

-80 -60 -40 -20 0 20
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Figure 3: Dépendance au potentiel des constantes de temps d’inactivation et de levée
d’inactivation de lchimere

Les courbes obtenues correspondent a des courbes “en cloche” avec un maximum atteint
pour un potentiel de =30 mV pour la levée d’inactivation et entre —30 et —10 mV pour
l'inactivation. Leur superposition montre qu’aux potentiels étudiés l'inactivation et la levée
d’inactivation ont des constantes de temps similaires. Ce comportement suggére I'existence
de deux états uniques: ouvert et inactivé. Dans un tel modéle de Markov avec deux états, qui
se rapproche du modéle de Hodgkin et Huxley, la cinétique d’'arrivée a I'équilibre est la
méme que l'on parte d’'un canal complétement ouvert ou complétement inactivé. Cette
courbe en cloche est aussi typique de lwere (Wang et coll.,, 1997) ce qui suggére que la
propriété de dépendance au potentiel des cinétiques d’inactivation de lcimere SONt peu

modifiées.
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Nous avons également étudié la propriété de dépendance au potentiel de I'inactivation. La
courbe d’inactivation a été établie a partir des valeurs de courant mesurés pour les sauts de
potentiels entre —130 et +70 mV du protocole d’inactivation (figure 2A). L’amplitude du
courant obtenue en fin de stimulation (lss) a été rapportée a la valeur d’'amplitude mesurée
pour une ouverture maximale du canal (lp). La courbe d’'inactivation ainsi obtenue (figure 4)
présente une Vo5 = -47.1 £+ 2.1 mV et un facteur k = 25.9 + 1.5 (n=9). Dans une étude
récente utilisant un systéme de ré-expression hétérologue comparable a notre modéle
d’étude (CHO exprimant le canal hERG), la Vo5 d’inactivation de lwerc a été évaluée a —70 +
0.82 mV et le facteur k a —19.33 £ 0.73 mV pour une température de 37°C (Mc Pate et coll.,
2005). Ces résultats indiquent que laimere présenterait un déplacement de la dépendance au
potentiel de son inactivation par rapport a lere. Méme si le modéle de cette étude est proche
de celui que nous avons utilisé, il sera cependant indispensable d’étudier dans nos

conditions expérimentales I'inactivation et la levée d’inactivation de lnere.

Figure 4: Courbe d’inactivation de lchimere. La valeur

mesurée de |ss a été rapportée a la valeur lp pour des
>V, =-471£21mV sauts de potentiel compris entre —130 mV et +70 mV
K=259+15 (protocole inactivation, figure 2A). Les valeurs ainsi
obtenues sont représentées en fonction du potentiel et
sont décrites par une équation de Boltzmann. La ligne
noire correspond a la moyenne des fit individuels des
courbes d’inactivation obtenues pour 9 cellules différentes.
Les résultats sont des valeurs moyennes + SEM.

-100 -50 0 50
Potentiel (mV)

Modélisation informatique

L’ensemble de ces résultats suggére que le canal chimére existe uniquement sous deux
conformations, ouverte et inactivée. Pour vérifier cette hypothése, nous avons utilisé le
modéle de Markov (Clancy et Rudy, 2001). Ce modéle est intéressant car il prend en compte
les changements conformationnels du canal. Pour modéliser le comportement du canal
chimére, nous n’avons conservé dans ce modéle que les équations relatives aux transitions
entre I'état ouvert et I'état inactivé (figure 5). Nous avons légérement modifié les valeurs de

ces transitions pour que le modéle corresponde aux données expérimentales.
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Figure 5: Modéle de Markov des différentes configurations de hERG. Dans notre modélisation du
comportement du canal chimeére, seules les transitions entre I'état ouvert et I'état inactivé ont été conservées.

La figure 6 montre un exemple caractéristique des traces de courant obtenues avec le
modéle modifié de Markov.
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Figure 6: Simulation informatique des propriétés de dépendance au potentiel de I'inactivationde | . Les valeurs

des constantes de temps mesurées a partir de 9 cellules ont été rentrées dans le modéle pour la simulation. A. Traces de |
obtenues expérimentalement. B. Traces de | obtenues avec le modéle informatique. C. Comparaison des courbes
d’inactivation. D. Comparaison des valeurs de constantes de temps d’inactivations obtenues expérimentalement avec le fit

des valeurs obtenues avec le modéele 135
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Ces traces ont été obtenues en simulant la stimulation d’'une cellule avec le protocole en
trois parties utilisé pour étudier l'inactivation du courant. Comme pour les expériences de
patch-clamp, la dépolarisation de 200 ms a +60 mV est a l'origine d’un courant instantané
qui se ré-active totalement pour une hyperpolarisation de 20 ms a —100 mV. Les valeurs de
la constante d’inactivation ont été calculées et comparées aux valeurs expérimentales. La
courbe d’inactivation a également été réalisée. Ces résultats suggérent que notre canal
chimére n’a plus de porte d’activation fonctionnelle, mais une porte d’inactivation quasi-

intacte.

m\/Nr-NIRAEA]

Pharmacologie
Patch-clamp

La sensibilité pharmacologique du canal chimére a été étudiée pour 6 molécules différentes
connues pour inhiber hERG. Ces molécules ont été choisies en fonction de leur
appartenance a leur classe thérapeutique et/ou a leur pouvoir inhibiteur:

e I'E-4031 qui est un bloqueur spécifique de hERG

* l'astemizole ou Hismanal® (antihistaminique)

» larisperidone ou Risperidal® (antipsychotique)

» le cisapride ou Propulsid® (prokinétique)

* la fluoxetine ou Prozac® (antidépresseur)

* le mosapride (prokinétique) qui est une molécule ne bloquant pas hERG (Potet et
coll., 2001).

Le pouvoir inhibiteur de ces agents pharmacologiques a été évalué sur lusimere @ I'aide d’'un
protocole de rampe (décrit dans le matériel et méthodes). Le pourcentage d’inhibition a été
calculé pour un potentiel de —30 mV, i.e, pour le potentiel pour lequel 'amplitude du courant
mesuré est la plus élevée.

Dans la figure 7 est représenté le courant généré par le canal chimére aprés stimulation
avec le protocole de rampe. Dans cet exemple, le courant a été enregistré en condition
controle (i.e aprés perfusion du véhicule) et en présence de deux concentrations différentes
d’E-4031. Pour cette molécule, nous avons opté pour une méthode de perfusion croisée des
différentes dilutions d’E-4031. En effet, la cinétique d’inhibition de 'E-4031 est relativement
lente, il est donc difficile de réaliser une courbe effet-dose compléte sur une seule cellule.
Ainsi, pour une cellule donnée, lcimere @ €té enregistré en présence de 10 M/107" M ou 3.10°®

M/3.107 M d’E-4031. La courbe effet dose ainsi obtenue présente une valeur d'ICs, de 5. 10
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M qui est une valeur comprise dans la gamme de concentration donnée dans la littérature
(Redfern et coll., 2003). Son coefficient de Hill est de 1.25.

Le méme type d’enregistrement a été réalisé pour les autres molécules. Les valeurs d’ICs
obtenues ont été comparées aux valeurs d’'ICs, obtenues pour lwere €t sont rapportées dans
le tableau 1. Les valeurs d’ICs, pour lhere sont des valeurs de référence données dans la

littérature. +40mV

— Wéhicule
ceeeen B3 30T

-80 mv

-100 mV

100 ms

~ contrdle (perfusion du véhicule) et
-30 mV a partir d’'un protocole de
niveau 0 courant B. Décours en
on d’E-4031 3.108 M et 3.107 M.

Figure 7: Inhibition
aprés perfusion de
rampe inverse (dan:
fonction du temps d
L’inhibition du courai

14 4
12 |
10 |

Densité de IChimere (PA/pF)
oo

Véhicule

o N B~ O

50 100 150 200 250 300
Temps (secondes)

Tableau 1: Valeurs d’ICs, obtenues pour les 6 molécules testées dans cette étude pour Ichimere €6 cCOmparaison avec les
valeurs pour lyere. N= Nnombre de cellules
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E-4031 Astemizole | Cisapride |Risperidone| Fluoxetine | Mosapride
Ichimére
ICs0 5.10°% M 2.1.10% M 7.2.10%M 3.7.10"M 1.10° M -
n 9-10 10 7 8 8 7
IhERG
ICs0 2.5.10% M 1.10°M 24.10"M 3.10"M 3.10°M -

La valeur d'ICsy de I'E-4031 donnée pour lmimere @ €t€ obtenue par une méthode croisée.
Ainsi, I'inhibition pour les concentrations 10 M/107 M ont été calculées pour n=10 cellules et
pour les concentrations 3.10% M/3.107 M pour n=9 cellules. Pour liers, la valeur d’'ICs, pour
'E-4031 est une donnée interne non publiée. Pour le cisapride et le mosapride les résultats
présentés proviennent d’'une étude réalisée au laboratoire sur I'effet des prokinétiques (Potet
et coll., 2001). Enfin pour I'astemizole et la risperidone, les valeurs d’ICs, sont issues d’'une
revue qui porte sur les relations entre linhibition de I« et les effets sur le QT des
médicaments non cardiaques (Redfern et coll., 2003). Dans une autre étude (Tang et coll.,
2001), la valeur d'ICso mesurée pour le cisapride est de 4.5.10°% M et de 6.10° M pour
'astemizole ce qui est proche de la valeur que nous avons mesuré pour lcimere. CeS
disparités entre les différentes études dépendent du modele utilisé (ovocyte de xénope ou
cellule de mammifere) ou encore des conditions d’enregistrement électrophysiologiques
(protocole de stimulation, température...). Ce sont des ordres de grandeur qui renseignent
sur la puissance de bloc relatif d’'un agent pharmacologique par rapport a un autre.

La comparaison des résultats obtenus pour le canal chimére avec les données de la
littérature pour hERG montrent que le canal chimére conserve un profil pharmacologique
similaire a celui de hERG. Il constitue donc un outil intéressant pour I'étude du profil

pharmacologique en efflux de Rb".

fflux de Rb*
B.
Nang la finira & ennt ranrdcantdac lae rniirheg effete-dncac nhtaniiae nanir F’F.AN21 avear la
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Figure 8: Courbes effets doses obtenues pour ’'E-4031 avec la technique de patch-clamp A. et par la
technique des efflux de Rb* en B. La valeur d'IC, mesurée en patch est une valeur moyenne pour n=10

ralhilae at n=R avnarianrac nniir lac offliiv da Rh*
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Les écarts types plus importants pour les résultats obtenus avec la technique de mesure
d’efflux suggérent que cette technique est moins précise que la technique de patch-clamp
bien que la valeur d’'ICs, pour 'E-4031 n’est pas modifiée. Les valeurs d’ICs, pour les autres
molécules sont rapportées dans le tableau 2. Les valeurs des coefficients de Hill sont

également rapportées.

Tableau 2: Valeurs des ICs, et des coefficients de Hill obtenues avec la technique de patch-clamp et avec
la technique de mesure d’efflux de Rb* pour les 6 molécules testées. ND: non déterminée

E-4031 Astemizole | Cisapride |Risperidone| Fluoxetine | Mosapride
Patch-clamp
ICs0o 5.10°% M 2.1.10% M 7.2.10% M 3.7.10"M 1.10° M )
Coeff. Hill 1.25 1.45 0.93 1.07 1.26
Rb*
ICs0 5.1.10° M 4.3.10% M 1.3.10" M ND ND i
Coeff. Hill 0.90 0.82 0.54 ND ND

Les valeurs d'ICsy et de coefficient de Hill obtenues pour I'E-4031 (n=5 expériences), le
cisapride (n=8 expériences) ou l'astemizole (n=5 expériences) sont proches de celles
obtenues par la technique de patch-clamp. Ce résultat est intéressant car jusqu’a présent
une augmentation des valeurs d’lICs, était généralement décrite avec la technique d’efflux de
Rb* par rapport a la technique de patch-clamp (Cheng et coll., 2002; Rezazadeh et
coll.,2004). De méme, nous n’avons observé aucune inhibition par le mosapride que ce soit
en patch-clamp ou en efflux de Rb*. En revanche, en ce qui concerne la risperidone et la
fluoxetine, une augmentation de la valeur d’ICsy est observée. En effet, pour une
concentration de 3.10° M de risperidone qui induit une inhibition totale de leimere €n patch-

clamp, il est observé une inhibition de 29 % (Prisperigone/Pvshicuie = 0.71 £ 0.08, n = 4
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expériences). De méme, a une concentration de 10° M de fluoxetine, le pourcentage
d’inhibition est de 40 % environ (Phuosetine /Puenicie = 0.57 £ 0.03, n= 3 expériences) alors que

I'inhibition de laimere @ cette méme concentration est totale.

Discussion

Nous avons mis au point une chimére du canal hERG afin d’améliorer la sensibilité de la
technique de mesure d’efflux de Rb*. Dans un premier temps, les propriétés de dépendance
au potentiel de I'activation et de I'inactivation de cette chimére ont été étudiées. Nous avons
également établi le profil pharmacologique pour six molécules différentes. Les propriétés
biophysiques et pharmacologiques de ce canal montrent qu’il présente des avantages

majeurs et que son utilisation pourrait potentiellement améliorer la technique des efflux.

Caractérisation des propriétés biophysiques du canal chimére et perspectives d’études

Dans cette étude, nous avons caractérisé les propriétés biophysiques d’'une chimére réalisée
entre le canal hERG et un canal indépendant du potentiel. Les propriétés de dépendance au
potentiel de l'activation et de la désactivation du courant généré par la protéine chimeére
(lenimere) ONt été comparées dans les mémes conditions avec les propriétés de lwers. Le
courant lsimere €St Un courant dont I'activation est indépendante du potentiel et qui ne se
désactive pas. Il conserve néanmoins une inactivation dépendante du potentiel dont les
cinétiques sont proches de ce qui a été décrit dans la littérature pour le courant généré par le
canal hERG (Zhou et coll.,, 1998b). Cependant la rectification de Ilcimere apparait plus
précocement que celle d’liers (20 mV pour la chimére contre +30 mV pour hERG). De plus,
la mesure de la Vo5 inactivation de lcimere mMontre qu’il existerait une variation de la
dépendance au potentiel de la courbe d’inactivation par rapport a celle de lwers (Mc Pate et
coll., 2005). L’étude des cinétiques d’inactivation et de levée d’inactivation montrent que le
comportement du canal chimére comme celui de hERG peut étre modélisé par le modéle
cinétique de Markov. L'absence d’activation et la persistance d’une inactivation dépendante
du potentiel suggérent que ce canal n’existe que sous deux conformations: ouverte et
inactivée. C’est ce que nous avons confirmé avec le modéle informatique.

Le canal chimére pourrait par ailleurs, constituer un outil intéressant pour l'étude du
couplage entre l'activation et I'inactivation du canal hERG. En effet, dans leur étude du
déplacement du segment S4 de hERG, Smith et Yellen ont mis en évidence deux cinétiques:
une cinétique lente liée au processus d’activation et une cinétique rapide qui serait liée a

l'inactivation (Smith et Yellen, 2002). Cette relation est directe pour le processus d’activation

140



Résultats

mais indirecte pour l'inactivation. En effet, bien qu’ils aient pu mettre en évidence une
correspondance nette entre la cinétique rapide de déplacement du “voltage-sensor” et la
cinétique d’inactivation, le signal rapide lié au déplacement de S4 n’est pas affecté par des
mutations modifiant I'inactivation. Les propriétés biophysiques de la chimére suggérent que
les processus d’activation et d’inactivation seraient indépendants. |l serait donc intéressant
d’étudier dans le canal chimére le déplacement du “voltage sensor’ et d’étudier les

corrélations probables de ses cinétiques avec celles de I'inactivation.

Comparaison avec d’autres mutants ouverts en permanence

D’autres mutants de hERG décrits dans la littérature ont la capacité d’étre ouverts en
permanence. Le mutant D540K mis au point par I'équipe de Sanguinetti est activé aussi bien
pour des potentiels hyperpolarisés que dépolarisés (Sanguinetti et coll., 1999) (cf. §.111.B.1
du chapitre introduction de ce manuscrit). Il n’est donc pas, contrairement au canal chimeére,
indépendant du potentiel mais présente une déstabilisation forte de I'état fermé ce qui lui
permet de s’ouvrir pour des potentiels ou il existe normalement sous une conformation
fermée. Cette mutation est de plus a l'origine d’'une réduction de l'inhibition par les agents
pharmacologiques. En effet, I'inhibition de hERG procéde en grande partie d’'un mécanisme
de “trapping” qui permet une rétention des molécules au sein du pore de hERG (cf. §
[11.D.2.b du chapitre introduction de ce manuscrit). Ce mécanisme repose principalement sur
le processus d’inactivation du canal qui permet une stabilisation des molécules au sein du
pore mais aussi sur le processus de désactivation qui permet de piéger la molécule (Tristani-
Firouzi et coll.,, 2001). L’étude de linhibition de ce mutant D540K par le MK499 (une
molécule de la famille des methanesulfonalinilides) a montré que la diminution de sensibilité
observée est due a un mécanisme de “trapping” déficient lié a la déstabilisation de I'état
fermé (Mitcheson et coll., 2000b).

L’introduction du motif pro-X-pro dans le pore de hERG est a I'origine d’un courant qui ne se
désactive pas (Fernandez et coll., 2004). Ce motif est trés conservé au sein de la famille des
canaux K* dépendant du potentiel et participe au mécanisme de couplage entre le “voltage-
sensor” et le pore (Long et coll., 2005b). En lieu et place de ce motif, hERG présente la
séquence lle-Phe-Gly. Le mutant pro-X-pro présente d’importantes modifications de ces
propriétés biophysiques et il est également beaucoup moins sensible aux agents
pharmacologiques que le canal sauvage.

Nous avons établi le profil pharmacologique du canal chimére afin de vérifier si les
modifications des propriétés biophysiques observées pourraient étre a l'origine d’'une perte
de sensibilité aux inhibiteurs de hERG. Six molécules ont été testées. Parmi elles, cing sont

des molécules connues pour inhiber lwere (E-4031, astemizole, cisapride, risperidone et
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fluoxetine) et une molécule, le mosapride ne l'inhibe pas. Les valeurs d'ICs, obtenues et
'absence d’inhibition de lsimere par le mosapride montre que la sensibilité pharmacologique
du canal chimére pour ces six molécules est similaire a celle du canal hERG. Ces résultats
montrent que les changements conformationnels induits par la mutation dans le canal hERG
modifie la propriété de dépendance au potentiel de [l'activation et partiellement de
linactivation, et ce, sans affecter la sensibilité¢ pharmacologique du canal. lls suggérent en
outre que la fermeture de la porte d’activation dans ce canal chimére n’est pas essentiel a
linhibition du canal.

L’ensemble des propriétés biophysiques et pharmacologiques du canal chimére suggérent

donc qu’il pourrait améliorer la sensibilité des mesures d’efflux de Rb*.

Technique de la mesure d’efflux de Rb*

Les résultats obtenus en efflux de Rb* différent des résultats classiquement décrits dans la
littérature. En effet, une perte de sensibilité est généralement observée pour les inhibiteurs
de hERG en efflux de Rb* par rapport a la technique de patch-clamp (Cheng et coll., 2002;
Rezazadeh et coll., 2004; Sorota et coll, 2005). Cette différence peut étre trés importante.
Ainsi, la valeur d’'ICs, de I'astemizole obtenue en efflux de Rb* est 150 fois supérieure a celle
calculée par la technique de patch-clamp conventionnel (Rezazadeh et coll., 2004; Sorota et
coll, 2005). Selon les études, cette ICs, peut étre multipliée par 40 (Rezazadeh et coll., 2004)
ou 28 pour le cisapride (Sorota et coll, 2005). Pour 'E-4031, le facteur observé est moins
important (il est de 8 dans I'étude de Cheng et coll. et de 17 environ dans I'étude de Sorota
et coll.) Dans notre étude, nous avons observé une sensibilité pour 'E-4031, I'astemizole, le
cisapride et le mosapride similaire pour les deux techniques. En revanche, une augmentation
de la valeur d'ICs, a été observée pour la risperidone et la fluoxetine qui sont des inhibiteurs
plus faibles. Cette différence entre les inhibiteurs forts et faibles est difficile a comprendre.
Une explication probable pourrait étre liée au fait que la risperidone et la fluoxetine
interagissent de fagcon moins forte que les autres molécules avec les résidus du pore
impliqués dans l'inhibition pharmacologique (cf. § 1ll.D.2.a). L'inhibition par ces molécules
serait donc plus sensible aux différents ringages précédants la mesure d’efflux. La liaison
des agents pharmacologiques aux acides aminés du pore dépend d’interactions trés
spécifiques. Il a été montré en effet que de faibles variations de la structure d’'un agent
pharmacologique peuvent modifier fortement l'interaction de la molécule avec les résidus du
pore et donc affecter la puissance de bloc (Perry et coll., 2006). Nous envisageons donc de
poursuivre la caractérisation pharmacologique en efflux de Rb* afin de vérifier si cette

tendance se confirme pour d’autres inhibiteurs faibles de hERG.
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De nombreux facteurs sont a l'origine de la disparité des résultats entre ces deux
techniques. Dans leur étude de 2002, Cheng et coll. ont répertorié tout un ensemble de
facteurs pouvant potentiellement perturber le calcul d’'ICsy par la technique des efflux. Parmi
ces facteurs les plus importants sont:

* la durée de l'efflux

* le niveau d’efflux

» linhibition configuration dépendante

* la cinétique d’inhibition
Dans nos conditions expérimentales, la modulation du pourcentage d’efflux et l'inhibition

configuration-dépendante restent des facteurs critiques.

La durée de I'efflux

La mesure d’efflux sur une période de temps trop longue a un impact non négligeable sur
I'évaluation de la puissance du bloc par les agents pharmacologiques. Cet effet est d’autant
plus important que la molécule est un inhibiteur faible de hERG. Dans leur étude, Cheng et
coll. (2002) ont montré que la cinétique d’efflux via le canal hERG est décrit par une mono-
exponentielle dont la constante de temps 1 est égale a 12,53'. lls ont également réalisé une
modélisation de linhibition de l'efflux par un agent pharmacologique idéal présentant une
ICs de 1 nM et un coefficient de Hill de 1. Dans ce modéle, le rapport signal-bruit le plus
élevé est obtenu pour un temps t = 40’ or pour ce méme temps le pourcentage d’inhibition
est de 17% contre 46.6% a un temps de t = 4’. De plus, la courbe effet dose réalisée au
temps 4’ présente une valeur plus proche de celle obtenue en patch-clamp que pour le
temps 40’. Au cours de la mise au point de la technique d’efflux, nous avons constaté que
les valeurs de pente les plus importantes sont calculées dans l'intervalle de temps entre 0’et
7’. Or, seul le calcul d’ICs, pour un intervalle de temps compris entre 3’ et 7° permet d’obtenir
des valeurs d’ICs, reproductibles ce qui n’était pas le cas pour des temps inférieurs (entre 0

et 3’) ou supérieurs (entre 10’ et 15’).

Le niveau d’efflux

Ce paramétre dépend du niveau d’expression du canal mais aussi de la concentration en K*
extracellulaire. Pour augmenter le niveau d’expression, une des meilleures solutions serait
d'utiliser une lignée cellulaire exprimant de fagon stable le canal chimére. Cette méthode
permet de diminuer le bruit de fond lié notamment aux efflux non spécifiques via les
conductances K* endogénes, ce qui serait plus précis que notre méthode qui consiste a
soustraire la valeur de pente mesurée a partir de cellules exprimant la GFP.

L’élévation de [K']. est a I'origine d’'une augmentation de la conductance unitaire du canal et

d’'une réduction de l'inactivation de type C (Yang et coll.,, 1997a; Wang et coll., 1997). Or,
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I'élévation du K* extracellulaire module aussi de fagon importante I'inhibition par les agents
pharmacologiques. Ainsi, il a ét¢ montré qu’'une augmentation de la concentration en K*
extracellulaire de 1 mM a 8 mM multiplie par 30 la valeur d’ICs, calculée pour le dofetilide
(Yang et Roden, 1996). Cette dépendance au [K']. constitue une des causes majeures de la
différence de sensibilité entre la technique de patch-clamp et les efflux de Rb* avec le canal
sauvage puisqu’il nécessite I'utilisation d’'une [K*]. élevée pour la mesure d’efflux. Dans notre
étude, nous avons montré que les inhibiteurs les plus puissants de lsimere (E-4031,
astemizole, cisapride) conservent une valeur d’ICs; non modifiée en efflux de Rb*. Ce
résultat differe de ce qui est observé pour le canal sauvage ou une perte de sensibilité & un
agent pharmacologique donné est classiquement observé (Yang et Roden., 1996). En
revanche, cette perte de sensibilité est observée dans nos conditions pour les inhibiteurs
plus faibles de laimere (risperidone et fluoxetine). Ceci suggére que des facteurs autres que le
K*peuvent étre a I'origine d’'une perte de sensibilité pharmacologique. Il a été montré en effet
que le Rb* est a l'origine d’'un déplacement de la sensibilit¢ au potentiel de la courbe
d’'inactivation de hERG vers des potentiels plus positifs alors que l'activation n’est pas
modifiée (Rezazadeh et coll., 2004). D’aprés les auteurs de cette étude, cet effet, combiné a
un niveau de [K']. élevé, est a I'origine du déplacement des valeurs d’ICs, mesuré en efflux
de Rb* pour I'E-4031, l'astemizole et le cisapride. Nous avons montré que le canal chimére
présenterait un déplacement de la dépendance au potentiel de son inactivation vers des
potentiels plus négatifs. De plus, nous n‘avons pas observé de déplacement des valeurs
d’'ICso pour 'E-4031, I'astemizole et le cisapride dans nos expériences d’efflux. Ces résultats
suggeérent que les effets du Rb* sur le canal chimére sont moins prononcés que sur le canal
sauvage. |l sera donc important de vérifier cette observation en étudiant les effets du Rb* sur

I'inactivation du canal chimeére.

L’inhibition configuration-dépendante

L'utilisation du canal chimére ne permet d’identifier que les molécules se fixant
préférentiellement a I'état ouvert et/ou inactivé du canal et non pas a I'état fermé puisqu’il
n’existe pas. A ce jour, seules deux molécules sont connues pour se fixer préférentiellement
a I'état fermé du canal hERG: le ketoconazole et le Bem-k1 (Milnes et coll., 2003; Ridley et
coll., 2006) ce qui est peu par rapport a 'immense majorité des molécules se fixant
préférentiellement a I'état ouvert et /ou inactivé du canal. Nous envisageons par la suite
d’étudier la sensibilité pharmacologique du canal chimére pour ces deux agents

pharmacologiques.

La cinétique d’inhibition
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Dans le cas du canal hERG, l'efflux de Rb* est initié lors de I'ouverture du canal par la
dépolarisation. Cette activation permet en outre aux agents pharmacologiques de pénétrer
dans le pore et d’interagir avec des résidus spécifiques. En effet, la majorité des inhibiteurs
de hERG entre dans le pore du canal du cété intracellulaire ce qui suggére que I'ouverture
de la porte dactivation est indispensable au mécanisme de bloc par les agents
pharmacologiques (Zhang et coll., 1999; 2001; Mitcheson et coll., 2000b). L’inhibition du
canal hERG se fait donc graduellement ce qui permet un petit efflux de Rb*. Or, cette petite
quantité de Rb" est prise en compte dans la mesure d’efflux final et peut participer ainsi au
déplacement de la valeur d’ICs.. La chimére étant en permanence ouverte, ce phénoméne

ne constitue pas un facteur limitant dans nos conditions expérimentales.

Cette étude est une premiére caractérisation biophysique et pharmacologique du canal
chimére. Ceci implique que d’autres études devront étre conduites, notamment une
comparaison des propriétés électrophysiologiques de linactivation du canal chimére et du
canal hERG. Cette comparaison entre hERG et la chimére devra également étre réalisée en
efflux de Rb* pour une concentration de 5 mM de K* extracellulaire mais aussi pour des
concentrations plus élevées. Enfin, d’'un point de vue pharmacologique, d’autres molécules
devront étre testées en efflux de Rb* et des tests comparatifs devront également étre
réalisés avec le canal sauvage. Cette caractérisation pharmacologique sera réalisée en
partenariat avec un groupe industriel.

Les résultats de cette premiére étude suggérent néanmoins que l'utilisation du canal chimére
en efflux de Rb* présente de nombreux avantages par rapport a lutilisation du canal
sauvage. Cette chimére devrait ainsi permettre d’améliorer de fagon non négligeable la

sensibilité de la technique des efflux de Rb".
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Dans cette thése, nous nous sommes intéressés aux deux causes principales d’induction du
syndrome du QT long acquis. Cet allongement peut étre une conséquence des altérations
fonctionnelles liées aux cardiomyopathies ou étre consécutif a la prise de certains
médicaments. Dans ces différentes études, nous nous sommes focalisés sur le rbéle des

courants K* dans les anomalies de la repolarisation et I'induction des troubles du rythme.

Réle du remodelage ionique dans les altérations des propriétés électriques

Les cardiomyopathies sont une cause bien connue d’allongement de lintervalle QT et de
nombreux modeles animaux ont été mis au point pour étudier les conséquences du
remodelage électrique lié aux canaux K' notamment (Nerbonne et coll., 2004). Notre
hypothése de travail est que dans ces pathologies, I'altération des propriétés électriques
serait en grande partie liée a une modification de I'expression des génes codant pour les
canaux ioniques. Dans I'étude des conséquences d’'un BAV chez la souris ou d’un traitement
chronique a I'amiodarone, nous avons voulu déterminer quelle était la part du remodelage
ionique dans l'altération des propriétés électriques. Mon travail a consisté a établir des
corrélations entre les variations d’expression de génes codant pour des sous-unités de
canaux participant a la repolarisation et les niveaux de courant mesurés correspondants.
Dans I'étude sur I'amiodarone, une relation directe existe entre le niveau d’expression des
sous-unités a Kv4.2, Kv1.5, Kv2.1et Kir2.1 et les amplitudes des courants correspondants.
De méme, dans notre étude sur les conséquences du BAV, une relation directe a été
observée entre le niveau d’expression de la sous-unité Kv4.2 et du courant ls. En revanche,
dans I'étude des effets de I'amiodarone, la densité de lc.. n'est pas modifiée par le
traitement alors que I'expression de la sous-unité a Cav1.2 est diminuée de prés de 50% par
rapport au niveau d’expression mesuré chez les souris non traitées. Pour lc,., cette
discordance met en évidence le réle non négligeable des régulations post-transcriptionnelles
et des régulations de la fonction des sous unités a par les sous-unités auxiliaires. Leur role
est en effet important: ainsi il a été montré par exemple que des mutations de minK
(Splawski et coll., 1997) et de MiRP1 (Abbott et coll., 1999), respectivement sous-unités 3 de
KvLQT1 et de hERG sont a l'origine respectivement des syndromes du LQT5 et du LQT6.
Les sous-unités auxiliaires exercent des fonctions trés diverses qui vont de I'adressage
membranaire des sous-unités a a la modulation des propriétés biophysiques des courants
(pour revue, Nerbonne et Kaas, 2005). Il semblerait en outre qu'une méme sous-unité
auxiliaire puisse interagir avec différentes sous-unités a (comme minK par exemple), de
méme, les sous-unités a peuvent s’associer avec plusieurs sous-unités auxiliaires au sein de

complexes canalaires. Ces complexes interagissent avec de nombreuses protéines
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d’ancrage comme l'ankyrine et/ou des protéines du cytosquelette. Ces interactions avec
I'environnement protéique du canal peuvent étre capitales comme dans le cas du canal
Nav1.5 et de I'ankyrine B ou des mutations de I'ankyrine B sont a l'origine du syndrome du
LQT4 (Chauhan et coll., 2000; Schott et coll., 1995; Molher et coll., 2003). La complexité de
ces interactions suggére que les régulations du courant membranaire sont trés importantes
et s’exercent a différents niveaux. Dans nos études, nous avons ainsi démontré que le
remodelage ionique est un des acteurs majeurs a l'origine des modifications des propriétés
électriques membranaires mais d’autres mécanismes tout aussi importants participent a la
régulation des courants ioniques.

Les études récentes s’intéressent de plus en plus au rble des facteurs de transcription dans
la régulation de I'expression des génes codant pour les canaux ioniques. Ainsi, chez la
souris, il a été montré que le gradient transmural de Il serait d0 a I'expression différentielle
du facteur de transcription Irx5 (Costantini et coll., 2005). Ce gradient d’l;, pourrait également
dépendre de la voie de la calcineurine (calcineurine/NFATc3) (Rossow et coll., 2006). Dans
notre étude sur les conséquences d’'un BAV chez la souris, nous avons observé que la
variation transitoire de I, est liée a la variation d’expression de la protéine Kv4.2. Dans ce
modeéle, nous avons observé une variation importante de I'expression des facteurs de
transcription et il est difficile, a partir de ce modéle d’établir des corrélations entre le profil de
variation des facteurs de transcription et les variations d’expression des sous-unités des
canaux. En effet, dans notre modéle, de multiples voies de signalisation et notamment des
voies de stress sont activées. Ces activations multiples sont liées au fait qu’outre la profonde
bradycardie associée a l'allongement du QT et a I'hypertrophie, ces souris présentent
également un tonus adrénergique élevé. L’existence d'un stress cellulaire et d'un
déséquilibre métabolique important est plus que probable.

Dans notre étude sur les effets d’'un traitement chronique a 'amiodarone, nous avons montré
que cette molécule induit un remodelage ionique important. Ce remodelage procéderait d’'un
effet direct sur I'expression des génes et nous avons montré qu’il est dose-dépendant. I
serait intéressant de déterminer les facteurs de transcription impliqués dans ce remodelage
et d’identifier les voies de signalisation correspondantes. Cependant, un des inconvénients
de ce modele est que l'effet direct de la molécule sur les courants ioniques pourrait étre
toujours présent puisque I'amiodarone présente un fort taux d’accumulation tissulaire. Mais
surtout, les souris traitées ne présentent pas de pathologie sous-jacente et il est donc
probable qu’en condition physiopathologique les voies de signalisation activées soient
différentes. Pour établir les couples facteurs de transcription/sous-unité a, notre stratégie
actuelle est d’appuyer nos études in vivo par des études menées sur des modéles moins
intégrés. Dans des cultures de cardiomyocytes de souris nouveaux-nés, nous envisageons

par une stratégie utilisant des siRNA d’identifier les facteurs de transcription régulant

148



Discussion générale

'expression des canaux Nav1.5, Kv4.2 et de la sous-unité KChIP2. Ces corrélations
moléculaires seront ensuite validées par la mesure des courants ioniques. Par la suite, des
souris invalidées pour les facteurs de transcription d’intérét seront réalisées et les
conséquences fonctionnelles de ces invalidations seront explorées in vivo.

D’un point de vue purement technique, la question soulevée par I'étude du rdle du
remodelage ionique dans les altérations des propriétés électriques est celle de nos
méthodes d’isolement des courant K* membranaires. En effet, le choix de la méthode est
essentiel et doit prendre en considération le fait que chez la souris les trois composantes K*
sortantes: o, lksow €t lss présentent des propriétés biophysiques et pharmacologiques
proches. Deux stratégies principales sont classiquement utilisées pour distinguer les
différentes composantes de Ix. La premiére est une approche pharmacologique qui repose
sur la sensibilité différentielle des différentes composantes de Ik a la 4-AP et au TEA (Xu et
coll., 1999; Fiset et coll., 1997). La seconde consiste a distinguer les différents courants sur
la base de leurs propriétés biophysiques. Dans cette méthode, l'inactivation du courant K*
global est décrit par la somme d’exponentielles qui correspondent respectivement aux
courants lof, los lksiowt €t Ik siowz.

Dans l'étude des effets de I'amiodarone, nous avons choisi d'utiliser la stratégie de
distinction des courants sur la base des propriétés pharmacologiques. Un inconvénient
majeur est que la 4-AP est un inhibiteur non spécifique. Nous avons donc complété cette
analyse par une analyse des cinétiques d’inactivation afin de différencier notamment les
courants Iksow €t lo. Cependant, cette approche s’est révélée peu efficace pour la
discrimination des courants et nous avons considéré que les amplitudes de |, et de lksow
correspondent respectivement aux valeurs de courant mesurées en début et en fin des sauts
de potentiels de 500 ms. I correspond a la valeur du courant mesurée a la fin du saut de
potentiel d’'une durée de 4 s. (Xu et coll., 1999)

Dans I'étude sur le BAV chez la souris, nous avons utilisé la méthode développée par
I'équipe de Céline Fiset. Cette approche repose sur le fait qu’un saut de potentiel a -40 mV
pour une durée inférieure a 100 ms permet d’inactiver uniquement |, sans affecter
théoriquement Ik sow Qui lui est distingué sur la base de sa sensibilité a la 4-AP qui est
supérieure a celle des autres courants (Brouillette et coll., 2004). Cette technique nous a
permis ainsi de mesurer de fagon satisfaisante les amplitudes respectives de |y, et de lksow.
Toutes ces approches doivent étre utilisées de fagon complémentaire. En effet, I'étude des
cinétiques d’inactivation des courants K* est la seule méthode d’analyse qui nous a permis
de distinguer de fagon certaine les différentes composantes K* ainsi que leurs pourcentages
respectifs. Elle nous a permis ainsi de contrdler les résultats des analyses effectuées avec

les deux autres approches.
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Pertinence du modéle de souris pour I'étude des anomalies de la repolarisation

De nombreuses études ont été réalisées pour caractériser la physiologie cardiaque de la
souris (Berul et coll., 2003; Nerbonne et coll., 2004) et ces études ont mis en évidence des
différences notables avec la physiologie cardiaque humaine. Ainsi, le cceur de souris adulte
bat a une fréquence de 600 bpm (bpm pour battements par minute) alors que chez ’'Homme
cette fréquence est de 60-70 bpm. Une autre différence est que chez la souris adulte, le
courant majoritaire de la repolarisation est le courant |, alors que le courant Il qui est
essentiel a la repolarisation chez 'THomme, ne joue pas de réle (Liu et coll., 2004). En effet,
une étude réalisée a partir de cardiomyocytes ventriculaires de souris a montré qu'un
courant unitaire généré par la protéine mERG (m pour “mouse”) est mesuré en configuration
“inside-out” de la technique de patch-clamp alors qu’aucun courant mlk n’est détecté en
configuration cellule-entiére (Liu et coll.,, 2004). De plus, des enregistrements de PA
ventriculaires en présence d’E-4031 ont confirmé le rdle négligeable de mlk dans la
repolarisation. Les auteurs de cette étude ont suggéré que I'absence de mlk: serait liée aux
concentrations physiologiques extracellulaires en Mg®* et en Ca*. Les cations divalents sont
en effet connus pour inhiber le courant Ik, (Ho et coll., 1996; Johnson et coll., 2001) et selon
Liu et coll., les concentrations physiologiques en Mg?* et en Ca®* empéchent I'activation du
canal mERG alors que son expression membranaire est relativement importante (Pond et
Nerbonne, 2001). Dans notre modéle de souris sur-exprimant hERG, cet effet des cations
divalents pourrait expliquer en partie la faible contribution de l.erc a la repolarisation chez la
souris transgénique. Nous avons en effet observé que la composante liée a la sur-
expression de hERG reste faible comparativement aux courants K* endogénes et n’est
visible qu’aprés inhibition de |, par le tedisamil. Cependant, contrairement aux souris sur-
exprimant KvLQT1, nous avons montré que cette faible contribution de hERG est suffisante
pour protéger contre la survenue des troubles du rythme. Cette propriété tient aux
caractéristiques biophysiques de hERG qui lui permettent chez la souris de maintenir un
courant de fond au potentiel de repos et d’augmenter ainsi la réserve de repolarisation.

De fagon surprenante, nous avons observé que les troubles du rythme induits chez la souris
sont proches de ceux observés chez 'Homme. Ainsi, malgré sa petite taille et sa fréquence
cardiaque élevée, nos études et d’autres (Maguire et coll., 2003) montrent que l'induction de
troubles du rythme dans le coeur de souris est réalisable et montrent que ce modéle est un

outil utile a la compréhension des mécanismes impliqués dans les arythmies.
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Utilisation des efflux de Rb* pour la détection des inhibiteurs de hERG

La concentration en [K*]e est une des limites majeures a l'utilisation de la technique des
efflux de Rb* pour la détection des inhibiteurs de hERG. Nous avons mis au point une
chimére entre le canal hERG et un canal indépendant du potentiel afin de s’affranchir du
processus d’activation et donc des effets du [K']e. Notre étude est une premiére
caractérisation biophysique et pharmacologique du canal chimére. En effet, d’autres études
devront étre conduites, notamment une comparaison des propriétés électrophysiologiques et
pharmacologiques de l'inactivation du canal chimére et du canal hERG. Cette comparaison
devra également étre réalisée en efflux de Rb* pour une concentration en K* extracellulaire
de 5 mM afin de conclure définitivement sur I'avantage de la chimére par rapport au canal
sauvage. De plus, d’'un point de vue pharmacologique, d’autres molécules devront étre
testées. Ces tests seront réalisés sur un format de plaque 384 puits et automatisés car le
format utilisé au cours de notre étude (24 puits) est inadapté pour une analyse a haut débit.
L’automatisation mais aussi I'utilisation d’'une lignée stable pour le canal chimére permettront
de réduire le niveau de variabilité d'un test a I'autre. Ces études permettront entre autres de
déterminer le seuil minimal d’inhibition pour les molécules présentant un déplacement de la
valeur d’ICs en efflux par rapport au patch-clamp. Dans leur étude, Cheng et coll., ont
montré que les molécules présentant une inhibition supérieure a 30 % en efflux de Rb*
inhibent effectivement le courant l,ere €n patch-clamp (Cheng et coll., 2002). De méme, dans
notre étude la risperidone présente une inhibition de 29 % en efflux & une concentration pour
laquelle I'inhibition de lcimere €St totale en patch-clamp. Pour pouvoir déterminer ce seuil, il
sera donc capital de multiplier les tests afin d’éviter I'exclusion de molécules présentant un
effet inhibiteur potentiel de hERG.

Nos premiers résultats sont encourageants. Cependant, cette méthode sera utilisée
uniquement comme un moyen de filtrer les molécules et de réduire ainsi le nombre d’agents
pharmacologiques a tester en patch-clamp conventionnel. Elle ne se substituera en aucun
cas a la technique de patch-clamp qui reste la méthode de référence (ICHS7B guideline, cité
dans Cavero et Crumb, 2005).

Cette restriction a l'utilisation des efflux pour la détection des inhibiteurs de hERG tient au
fait que cette méthode comme beaucoup d’autres techniques de ce type est une méthode
indirecte de I'évaluation des effets des agents pharmacologiques sur la fonction des canaux.
L’évaluation par les systémes de patch-clamp automatique est plus directe car cette
technique permet d’évaluer les effets des agents pharmacologiques sur lk. Elle n’est
cependant pas encore compléetement au point et de nombreux problemes techniques
demeurent. Certaines études montrent méme une perte de sensibilité pour les inhibiteurs de

hERG par rapport au patch-clamp conventionnel (Sorota et coll., 2005). A I'heure actuelle, le
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patch-clamp automatique n’offre donc pas plus d’avantages que notre test d’efflux de Rb?,
qui, si les prochaines études le confirment pourrait faire 'objet d’'un développement industriel

prometteur.
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CANAUX K" ET QT LONG ACQUIS

Le syndrome du QT long acquis est une anomalie de la repolarisation cardiaque a l'origine
de troubles du rythme et de mort subite. Dans ce travail, nous avons montré que
I'allongement de l'intervalle QT consécutif a un bloc auriculo-ventriculaire ou a un traitement
chronique a I'amiodarone chez la souris est en partie di a un remodelage du transcriptome
des canaux ioniques. Le QT long acquis d’origine médicamenteuse est généralement lié¢ a
linhibition du canal K* hERG, cible de nombreux agents pharmacologiques a visée non
cardiaque. Cette inhibition peut étre a l'origine d’arythmies sévéres ce qui oblige I'industrie
pharmaceutique a tester I'innocuité sur hERG de leur molécules en développement. Or, a
I'heure actuelle, les techniques de détection a haut débit des inhibiteurs de ce canal sont peu
fiables. Nous avons donc développé une nouvelle technique basée sur I'utilisation d’'un canal
hERG muté. Enfin, nous avons montré que la sur-expression de hERG in vivo augmente la

réserve de repolarisation et peut exercer un effet anti-arythmique.

Mots clés: repolarisation - QT long acquis - remodelage électrique - hERG - pharmacologie

de sécurité

K* CHANNELS AND ACQUIRED LONG QT

Acquired long QT syndrome is an abnormality of cardiac repolarization that causes
arrhythmias and sudden death. In this work, we showed that QT prolongation related to a
atrioventricular block or to a long-term amiodarone treatment in the mouse is due, in a large
part, to modifications of ion channel gene expression. Acquired long QT related to
medication is generally due to a block of the hERG channel the target of numerous non-
cardiovascular drugs. This inhibition can cause severe arrhythmias and led the
pharmaceutical industry to assess the innocuity of their candidate drugs on hERG channel.
But, at this time, high throughput assay methods for drugs screening are not efficiency.
Therefore, we have develop a new screening method using a mutated hERG channel. At
last, we have shown in vivo that hERG over expression increases repolarization reserve and

can exert antiarrhythmic activity.

Keywords: repolarization - acquired long QT - electrical remodeling - hERG - safety

pharmacology
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