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Avant-propos 

La mort subite engendre 60 000 décès chaque année en France et représente donc un 

enjeu de santé publique majeur. La mort subite d’origine cardiovasculaire prend une part 

importante dans ces décès, et est la conséquence d’un trouble du rythme ventriculaire dans plus 

de 80% des cas (Fondation cœur & recherche, 2017). Ces épisodes de tachycardie ou de 

fibrillation ventriculaire peuvent faire suite à des pathologies rythmiques sous-jacentes, 

acquises ou congénitales. Parmi ces dernières, les maladies de la repolarisation ventriculaire, 

telles que les syndromes du QT long et du QT court congénitaux, ou encore le syndrome de 

repolarisation précoce, sont très arythmogènes, et la prise en charge thérapeutique d’une partie 

des patients atteints de ces syndromes demeure difficile. 

 

Des variations génétiques rares situées sur des gènes codant notamment pour des canaux 

ioniques ont été précédemment identifiées. Ainsi des mutations sur le gène SCN5A, qui code 

pour le canal sodique cardiaque Nav1.5, ont été liées au syndrome du QT long de type 3. 

Plusieurs variants sur le gène SCN5A induisent également des cardiomyopathies dilatées. Les 

modèles d’étude de cette pathologie étant peu nombreux, les mécanismes qui en sont à l’origine 

restent en partie à définir ce qui freine le développement de traitements adaptés.  

La première partie de ce travail repose sur l’étude d’un nouveau modèle murin porteur d’une 

mutation sur le gène SCN5A (delQKP 1510-1512), responsable d’un syndrome du QT long de 

type 3 associé à une cardiomyopathie dilatée : les souris Scn5a+/∆QKP. 

 

La seconde partie de cette thèse concerne l’identification et la caractérisation 

fonctionnelle des tout premiers variants rares sur le gène SLC8A1, qui code pour l’échangeur 

Na+/Ca2+ cardiaque NCX1, associés à une pathologie chez l’Homme. Ces nouvelles mutations 

sont responsables d’une autre pathologie de la repolarisation ventriculaire, un syndrome de 

repolarisation précoce associé à un raccourcissement de l’intervalle QT. La réexpression de ces 

mutations humaines en système hétérologue contribuera à établir le lien entre les conséquences 

fonctionnelles de ces mutants et le phénotype des patients.  



 

 

 

 

Chapitre 1 
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I.  Activité électrique des cellules ventriculaires 

cardiaques 

A. Le potentiel d’action ventriculaire et les courants ioniques impliqués 

L’activité électrique cardiaque nait dans les cellules du nœud sinusal, et se propage de 

cellules en cellules sous la forme de potentiels d’action (PA). Leur propagation rapide au sein 

du tissu myocardique, à travers les faisceaux de His puis des fibres de Purkinje, permet une 

contraction simultanée des ventricules droit et gauche, assurant la circulation sanguine dans 

l’ensemble de l’organisme. Sur le plan biophysique, le potentiel d’action correspond à une série 

de variations transitoires du potentiel transmembranaire de chaque cardiomyocyte. Ces 

variations sont dues à la somme de courants dépolarisants et hyperpolarisants, conduisant le 

potentiel transmembranaire des cellules vers des valeurs plus positives ou plus négatives 

respectivement.  

  

Les acteurs moléculaires de ces courants ioniques entrants ou sortants sont des protéines 

formant des canaux ioniques, échangeurs ou transporteurs transmembranaires localisés au 

niveau du sarcolemme, dont l’ouverture et la fermeture dépendent du potentiel 

transmembranaire, des concentrations ioniques environnantes, ou encore des forces d’étirement 

exercées sur les cellules (Amin et al., 2010; Bartos et al., 2015; Nerbonne et Kass, 2005). Le 

décours du PA des cellules ventriculaires est divisé en 5 phases, numérotées de 0 à 4, et dont 

les caractéristiques et les différents acteurs moléculaires sont décrits ci-après. 

 

1. Phase 0 : La phase de dépolarisation 

 

C’est l’initiation du PA. Lors de cette phase, le potentiel transmembranaire du 

cardiomyocyte passe d’un potentiel de repos, autour de -80 mV, à un potentiel de +30 mV à 

+40 mV. Cette variation de potentiel se fait de façon extrêmement brusque et transitoire, via 

l’entrée massive d’ions Na+ par les canaux sodiques voltage-dépendants Nav1.5, qui possèdent 

des cinétiques d’activation et d’inactivation rapides, de l’ordre de quelques millisecondes 
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(Fozzard, 2002). L’inactivation des canaux Nav1.5 marque la fin de la phase 0 du PA 

ventriculaire. 

 

2. Phase 1 : La phase de repolarisation précoce 

 

La variation de potentiel induite lors de la phase 0 entraîne l’apparition d’un courant 

potassique sortant transitoire (Ito) produit par les canaux potassiques Kv4.3 et Kv4.2 (pour la 

composante rapide de Ito) et les canaux Kv1.4 (pour la composante lente) (Nerbonne et Guo, 

2002). Suite au fort influx de sodium lors de la phase précédente, l’échangeur Na+/Ca2+ 

cardiaque NCX1, dont le mode de fonctionnement dépend en partie du gradient électrochimique 

environnant, fonctionne en mode inverse de façon transitoire à ce moment du PA (Blaustein et 

Lederer, 1999; Reeves et Hale, 1984). La sortie de 3 ions Na+ pour l’entrée d’un ion Ca2+ qui 

en résulte produit un courant net sortant et participe donc aussi à la phase de repolarisation 

précoce. Cette brève repolarisation est responsable du décrochage visible lors de la phase 1 du 

PA. 

 

3. Phase 2 : La phase de plateau 

 

Cette phase, la plus longue du PA ventriculaire, résulte d’un équilibre entre des courants 

dépolarisants et repolarisants, et consiste en réalité en une lente repolarisation plutôt qu’en un 

plateau proprement dit. Durant ce laps de temps, l’influx de charges positives est créé par 

l’activation des canaux calciques de type L (Cav1.2) qui génèrent le courant ICa,L, ainsi que par 

l’échangeur NCX1 qui fonctionne alors dans son mode normal et génère un courant 

dépolarisant. La composante persistante du courant sodique passant par Nav1.5 (INa,late) 

participe également à cette phase de plateau. En contrepartie, la balance par les courants 

repolarisants est induite par l’ouverture des canaux potassiques à activation rapide (Kv11.1 ou 

hERG) et lente (Kv7.1), responsables des courants IKr et IKs respectivement (Bers et Perez-

Reyes, 1999). 

 

4. Phase 3 : La phase de repolarisation 

 

L’entrée de calcium dans le cardiomyocyte lors de la phase 2 enclenche une libération 

massive de calcium du réticulum sarcoplasmique (RS) vers le cytosol via les récepteurs à la 
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ryanodine (RyR), par le mécanisme de « calcium-induced calcium release ». Cette forte hausse 

de la concentration en calcium libre intracellulaire ([Ca2+]i), contribue à l’inactivation des 

canaux Cav1.2, et donc à la fin de la phase dite de plateau. La persistance des courants 

repolarisants IKs et IKr ramène le potentiel transmembranaire vers des valeurs de plus en plus 

proches de -80 mV. La partie terminale de cette repolarisation est également due à l’apparition 

du courant IK1 via les canaux Kir2.1 majoritairement, et Kir2.2 et Kir2.3 dans une moindre 

mesure (Delmar, 1992). 

 

5. Phase 4 : Le potentiel de repos 

 

Le maintien du potentiel de repos au sein des cardiomyocytes est le fait de la présence 

du courant IK1 pendant la diastole. Un léger courant dépolarisant induit par l’échangeur NCX1 

est également présent pendant cette période. Ce potentiel de repos sera maintenu jusqu’à la 

dépolarisation par le PA suivant, généré de façon automatique par les cellules du nœud sinusal, 

et transmis via les jonctions intercellulaires. 

 

La morphologie des PA n’est pas identique dans toutes les zones du myocarde. Au-delà 

du fait que le décours du PA diffère selon la couche cellulaire concernée (voir le sous-chapitre 

IC), d’autres différences sont observables à plus grande échelle au sein du tissu cardiaque. La 

majorité d’entre elles réside dans la présence d’une pente de dépolarisation diastolique au sein 

des cellules douées d’une automaticité électrique que sont les cellules du nœud sinusal, du nœud 

auriculo-ventriculaire et, dans une moindre mesure, du système de conduction ventriculaire. 

Cette instabilité du potentiel de repos a été montrée comme résultant de l’activité des courants 

If, ICa,T et INCX. De par l’activation des canaux Cav1.2, ces cellules possèdent une phase de 

dépolarisation, plus lente que celle observée lors de la phase de dépolarisation des PA de 

cardiomyocytes ventriculaires, dans lesquelles la phase 0 est régie par l’activation de Nav1.5 

(Boyett et al., 2000). En comparaison des PA de cellules ventriculaires, les PA de cellules 

atriales non-automatiques sont plus courts, du fait d’une phase de plateau raccourcie, causée 

par un plus faible influx calcique. En outre, leur phase de repolarisation est moins brutale, cela 

s’expliquant par une participation moins importante des courants potassiques repolarisants 

(Nerbonne and Kass, 2005). Les différences d’aspects des PA au sein du tissu cardiaque, ainsi 

que leur contribution à la forme de l’électrocardiogramme (ECG), reflétant l’activité électrique 

de surface, sont illustrées dans la figure 1. 
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 La morphologie des PA varie également selon les espèces. Le décours des PA humains 

et murins n’est pas identique, cela s’expliquant par les différences de courants ioniques générant 

ces derniers (Figure 2). Si les phases 0 et 1 sont similaires, les phases 2 et 3 sont très différentes. 

La phase de plateau est absente chez la souris, tandis que les courants IKs et IKr sont pratiquement 

absents, alors qu’ils jouent un rôle prépondérant dans la phase de repolarisation humaine. Ce 

sont les courants IKslow 1 et IKslow 2 qui participent à la phase de repolarisation chez la souris 

(Nerbonne et al., 2001). 

 

 

Figure 1 : Les différents aspects du PA au sein du tissu cardiaque. Le PA cardiaque est généré par les cellules du nœud 

sinusal, puis se propage le long du système de conduction. La morphologie du PA varie en fonction du type cellulaire, en termes 

de durée et d’aspect. L’ECG de surface reflète la somme des activités électriques de l’ensemble du myocarde. L’onde P 

correspond à la dépolarisation des oreillettes, le complexe QRS à la dépolarisation des ventricules, et l’onde T à la repolarisation 

ventriculaire. 
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B. Le potentiel d’action à l’origine du couplage excitation-contraction 

La dépolarisation produite par l’ouverture des canaux Nav1.5 provoque l’ouverture des 

canaux Cav1.2. Ces derniers sont notamment localisés le long des tubules transverses (tubules 

t), en regard des RyRs, eux même situés à la membrane du RS (Scriven et al., 2000). 

L’activation des canaux Cav1.2 permet un afflux d’ions Ca2+ qui vont se lier aux RyRs et 

engendrer leur ouverture. Cet évènement déclenche une sortie massive de Ca2+ du RS : c’est le 

phénomène de libération de calcium induite par le calcium ou « calcium-induced calcium 

release » (Fabiato, 1985). Le Ca2+ libéré se fixe alors à la troponine C, entrainant un changement 

de conformation de cette protéine. C’est seulement à l’issue de ce mouvement, qui permet le 

démasquage des sites d’interaction entre les filaments d’actine et de myosine, que ces deux 

protéines peuvent coulisser et aboutir au raccourcissement des sarcomères et donc à la 

contraction de la cellule (Figure 3) (Bers, 2002). 

Figure 2: Potentiels d’action humain (gauche) et murin (droite) et courants 

ioniques impliqués. La phase 0, portée par le courant INa, initie le PA. Suite à une 

brève repolarisation précoce due aux courants potassiques Ito et à l’inactivation des 

canaux Nav1.5, une phase de plateau, d’équilibre entre des courants dépolarisants et 

repolarisants s’installe, celle-ci étant absente chez la souris. Le retour au potentiel de 

repos est induit par les courants IKr et IKs, quasiment nuls chez la souris, ce potentiel 

étant maintenu par la présence du courant IK1. D’après Nerbonne et al., 2001. 
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C. Le décours du potentiel d’action, un substrat pour le déclenchement de 

troubles du rythme 

Comme décrit ci-avant, le décours du PA cardiaque est la résultante de l’activité d’une 

multitude d’acteurs moléculaires, chacun possédant une structure, une fonction ou encore une 

cinétique propre. Il n’est donc pas surprenant que l’altération d’un de ces acteurs suffise à 

perturber la genèse, la conduction ou encore le décours du PA et conduise à l’apparition d’une 

pathologie rythmique. Le potentiel arythmogène d’une modification de fonctionnement d’un 

des acteurs moléculaires impliqués dans le PA est en outre accentué par les hétérogénéités 

structurales et fonctionnelles qui existent au sein du tissu cardiaque, que celles-ci soient 

physiologiques ou pathologiques (Antzelevitch, 2007a; Wolk et al., 1999). 

Par exemple, une hétérogénéité structurale peut être créée par l’apparition de fibrose 

autour des cardiomyocytes fonctionnels. Une telle zone perturbe et ralentit la propagation du 

Figure 3 : Le couplage excitation-contraction cardiaque. La dépolarisation membranaire active les canaux Cav1.2. L’entrée 

de Ca2+ qui en résulte induit une libération massive de Ca2+ du RS. L’augmentation de [Ca2+]i permet la fixation de ce dernier 

à la troponine C, le mouvement de celle-ci provoquant l’interaction entre les filaments d’actine et de myosine et la contraction 

cellulaire. Le retour à une [Ca2+]i normale met en œuvre une recapture du Ca2+ à l’intérieur du RS par la pompe SERCA 

(sarco/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase) ainsi qu’une extrusion via NCX1 et la PMCA (Plasma Membrane Ca2+-ATPase). 

ATP : Adénosine TriPhosphate ; RyR : Ryanodine Receptor, Récepteur à la ryanodine ; PLB : Phospholamban. D’après Bers, 

2002. 
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PA. La conduction électrique peut alors se trouver préservée dans certaines zones mais ralentie 

voire bloquée dans d’autres zones. L’influx électrique est alors susceptible de se propager au 

sein d’une boucle, un circuit fermé, créant un mécanisme dit de réentrée (de Bakker et al., 1993; 

Spach et Boineau, 1997). De telles zones constituent des foyers très arythmogènes et peuvent 

être à l’origine de tachycardies ou de fibrillations ventriculaires (Qu et Weiss, 2015). 

Des hétérogénéités, non plus structurales mais électriques, et existant en dehors de tout 

contexte pathologique, sont présentes dans le myocarde, et constituent un substrat propice au 

déclenchement de troubles du rythme par l’apparition de circuits de réentrées. C’est le cas des 

hétérogénéités spatiales de la repolarisation, qui nous intéressent particulièrement ici. En effet, 

la repolarisation cardiaque ne s’effectue pas de manière tout à fait identique au sein de 

l’ensemble du tissu, que ce soit à l’échelle du cœur entier (variations de la repolarisation entre 

les oreillettes et les ventricules, inter-ventricules ou entre l’apex et la base) ou à l’échelle du 

tissu ventriculaire lui-même (variations de la repolarisation entre le pôle apical et le pôle basal 

ou transmurales, entre l’endocarde et l’épicarde) (Antzelevitch, 2007b; Burton et Cobbe, 2001). 

De nombreuses études ont pu attribuer ces hétérogénéités de repolarisation chez l’Homme à des 

niveaux d’expression différents de canaux ioniques, qui expliquent les proportions de courants 

différentes au sein des cardiomyocytes (Tableau 1) (Boukens et al., 2009). Ces variations, qui 

concernent surtout l’amplitude des courants IKr, IKs, Ito, INaLate et INCX, sont responsables des 

particularités électriques des différentes couches de cellules et ont abouti à la distinction de 3 

types cellulaires au sein du tissu ventriculaire : les cellules sous-endocardiques, mid-

myocardiques et sous-épicardiques (Antzelevitch et al., 1991). Brièvement, il est aujourd’hui 

démontré que ces 3 types cellulaires participent à l’hétérogénéité transmurale de repolarisation, 

citée comme substrat de plusieurs pathologies rythmiques. Les cellules M notamment, 

présentent des durées de PA supérieures aux 2 autres types cellulaires (Drouin et al., 1995), qui 

s’expliquent par une moins grande proportion de courant IKs (Liu et Antzelevitch, 1995; Szabó 

et al., 2005) et une augmentation des courants INaLate (Zygmunt et al., 2001) et INCX (Zygmunt 

et al., 2000). 

Dans un contexte de pathologie de la repolarisation ventriculaire, un allongement ou un 

raccourcissement de la durée du PA peuvent donc être amplifiés et être à l’origine d’épisodes 

arythmiques lorsqu’ils se produisent dans de telles zones physiologiquement arythmogènes 

(Kuo et al., 1983). 
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Tableau 1 : Distribution des courants et canaux ioniques impliqués dans la génération et la propagation de l’influx 

électrique. D’après Boukens et al., 2009. 

 

Endo : myocarde sous-endocardique ; Epi : myocarde sous-épicardique ; Mid : couche profonde du myocarde ; VD : ventricule 

droit ; VG : ventricule gauche ; RVOT : Right Ventricular Outflow Tract, chambre de chasse du ventricule droit 

II.  Le canal sodique Nav1.5 

Le principal canal sodique cardiaque est composé de Nav1.5, la sous-unité α qui forme le 

pore du canal, et de ses sous-unités régulatrices (Rogart et al., 1989). Comme nous l’avons vu 

précédemment, il permet une entrée massive d’ions Na+ dans le cardiomyocyte et est 

responsable de la genèse et de la propagation du PA à travers les oreillettes, le système de 

conduction auriculo-ventriculaire et les ventricules. 

A. Génétique des canaux Nav1.X 

Le canal Nav1.5 fait partie de la superfamille des canaux ioniques (Yu et Catterall, 2004). 

Il fut le premier membre de cette famille à être identifié mais le dernier à apparaître au cours de 
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l’évolution. Neuf gènes (SCN1A à SCN8A ; SCN10A) codent pour la famille des canaux 

sodiques voltages dépendants (Nav1.X), nommés de Nav1.1 à Nav1.9, et s’exprimant dans des 

tissus différents chez l’Homme (Goldin et al., 2000). Les sous unités Navβ, partenaires des 

canaux sodiques, sont codées par 4 gènes distincts : SCN1B, SCN2B, SCN3B et SCN4B (Xiao 

et al., 1999). En comparaison avec les autres canaux sodiques voltage-dépendants, les canaux 

Nav1.5, Nav1.8 et Nav1.9 forment un sous-groupe au sein de cette famille, de par leur similarité 

en termes de séquences, de paramètres biophysiques et de sensibilité à la tetrodotoxine, à 

laquelle ils sont environ 200 fois moins sensibles par rapport à l’autre sous-groupe de canaux. 

Ces différences de sensibilités à la tetrodotoxine s’expliquent par le changement d’un acide 

aminé dans la région du domaine I formant le pore du canal. Concernant Nav1.5, codé par le 

gène SCN5A, c’est la substitution d’un acide aminé phénylalanine par une cystéine en position 

356 qui réduit grandement cette sensibilité (Satin et al., 1992; Sivilotti et al., 1997). 

L’épissage du gène SCN5A est susceptible de mener à la production de 6 variants du canal 

sodique Nav1.5 (Nav1.5a à Nav1.5f), dont l’expression est régulée en fonction de l’espèce, ou 

du tissu. Leur activité électrophysiologique peut être nulle (Nav1.5b et Nav1.5f) ou 

sensiblement différente de par leur sensibilité au potentiel (Nav1.5a, Nav1.5d et Nav1.5e) par 

rapport à Nav1.5c qui est le variant majoritairement exprimé dans le cœur humain (Schroeter 

et al., 2010). 

B. Structure et fonction 

Nav1.5 est une protéine membranaire de 227 kDa constituée de 2016 acides aminés 

organisés en 4 domaines homologues (DI à DIV). Ces 4 domaines s’assemblent en une structure 

tridimensionnelle formant le pore du canal. Chacun des 4 domaines contient 6 segments 

transmembranaires (S1 à S6) connectés au domaine adjacent par des boucles intra-

cytoplasmiques (Figure 4) (Catterall, 1984, 2000). Le segment S4 est composé d’acides aminés 

chargés positivement tous les 3 ou 4 acides aminés et permet donc la sensibilité au potentiel. 

La variation de potentiel parvenant à la membrane induit un mouvement de ce segment, qui 

cause l’ouverture du canal (Namadurai et al., 2015). 

Les boucles reliant les segments 5 et 6 de chaque domaine constituent la structure par 

laquelle les ions Na+ pourront passer la membrane plasmique. Elle détermine donc les 

propriétés de conductance du canal et sa sélectivité aux ions Na+, conférée par le motif d’acides 

aminés DEKA (Tikhonov et Zhorov, 2011). 

Comme décrit précédemment, le canal sodique Nav1.5 est responsable de la génération et 

de la propagation du PA cardiaque, en déclenchant la phase 0 lors de ce dernier. Il transite par 
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3 états : ouvert, inactivé puis fermé. Suite à l’ouverture qui suit la dépolarisation et lorsque 

celle-ci perdure, le canal passe en conformation inactive, état dans lequel il n’est plus capable 

de transporter des ions Na+. Les canaux doivent se réactiver, de façon à passer à l’état fermé, 

avant de pouvoir s’ouvrir de nouveau lors d’une prochaine dépolarisation (Dan M. Roden et al., 

2002; Hodgkin et Huxley, 1952). 

Une étude récente a démontré que les sous-unités α du canal s’assemblent et fonctionnent 

sous forme de dimères pour générer le courant INa. Cette intéraction s’effectue au niveau des 

acides aminés 493 à 517, sur le segment transmembranaire 6 du domaine I. Ce site est très 

proche du site d’interaction de Nav1.5 avec une de ses protéines régulatrices, la protéine 14-3-

3, cette dernière réduisant la formation de dimères de Nav1.5 et diminuant la densité de courant 

INa lorsqu’elle est inhibée (Clatot et al., 2017). 

L’expression de Nav1.5 est hétérogène au sein du myocarde. En effet, des études ont pu 

montrer une plus forte densité de courant au sein des cellules sous-endocardiques en regard des 

cellules sous-épicardiques (Ashamalla et al., 2001; Szabó et al., 2005). L’enregistrement de PA 

in situ tend à confirmer ces observations. 
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C. Le courant sodique INa 

Lorsqu’une dépolarisation de la membrane plasmique est détectée, le canal Nav1.5 s’active 

et s’inactive quasiment au même moment. La différence de cinétique entre ces deux phases, 

très rapide pour l’activation et plus lente pour l’inactivation, explique la forme du courant 

sodique. Le pic d’amplitude du courant est atteint très rapidement, en quelques millisecondes, 

tandis que l’inactivation met plus de temps à se terminer (Goldfarb, 2012). 

 

 

Figure 4 : Structure du canal sodique Nav1.5. A. La sous unité α du canal est composé de 4 domaines comprenant chacun 6 

segments transmembranaires, le segment S4 jouant le rôle de senseur au potentiel. En rouge, une sous-unité β-régulatrice. 

D’après Abriel, 2007. B. La balle d’inactivation, constituée du motif de 3 acides aminés IFM, se lie à la partie intracellulaire 

du pore suite au repliement de la boucle reliant les domaines III et IV autour du motif KPQ, et permet l’inactivation de Nav1.5. 

C. Structure cristallographique du canal sodique bactérien NavAb. D’après Payandeh et al., 2011. DI à DIV : Domaines 

transmembranaires ; NH2 : Extrémité N-terminale ; COOH : Extrémité C-terminale ; IFM : Triade d’acides aminés Isoleucine-

Phénylalanine-Méthionine jouant le rôle de balle d’inactivation du canal. 

A 

B 

 

 

 
C 

Fermé Ouvert Inactivé 
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1. La phase d’inactivation 

 

Cette phase se réalise en 2 étapes : une phase d’inactivation rapide de quelques 

millisecondes, suivie d’une phase lente de l’ordre de plusieurs centaines de millisecondes 

(Goldin, 2003). 

La boucle intracellulaire reliant les domaines III et IV joue le rôle de porte d’inactivation 

rapide. Le motif de 3 acides aminés IFM, en se liant à la partie intracellulaire du pore, permet 

de bloquer ce dernier et de faire passer le canal à l’état inactivé. Le motif d’acides aminé KPQ 

en position 1505 à 1507 jouerait le rôle de charnière pour cette porte d’inactivation, permettant 

le repliement de la boucle intracellulaire (Figure 4B). La partie C-terminale intracytoplasmique 

joue aussi un rôle dans l’inactivation du canal, notamment via l’interaction entre le motif IQ 

(acides aminés isoleucine et glutamine) et la calmoduline (CaM), qui permettrait de bloquer la 

porte d’inactivation (Patton et al., 1992; Stühmer et al., 1989). 

Le mécanisme d’inactivation lente du canal Nav1.5 est moins bien décrit et semble 

indépendant de sa composante rapide. Néanmoins, plusieurs travaux indiquent que des 

structures telles que les parties N et C-terminales, ainsi que les boucles reliant les segments S4 

et S5 sont impliquées dans ce phénomène (Balser et al., 1996; Vilin et al., 1999). La phase 

d’inactivation lente n’est pas complète au sein des cellules du muscle cardiaque (O’Reilly et 

al., 1999; Richmond et al., 1998). 

 

2. Le courant sodique persistant 

 

Physiologiquement, un faible courant sodique persiste lors du PA suite à l’inactivation des 

canaux Nav1.5. En effet, une faible proportion de ces canaux se ré-ouvrent suite à la phase de 

dépolarisation, et sont responsables d’un courant persistant qui représente environ 0,5% du 

courant au pic en conditions normales (Figure 5) (Kiyosue et Arita, 1989; Maltsev et 

Undrovinas, 2006; Patlak et Ortiz, 1985). Ce courant a été le sujet de nombreuses études lors 

des 50 dernières années, en étant qualifié successivement de « courant de fenêtre » (Attwell et 

al., 1979), « courant à l’état stable » (Colatsky, 1982), « courant d’inactivation lente » 

(Carmeliet, 1987; Gintant et al., 1984), « courant retardé » (Wasserstrom et Salata, 1988), 

« courant lent » (Liu et al., 1992) ou encore « courant persistant » (Saint et al., 1992). Malgré 

sa faible amplitude, la forte résistance membranaire durant la phase de plateau du PA lui permet 

d’influer grandement sur la durée de ce dernier, ainsi que sur l’homéostasie sodique à l’intérieur 
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des cardiomyocytes (Makielski, 2009). La mesure de ce courant s’effectue 300 ms au moins 

après la dépolarisation. En dessous de ce temps, c’est plutôt une inactivation incomplète qui est 

mesurée, prenant en compte le ralentissement de la cinétique d’inactivation du canal. 

L’implication de ce courant dans un contexte de syndrome du QT long (SQTL) de type 3 a été 

largement démontrée, notamment via l’application de mexiletine ou de ranolazine, des 

inhibiteurs relativement spécifiques de ce courant INaLate, capables de réduire l’amplitude de ce 

courant et de raccourcir du même coup l’intervalle QTc chez les patients (Benhorin et al., 2000; 

Moss et al., 2008). En outre, plusieurs études ont pu corréler le SQTL de type 3 à des mutations 

induisant des gains de fonction de Nav1.5 via une augmentation du courant INaLate (Abriel et al., 

2001; Bennett et al., 1995; Dumaine et al., 1996; Wang et al., 2008; Zhang et al., 2014). 

 

 

D. Régulation du canal Nav1.5 

Le canal Nav1.5 fait partie d’un complexe macromoléculaire, et sa fonction est finement 

régulée par de nombreuses protéines partenaires. Parmi celles-ci, on trouve les sous-unités β 

régulatrices du canal, des protéines d’ancrage du canal à la membrane plasmique, des protéines 

Figure 5 : Le courant sodique persistant. Haut : L’inactivation 

incomplète des canaux Nav1.5 provoque l’apparition d’un courant 

sodique entrant persistant. Bas : L’apparition d’un courant sodique 

persistant n’est pas due à un décalage de la courbe d’inactivation du 

courant INa. D’après Amin et al., 2010. 
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modifiant ses propriétés biophysiques, ou encore des enzymes modulant sa structure via des 

modifications post-traductionnelles (Figure 6) (Abriel et al., 2015). 

 

1. Les sous-unités β régulatrices 

 

Le canal Nav1.5 s’associe avec une ou plusieurs sous-unités β, de β1 à β4. Ces sous-

unités sont des protéines transmembranaires et sont localisées de manière précise le long de la 

membrane plasmique. Dans le cœur de souris, les sous-unités β1 et β2 sont colocalisées au 

niveau des disques intercalaires et des tubules t, tandis que les sous-unités β3 et β4 sont 

exprimées seulement au niveau des tubules t et au niveau des disques intercalaires, 

respectivement (Maier et al., 2004). Ces acteurs moléculaires sont capables de moduler 

l’expression et les propriétés biophysiques du canal. Chez l’Homme, des mutations sur des 

gènes codant pour des sous-unités β de Nav1.5 sont responsables de maladies rythmiques 

cardiaques telles que le SQTL (Medeiros-Domingo et al., 2007), le syndrome de Brugada (SBr), 

des troubles de conduction (Watanabe et al., 2008) ou encore des fibrillations atriales 

(Watanabe et al., 2009) ou ventriculaires idiopathiques (Valdivia et al., 2010). 

 

2. Les protéines d’ancrage 

 

Plusieurs protéines partenaires de Nav1.5 entrent en jeu pour un adressage optimal du 

canal à la membrane plasmique. Ces acteurs augmentent la densité de canaux exprimés à la 

surface cellulaire, sans modifier les paramètres biophysiques de ceux-ci. 

 

a. L’α-actinine 2 

 

L’α-actinine 2 est une protéine de structure qui a déjà été montrée comme interagissant 

et régulant l’adressage à la membrane de plusieurs canaux potassiques, notamment les canaux 

Kv1.5 (Steele et al., 2007). Elle est localisée au niveau des stries Z dans le cardiomyocyte, stries 

parfaitement observables sur des immunomarquages de cette protéine. Des expériences de pull-

down ont pu démontrer son interaction avec Nav1.5 au niveau de la boucle intracellulaire reliant 

les domaines III et IV du canal, un endroit proche du site de la mutation delQKP 1507-1509 qui 

nous intéresse tout particulièrement (Ziane et al., 2010). La co-expression de l’α-actinine 2 avec 

Nav1.5 en cellules tsA201 augmente la densité de courant de Nav1.5 via une plus grande 
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expression sarcolemmique de ce dernier. Ce partenaire semble constituer un intermédiaire entre 

Nav1.5 et le complexe dystrophine/syntrophine ainsi qu’avec l’ankyrine G, et est de ce fait 

important pour l’intégrité du cytosquelette cellulaire (Ziane et al., 2010). Des mutations sur l’α-

actinine 2 ont été corrélées avec des arythmies ventriculaires et une cardiomyopathie 

hypertrophique chez l’Homme (Chiu et al., 2010). 

 

b. L’ankyrine-G 

 

Les protéines de type ankyrine sont capables de transporter et d’ancrer d’autres 

protéines au réseau d’actine et de spectrine du cytosquelette cellulaire. Trois gènes, ANK1-3 

codent pour les protéines ankyrine 1, B et G respectivement ; seules les deux dernières sont 

exprimées au niveau cardiaque (Cunha et Mohler, 2006). Si aucune étude n’a démontré 

d’interaction directe entre Nav1.5 et l’ankyrine-B, c’est le cas pour l’ankyrine-G, au niveau de 

la boucle intracellulaire reliant les domaines II et III du canal (Lemaillet et al., 2003). 

L’ankyrine-G est localisée préférentiellement dans les disques intercalaires et est également 

liée aux protéines spectrine et CaMKII (Ca2+/Calmodulin-dependent protein kinase II). Des 

études ont aussi démontré sa présence au sein du réseau de tubules t (Hund et al., 2010). Un 

défaut d’interaction entre Nav1.5 et l’ankyrine G peut mener à un défaut d’adressage du canal 

à la membrane plasmique, comme cela a été observé lors de l’expression dans des 

cardiomyocytes de rats d’une mutation induisant un SBr chez l’Homme (Mohler et al., 2004). 

Des variants rares sur le gène ANK2 sont pour leur part corrélés à des troubles rythmiques variés 

parmi lesquels on retrouve notamment le SQTL de type 4 (Mohler et al., 2003). 

 

c. La syntrophine α-1 

 

La syntrophine α-1, exprimée à la membrane latérale des cardiomyocytes, fait le lien 

entre la partie C-terminale de Nav1.5 et la protéine dystrophine (Gavillet et al., 2006). Deux 

mutations faux-sens sur le gène SNTA1, qui code pour la syntrophine α-1, ont été identifiées 

chez des patients atteints d’un SQTL congénital, ce qui souligne le rôle de cette protéine dans 

la régulation de Nav1.5 (Ueda et al., 2008; Wu et al., 2008a). L’étude fonctionnelle de la 

mutation A390V sur la syntrophine α-1 a montré que ce variant conduit à une augmentation du 

courant INaLate, décrite comme conséquence d’une hausse de nitrosylation de Nav1.5. Une étude 

récente a pu montrer que l’interaction entre la partie N-terminale de Nav1.5 et la syntrophine 

α-1 augmente l’expression sarcolemmique de Nav1.5 mais aussi des canaux à rectification 
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entrante Kir2.1 et Kir2.2 (Matamoros et al., 2016). Ces travaux permettent de mieux 

comprendre les mécanismes régulant l’excitabilité et la propagation de l’influx électrique au 

niveau ventriculaire et soulignent encore une fois le rôle non-canonique de Nav1.5 et son 

implication dans un important complexe macromoléculaire. 

 

d. Les protéines MAGUK (membrane-associated guanylate kinases) 

 

Parmi les protéines de la famille MAGUK, la SAP97 (Synapse-associated Protein 97), 

exprimée aux jonctions cellules-cellules (Funke et al., 2005), est capable de réguler la 

localisation et la fonction de canaux potassiques cardiaques et induit une diminution de la 

densité de canaux Nav1.5 au sarcolemme lorsqu’elle voit son expression réduite (Petitprez et 

al., 2011). De façon similaire à ce qui a été démontré au sujet de la syntrophine α-1, la SAP97 

interagit avec le complexe protéique rassemblant Nav1.5 et Kir2.1 pour réguler l’excitabilité 

cardiaque et la propagation de l’influx électrique dans le cœur. L’inhibition de SAP97 a pour 

effet de diminuer les densités de courant IK1 et INa (Milstein et al., 2012). 

La protéine CASK (Ca2+/calmodulin-dependant serine protein kinase) fait également 

partie des MAGUK et régule Nav1.5 en interagissant avec ce dernier sur sa partie C-terminale. 

Eichel et ses collaborateurs ont mis en évidence que la protéine CASK est responsable d’une 

réduction de l’adressage de Nav1.5 aux membranes latérales des cardiomyocytes (Eichel et al., 

2016). 

 

e. MOG1 (Multicopy Suppressor of gsp1) 

 

La protéine MOG1, capable de réguler le trafic de protéines nucléaires, est exprimée au 

niveau cardiaque (Marfatia et al., 2001) et interagit avec Nav1.5 au niveau de la boucle reliant 

les domaines II et III (Wu et al., 2008b). MOG1 augmente la densité de courant INa, sans affecter 

les paramètres biophysiques du canal, suggérant que MOG1 favorise une expression 

sarcolemmique optimale de Nav1.5 (Kattygnarath et al., 2011). 

 

3. Les protéines régulant l’activité de Nav1.5 

 

A l’inverse des protéines d’ancrage, plusieurs acteurs moléculaires modulent la fonction 

de Nav1.5 via des modifications de ses paramètres biophysiques. Nous nous focalisons dans 
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ce travail sur la protéine CaM, dont nous avons montré l’implication dans le phénotype des 

souris Scn5a+/∆QKP.  

 

a. La calmoduline 

 

Il est aujourd’hui bien décrit que l’homéostasie calcique à l’intérieur des cardiomyocytes 

module la fonction de nombreux canaux ioniques, dont Nav1.5 (Pitt, 2007; Saimi et Kung, 

2002). De par sa capacité à fixer des ions Ca2+, la CaM joue le rôle de senseur de la 

concentration calcique libre intracellulaire (Chin et Means, 2000). La partie C-terminale de 

Nav1.5 possède un motif IQ, constitué d’une séquence consensus capable de fixer la CaM, et 

plusieurs études ont démontré une interaction directe entre ces deux acteurs protéiques 

(Deschênes et al., 2002; Kim et al., 2004; Tan et al., 2002; Wang et al., 2012). Les travaux de 

cristallographie de Wang et ses collaborateurs ont aussi mis à jour des interactions au sein d’un 

complexe ternaire CaM-FGF13-Nav1.5 via le motif IQ de celui-ci. Les conséquences de la 

liaison CaM-Nav1.5 sont controversées. Certaines études ont rapporté que la stabilité et la 

dépendance au potentiel de l’état inactivé de Nav1.5 étaient dépendantes de la CaM et du motif 

IQ (Kim et al., 2004; Motoike et al., 2004; Tan et al., 2002; Young et Caldwell, 2005). D’autres 

travaux ont démontré que la CaM n’était pas le seul senseur pour la régulation Ca2+-dépendante 

de Nav1.5, puisqu’un domaine EF-hand, présent sur la partie C-terminale du canal, peut jouer 

ce rôle en liant les ions Ca2+ (Shah et al., 2006; Wingo et al., 2004). Le rôle de la [Ca2+]i sur la 

fonction de Nav1.5 a été étudié par l’équipe de Casini. Ils ont démontré que la conductance des 

canaux Nav1.5 est diminuée lorsque la [Ca2+]i est augmentée (Casini et al., 2009). 

 

b. Autres protéines régulant l’activité de Nav1.5 

 

En plus de la CaM, d’autres protéines sont capables de réguler l’activité de Nav1.5 en 

modulant les paramètres biophysiques du canal voire en augmentant la proportion de courant 

INaLate, comme c’est le cas de la cavéoline-3 (Cronk et al., 2007; Vatta et al., 2006), dont des 

mutations sont impliquées dans le SQTL, la mort subite du nourrisson, ou la cardiomyopathie 

hypertrophique (Cohen et al., 2004). 

Les autres protéines sont susceptibles de réguler Nav1.5 en induisant un décalage des courbes 

d’activation ou d’inactivation, comme c’est le cas des protéines 14-3-3 (Allouis et al., 2006), 

FHF1B (Fibroblast growth factor Homologous Factor) (Liu et al., 2003), GPD1L (Glycerol-3-

Phosphate Dehydrogenase-like Protein), dont des mutants ont été corrélés au SBr et à la mort 
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subite du nourrisson (London et al., 2007; Van Norstrand et al., 2007), téléthonine (Mazzone et 

al., 2008 ; Hayashi et al., 2004) pour une implication dans des cas de cardiomyopathies dilatées 

et hypertrophiques, plakophiline-2 (Sato et al., 2009 ; Gerull et al., 2004) pour une implication 

dans la dysplasie arythmogène du ventricule droit, desmogléine (Pilichou et al., 2006 et Rizzo 

et al., 2012) pour une implication dans un cas de dysplasie arythmogène du ventricule droit et 

αβ-cristalline (Huang et al., 2016 ; Brodehl Andreas et al., 2017) pour une implication dans une 

forme de cardiomyopathie dilatée. 

 

4. Les protéines kinases et phosphatases 

 

En plus des protéines d’ancrage et des protéines modifiant les paramètres biophysiques de 

Nav1.5, des enzymes sont capables, par des modifications post-traductionnelles, de réguler 

l’activité de ce canal. 

 

a. La CaMKII 

 

Les protéines CaMKII sont des sérine/thréonine kinases exprimées dans de nombreux types 

cellulaires, au sein desquels elles traduisent une augmentation de Ca2+ intracellulaire en 

phosphorylation de protéines cibles, dont font partie les canaux ioniques cardiaques 

(Couchonnal et Anderson, 2008). L’isoforme dominante dans le cœur est la CaMKIIδc (Maier, 

2009), qui co-immunoprécipite et colocalise avec Nav1.5 dans le cœur (Wagner et al., 2006; 

Yoon et al., 2009), et cible plusieurs sites sur le canal, dont les sérines 516 et 571 ainsi que la 

thréonine 594. Cette interaction se fait au niveau de la première boucle intracellulaire de Nav1.5 

(Ashpole et al., 2012; Hund et al., 2010). La CaMKIIδc voit son activité régie par la formation 

préalable d’un complexe Ca2+-CaM, et est capable de phosphoryler d’autres acteurs 

moléculaires dans les cardiomyocytes (Hund et Mohler, 2015). Cette voie de signalisation 

CaMKII-dépendante et son implication dans les pathologies rythmiques cardiaques seront 

développées plus en détail dans la partie IV-B de cette introduction. 

La surexpression de CaMKIIδc dans des souris transgéniques et des cardiomyocytes isolés 

de lapins est responsable d’un décalage de la courbe d’inactivation de Nav1.5 vers des 

potentiels plus hyperpolarisés, d’un ralentissement de la levée d’inactivation et d’une 

augmentation du courant INaLate (Aiba et al., 2010). Ces modifications biophysiques sont 

identiques à celles observées dans des modèles de SQTL de type 3 (Kass, 2005).  
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La CaMKIIδc voit son activité augmentée dans des modèles animaux et humains 

d’insuffisance cardiaque (Maier, 2009; Maier et Bers, 2002). Dans l’autre sens, chez les souris 

transgéniques, la surexpression de CaMKIIδc induit une insuffisance cardiaque ainsi que des 

troubles du rythme ventriculaire (Maier et al., 2003; Wagner et al., 2006). 

Ce faisceau d’observations démontre l’implication de cette protéine dans des contextes 

d’insuffisance cardiaque et de troubles du rythme, et en fait une cible privilégiée pour le 

développement de nouvelles thérapies cardioprotectrices (Couchonnal et Anderson, 2008). 

 

b. Les protéines kinase A (PKA), C (PKC), et Fyn 

 

Une stimulation neuro-hormonale des récepteurs β-adrénergiques active la PKA de façon 

AMPc-dépendante (Adénosine MonoPhosphate Cyclique), module les propriétés électriques 

cardiaques et produit des effets dromotropes (relatif à la vitesse de conduction de l’influx 

électrique), chronotropes (relatif à la fréquence cardiaque), inotropes (relatif à la force 

contractile du myocarde) et lusitropes (relatif à la relaxation cardiaque) positifs (Baker, 2014; 

Richardson et al., 1967). En contexte pathologique, la stimulation adrénergique peut être un 

évènement arythmogène, notamment dans le cas du SQTL ou de cardiomyopathies. La 

modulation de la fonction des canaux ioniques joue un rôle dans ces évènements (Najafi et al., 

2016). 

En effet, la PKA est capable de phosphoryler plusieurs protéines cibles, parmi lesquels les 

canaux Cav1.2, la pompe SERCA (Sarco/Endoplasmic Reticulum Ca2+ ATPase), les RyRs, ou 

encore le canal sodique Nav1.5 (Lundby et al., 2013). Sur ce dernier, la PKA est responsable 

des phosphorylations sur les sérines 525 et 528 et régule les cinétiques d’activation de Nav1.5 

(Murphy et al., 1996). 

La PKC est aussi susceptible de réguler les cinétiques d’inactivation de Nav1.5, son activité 

dépendant cette fois d’une activation des récepteurs α1-adrénergiques (Talosi et Kranias, 1992). 

Une activation de la PKC a été reliée à la survenue d’une cardiomyopathie dilatée et des défauts 

de contractilité. Les mécanismes sous-jacents ne sont pas totalement élucidés, mais les 

hypothèses d’une phosphorylation de Nav1.5 ou d’un dérèglement du métabolisme cellulaire 

et d’une hausse consécutive des espèces réactives de l’oxygène (ROS) dans la cellule sont 

proposées (Valdivia et al., 2009). 

La protéine tyrosine kinase Fyn est, elle, responsable de la phosphorylation de Nav1.5 sur 

le site 1495, proche du motif IFM. Cette proximité peut expliquer le décalage de la courbe 



 

ÉTAT DE L’ART 

~ 20 ~ 

 

d’inactivation de Nav1.5 vers des potentiels moins négatifs, observé lors d’études 

fonctionnelles en système de réexpression hétérologue (Ahern et al., 2005). 

 

c. Les protéines tyrosine phosphatases 

 

Les canaux ioniques ne sont pas seulement régulés par des phosphorylations, puisque 

également sujets à l’action de protéines tyrosine phosphatases. 

La protéine PTPH1 est l’une d’entre elles et est capable de modifier les propriétés 

biophysiques de Nav1.5 suite à une co-expression en cellules HEK293 en décalant la courbe 

d’inactivation vers des potentiels plus négatifs. Cette action s’effectue par l’interaction avec un 

domaine PDZ localisé sur le canal Nav1.5, domaine formé par les 3 acides aminés de la 

protéine, en position 2014 à 2016 (Jespersen et al., 2006). 

 

 

Figure 6 : Le canal sodique Nav1.5 : un complexe macromoléculaire. Le canal sodique Nav1.5 interagit avec de nombreux 

partenaires protéiques comprenant les sous-unités β-régulatrices, des protéines d’ancrage, des protéines régulant ses propriétés 

biophysiques, ou encore des enzymes modulant sa fonction par des modifications post-traductionnelles. D’après Abriel et al., 

2015.  
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III.  L’échangeur Na+/Ca2+ NCX1 

A. La famille de gènes SLC8 

La famille de gènes SLC8 code pour de nombreuses protéines échangeuses d’ions Na+/Ca2+, 

qui permettent de réguler la [Ca2+]i (Blaustein et Lederer, 1999; Carafoli, 1987), et qui 

appartiennent à la famille des antiports Ca2+/cation (Lytton, 2007). 

Chez les mammifères, 3 gènes SLC8 différents ont été identifiés : SLC8A1, 2 et 3, qui codent 

respectivement les protéines NCX1 (Nicoll et al., 1990), 2 (Lee et al., 1994) et 3 (Nicoll et al., 

1996). Le gène SLC8B1 code lui pour la forme mitochondriale de l’échangeur, la protéine 

NCLX (Palty et al., 2010). Les 3 isoformes de NCX ont une expression tissu-spécifique, les 

isoformes NCX2 et NCX3 étant exprimées dans le cerveau et les muscles squelettiques, tandis 

que NCX1 est distribué dans pratiquement toutes les cellules de l’organisme, notamment les 

cardiomyocytes (Philipson et Nicoll, 2000).  

Dix-sept variants d’épissage ont été décrits pour NCX1, et 5 pour NCX3, provenant de la 

combinaison de 6 petits exons (A, B, C, D, E et F) localisés sur une région de la grande boucle 

f intracytoplasmique de l’échangeur, tous les variants comprenant au moins l’exon A ou B. Les 

tissus excitables contiennent l’exon A (NCX1.1) tandis que d’autres organes tel que le rein 

(NCX1.3), contiennent l’exon B (Kofuji et al., 1994). 

 

Figure 7 : Schéma des régions variables des gènes SLC8A1 et SLC8A3 et des variants d’épissage trouvés dans le cœur, 

le rein et le cerveau. L’organisation génomique des gènes SLC8A1 et SLC8A3 contient les 6 exons A à F. Chaque variant 

d’épissage contient forcément un des exons A ou B ainsi qu’une combinaison entre les exons C à F, aboutissant à 17 variants 

pour SLC8A1 et 5 pour SLC8A3. Les zones noires représentent des régions conservées. D’après Kofuji et al., 1994. 
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B. Structure et fonctionnement de NCX1 

L’échangeur NCX1 est une protéine transmembranaire, dont la structure n’est pas 

totalement certaine. Initialement décrit comme possédant 12 (Nicoll et al., 1990), 11 (Durkin et 

al., 1991) puis 9 segments transmembranaires (Nicoll et al., 1999), il est aujourd’hui quasiment 

accepté que NCX1 comprenne plutôt 10 segments transmembranaires, de façon similaire à 

l’échangeur bactérien (NCX_Mj) cristallisé chez Methanococcus jannaschii en 2012 (Figure 8) 

(Liao et al., 2012). 

Les segments transmembranaires 5 et 6 sont reliés par une grande boucle régulatrice 

intracytoplasmique d’environ 500 acides aminés. Cette dernière contient une séquence auto-

inhibitrice (XIP) de 20 acides aminés à son extrémité N-terminale (Li et al., 1991), ainsi que 2 

domaines de liaison au Ca2+ (CBD1 et CBD2) (Hilge et al., 2006). La structure de l’échangeur 

est illustrée dans la figure 8. Les 2 régions où se réalise le passage des ions se trouvent entre les 

segments 2 et 3 (région α-1, lieu de passage des ions Na+) et 7 et 8 (région α-2, lieu de passage 

des ions Ca2+). L’échangeur possède 4 sites de fixation, 3 pour les ions Na+ et 1 pour les ions 

Ca2+, le passage de ces 2 espèces ioniques se faisant par deux voies différentes et de façon non-

simultanée (Liao et al., 2012). Ce fonctionnement est appelé mécanisme de ping-pong ou 

consécutif (Niggli et Lederer, 1991) et est présenté dans la figure 9. Il est important de noter 

que le ratio de 3 ions Na+ importés pour la sortie d’un ion Ca2+ de la cellule ne semble pas être 

le seul existant. En effet, en fonction des concentrations sodiques et calciques intra et 

extracellulaires, des modes de forte (entrée de 4 ions Na+ pour la sortie d’un ou 2 ions Ca2+) ou 

de faible conductance (ratio 1 : 1) de NCX1 ont pu être observés (Kang et Hilgemann, 2004). 

La structure tridimensionnelle de NCX1 révèle que 8 des 10 segments transmembranaires (2 à 

5 et 7 à 10) forment une structure dense et perpendiculaire à la membrane plasmique tandis que 

les segments 1 et 6 sont légèrement à l’écart à chaque extrémité et inclinés à 45°, l’ensemble 

formant une structure symétrique. Les mouvements de rapprochement et d’éloignement des 

segments 1 et 6 avec le reste de la structure exposeraient les sites de fixation aux ions d’un côté 

ou de l’autre de la membrane, ce qui est en accord avec le mécanisme de translocation séparée 

des 2 espèces ioniques prises en charge par l’échangeur. 
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C. Rôles physiologiques de NCX1 

Les différentes isoformes d’échangeurs NCX contribuent à de multiples fonctions dans 

l’organisme, aussi variées que la vasoconstriction des cellules musculaires lisses (Zulian et al., 

Figure 8 : Structure et topologie de NCX1. Gauche : L’échangeur NCX1 est constitué de 10 segments transmembranaires, les 

segments 5 et 6 étant séparés par la boucle f régulatrice sur laquelle on retrouve une séquence auto-inhibitrice ainsi que 2 

domaines de liaison au Ca2+. Droite : La structure cristallographique de NCX1 montre l’assemblage des segments 

transmembranaires en une structure tridimensionnelle au centre de laquelle transitent séquentiellement les 3 ions Na+ (violet) et 

1 ion Ca2+ (rouge). D’après Khananshvili, 2013. Les segments transmembranaires sont numérotés de 1 à 10. N et C : Extrémités 

N et C-terminales. XIP : Séquence auto-inhibitrice. CBD1 et 2 : Calcium Binding Domains, Domaines de liaison au Ca2+. 

Figure 9 : Le mécanisme d’échange Na+/Ca2+ de NCX1 en mode normal. Le transport des ions Na+ et 

Ca2+ à travers l’échangeur NCX1 se fait selon un mode ping-pong ou consécutif. En conformation ouverte 

vers l’extérieur, l’entrée de 2 et surtout d’un 3ème ion Na+ diminue l’affinité de l’ion Ca2+ en place pour son 

site de fixation. Suite au passage de l’échangeur en conformation ouverte vers le cytosol, les 3 Na+, exposés  

à un milieu à basse [Na+]i, sont libérés. Le départ du dernier ion Na+ restaure la liaison d’un nouvel ion Ca2+ 

sur l’échangeur pour permettre ensuite son extrusion vers le milieu extracellulaire. D’après Liao et al., 2012. 
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2010), la sécrétion d’insuline par les cellules β du pancréas (Herchuelz et al., 2007), la sécrétion 

de neurotransmetteurs au niveau du système nerveux central (Kettenmann et al., 2011), la 

réabsorption du Ca2+ dans le rein (Jeon, 2008), ou encore la réponse immunitaire dans les 

cellules dendritiques et les lymphocytes B (Kim et al., 2012). 

Les fonctions de NCX1 dans la physiologie cardiaque peuvent être divisées en 2 : un rôle 

électrique et un rôle de régulation de la [Ca2+]i. 

 

1. Contribution électrique de NCX1 

 

Au niveau ventriculaire, NCX1 contribue au décours du PA. Son fonctionnement en 

mode normal, qui aboutit à la sortie d’un ion Ca2+ pour l’entrée de 3 ions Na+, produit un courant 

net entrant dans le cardiomyocyte. Ce courant dépolarisant est présent durant la phase de plateau 

du PA. L’échangeur est aussi en partie responsable de la phase de repolarisation précoce, de 

par son bref fonctionnement en mode inverse durant cette phase, qui mène à un courant 

hyperpolarisant (Blaustein et Lederer, 1999; Reeves et Hale, 1984). 

Au niveau atrial, l’activité de NCX1 est en partie responsable de l’automaticité des 

cellules du nœud sinusal, en participant à la pente de dépolarisation diastolique (Lakatta Edward 

G. et al., 2008).  

La délétion totale du gène Slc8a1 chez la souris ne permet pas la naissance de souriceaux 

du fait d’une absence de rythme cardiaque spontané (Wakimoto et al., 2000), tandis qu’un KO 

spécifique de NCX1 cardiaque permet le développement des souris jusqu’à l’âge adulte, ce qui 

suggère un rôle important de NCX pour l’apparition d’une fonction cardiaque optimale 

(Henderson et al., 2004). 

 

2. Contribution de NCX1 à l’homéostasie calcique 

 

La pompe PMCA (Plasma Membrane Ca2+ ATPase) et NCX1 sont les 2 principaux 

acteurs responsables de l’extrusion de Ca2+ de la cellule. La PMCA est plutôt active pour une 

régulation de fond, au repos, de la [Ca2+]i, tandis que NCX1 est capable de répondre à de fortes 

et transitoires variations de [Ca2+]i (Brini et Carafoli, 2011). L’échangeur NCX1 peut 

fonctionner en mode normal ou en mode inverse en fonction des concentrations calcique et 

sodique intracellulaires et du potentiel transmembranaire de la cellule. Dans certains contextes, 

et notamment dans le cas de l’insuffisance cardiaque, le fonctionnement en mode inverse de 
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l’échangeur peut prendre une plus grande part et donc faire varier la [Na+]i, ce qui fait de NCX1 

un régulateur de l’homéostasie sodique (Bers, 2002). 

L’échangeur mitochondrial NCLX contribue aussi aux homéostasies calcique et sodique 

dans le cytosol et les mitochondries, bien que son fonctionnement et sa régulation ne soient pas 

encore totalement compris (Mammucari et al., 2011). 

 

D. Mécanismes régulateurs de l’activité de NCX1 

Le fonctionnement de l’échangeur NCX1 est finement régulé par plusieurs paramètres, le 

principal étant la régulation ionique, la boucle f intracytoplasmique jouant un grand rôle dans 

ce phénomène. 

NCX1 est régulé par les ions Ca2+ et Na+ cytosoliques, sur des sites de fixation différents 

des sites de translocations de ces ions (Matsuoka et al., 1993, 1995). Les travaux de Hilge et 

ses collaborateurs ont permis d’identifier 2 CBDs, sur la boucle f régulatrice de l’échangeur, et 

l’interaction du Ca2+ avec ces domaines active NCX1 (Hilge et al., 2006). Une hausse de [Ca2+]i 

lève l’inactivation de l’échangeur dépendante du Na+, et à l’inverse, une augmentation de 

[Na+]i, inactive NCX1 (Hilgemann et al., 1992). Le mécanisme d’inactivation du canal par le 

Na+ n’est pas élucidé mais ne peut pas être expliqué par une liaison de Na+ aux CBDs puisque 

le Na+ n’affecte pas la liaison du Ca2+ aux CBDs (Boyman et al., 2011). Ces travaux ont par 

ailleurs démontré que NCX1 est également très sensible aux variations de pH intracellulaire, 

les protons pouvant se lier aux CBDs et entrer en compétition avec les ions Ca2+, et donc que 

les CBDs pourraient jouer le rôle de senseurs au Ca2+ mais aussi au pH. 

Des travaux ont démontré que le CBD1 possédait 4 sites de liaison au Ca2+, quand le 

CBD2 n’en contient que 2 (Besserer et al., 2007; Johnson et al., 2008). Des études 

électrophysiologiques ont montré que parmi ces 6 sites de fixation au Ca2+, seuls 2 sur le CBD1 

et 1 sur le CBD2 jouaient un rôle dans la régulation de NCX1 par la [Ca2+]i. Ces deux domaines 

sont par ailleurs capables de réguler de façon synergique l’activité de NCX1, la séquence 

d’acides aminés liant les CBDs jouant un rôle important dans ce processus (Giladi et al., 2010; 

Ottolia et al., 2009). La fixation du Ca2+ sur les CBDs engendrerait une rigidification de 

l’ensemble comprenant ces 2 CBDs et les acides aminés qui les relient, produisant une 

stabilisation de la boucle f dans un état permettant la translocation des ions Na+ et Ca2+ de part 

et d’autre de la membrane plasmique (Salinas et al., 2011). La présence de plusieurs sites de 

fixation au Ca2+ sur les CBDs ainsi que la possibilité pour ces derniers de fonctionner en 

synergie permet des modulations différentes de la fonctionnalité de l’échangeur autour d’une 
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large gamme de [Ca2+]i. Ces capacités sont indispensables au vu du rôle de NCX1 au sein du 

cardiomyocyte notamment, dans lequel les [Ca2+]i varient de façon importante sur des durées 

courtes, notamment au niveau des diades et de l’espace sous-membranaire. Ainsi, seul 5% du 

courant d’échange INCX est détecté au repos tandis qu’une élévation de à 1-2 µM de la [Ca2+]i 

permet une mesure de INCX maximale (Boyman et al., 2011). En plus de la modulation de 

l’activité de NCX1 via la liaison du Ca2+ aux CBDs, John et ses collaborateurs ont émis 

l’hypothèse qu’une dimérisation des protéines NCX1 pouvait contribuer à leur hausse d’activité 

(John et al., 2011). 

Même si la régulation ionique de NCX1 semble être prépondérante pour sa 

fonctionnalité, cet échangeur est aussi susceptible de voir son activité ou son expression 

modulées par d’autres acteurs. Des régulations métaboliques par l’ATP, via la production de 

PIP2 qui peut interagir avec NCX1, ont été décrites (Hilgemann et Ball, 1996). C’est également 

le cas des créatine kinases sMiCK (sarcomeric Mitochondrial Creatine Kinase) et CKM 

(Muscle-type Creatine Kinase) pouvant réguler NCX1 suite à leur phosphorylation par la PKC 

(Yang et Kao, 2013). 

La protéine CaM a été décrite comme interagissant avec la boucle f régulatrice de NCX1 

et régule son activité d’échangeur ionique (Chou et al., 2015). 

Des régulations génétiques et épigénétiques de NCX1 ont aussi été mises à jour, 

notamment en contextes pathologiques tels que l’insuffisance cardiaque, où l’expression de 

NCX1 est généralement augmentée (Menick et al., 2007). 

Enfin, NCX1 est sujet à la palmitoylation sur sa cystéine 739, l’absence de cette 

modification post-traductionnelle entraînant une résistance à l’inactivation de l’échangeur et 

donc une activité accrue en comparaison de la forme palmitoylée de la protéine (Reilly et al., 

2015). 

  



 

ÉTAT DE L’ART 

~ 27 ~ 

 

IV. Homéostasies sodique et calcique dans le 

cardiomyocyte 

Les concentrations intracellulaires en ions Na+ et Ca2+ influent grandement sur les fonctions 

électriques et contractiles des cardiomyocytes. Si ces 2 espèces ioniques génèrent un courant 

dépolarisant lors du PA de la cellule cardiaque, les flux de Ca2+ et de Na+ ont des effets 

différents dans la cellule. Les flux de Ca2+ génèrent d’énormes différences de [Ca2+]i, cette 

dernière pouvant être multipliée par 10 suite à la libération de Ca2+. Ces fortes variations font 

du Ca2+ un remarquable second messager régulant la contraction cellulaire et la transcription 

notamment. Les variations de [Na+]i sont moins importantes et plus lentes et cette espèce 

ionique ne possède pas de rôle autre que son rôle dans l’électrophysiologie cellulaire. 

Cependant, de fortes [Na+]i sont susceptibles d’influer sur le transport d’autres espèces ioniques 

comme le Ca2+, comme cela se produit dans le cardiomyocyte en favorisant le fonctionnement 

en mode inverse de NCX1 (Despa et Bers, 2013). 

Plusieurs acteurs moléculaires sont responsables de la régulation de ces concentrations 

ioniques, et des dysfonctionnements de ces acteurs peuvent mener à l’apparition de pathologies 

rythmiques, notamment des maladies de la repolarisation cardiaque.  

Dans cette partie, nous nous attacherons à décrypter comment sont régulées ces processus 

et de quelle manière des dérèglements peuvent aboutir à des contextes pathologiques. 

A. Homéostasie sodique 

1. Les acteurs des flux sodiques 

 

A l’état basal, la [Na+]i est d’environ 10 mM quand la concentration sodique dans le 

milieu extracellulaire est d’environ 140 mM. La [Na+]i augmente en parallèle de la fréquence 

de stimulation du cardiomyocyte, du fait de l’activation des canaux Nav1.5 et des échangeurs 

NCX1 (Cook et al., 1997). Sous stimulation, NCX1 contribue majoritairement à l’entrée de Na+ 

dans le cardiomyocyte, ce qui est moins le cas au sein d’une cellule quiescente (figure 10). En 

plus de ce dernier et de l’échangeur NCX1, 2 autres protéines sont majoritairement responsables 

de flux de Na+ au travers de la membrane plasmique des cardiomyocytes : l’échangeur Na+/H+, 

responsable d’un influx d’ions Na+ dans le cardiomyocyte, et la pompe Na+/K+ ATPase (NKA), 

qui extrude 3 ions Na+ contre l’entrée de 2 ions K+ en échange de la consommation d’ATP, et 
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maintient la [Na+]i à des niveaux bas. Enfin, d’autres acteurs protéiques permettent le passage 

des ions Na+ au travers de la membrane plasmique : les cotransporteurs Na+/HCO3
- et 

Na+/K+/2Cl-, ainsi que l’antiport Na+/Mg2+, qui sont toutes des molécules responsables d’une 

entrée de Na+ dans la cellule. L’ensemble des protéines transporteuses d’ions Na+ dans le 

cardiomyocyte sont présentées dans le tableau 2 (pour une revue sur le sujet, voir Despa et Bers, 

2013). 

 

 

 

 

Tableau 2 : Transport des ions Na+ dans le cardiomyocyte. D’après Despa et Bers, 2013 

Figure 10 : Contribution des différents acteurs protéiques à l’influx de Na+ à l’intérieur du cardiomyocyte de lapin. 

La part que prennent les différents canaux et échangeurs de Na+ dans l’influx de Na+ dépend de l’état de stimulation de la 

cellule. Sous une stimulation électrique à la fréquence de 1 Hz, NCX1 est majoritairement responsable de l’entrée de Na+ 

dans le cardiomyocyte, ce qui n’est pas le cas dans une cellule quiescente. Modifié d’après Despa et Bers, 2013. 
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2. Perturbations de l’homéostasie sodique 

 

Des perturbations de l’homéostasie sodique à l’intérieur du cardiomyocyte, et 

notamment une augmentation de la [Na+]i, ont déjà été corrélées à plusieurs pathologies 

cardiaques. Ainsi, plusieurs travaux réalisés sur des modèles animaux ou des échantillons 

humains ont démontré une hausse de [Na+]i en présence d’une insuffisance cardiaque (Despa et 

al., 2002; Pieske et Houser, 2003; Pogwizd et al., 2003). Ceci est la cause d’une augmentation 

préalable de la [Ca2+]i, induite par 2 phénomènes : une diminution de la fonction de la pompe 

SERCA causant une baisse de la recapture du Ca2+ dans le RS, ainsi que la présence de fuite de 

Ca2+ du RS par les RyRs engendrant des sparks ou vagues calciques et contribuant donc à 

augmenter la [Ca2+]i. Cette élévation de la [Ca2+]i augmente la fonctionnalité de NCX1, ce qui 

a pour conséquence une hausse de la [Na+]i, d’autant plus que l’expression de cet échangeur est 

souvent augmentée dans un contexte d’insuffisance cardiaque (Pogwizd et al., 2001). En outre, 

des désordres de l’homéostasie calcique intracellulaire sont susceptibles de modifier les 

cinétiques d’inactivation de Nav1.5 par l’intermédiaire de l’activation de la CaMKII 

notamment, également activable lors de la surproduction de ROS (Ashpole et al., 2012). 

L’excès de Na+ dans les cellules myocardiques peut également avoir pour origine une activité 

accrue de l’échangeur Na+/H+, induite par une acidose intracellulaire en présence d’insuffisance 

cardiaque. L’inhibition de cet échangeur, et la diminution de [Na+]i qui en découle, permet 

d’ailleurs d’atténuer le développement d’une insuffisance cardiaque (Baartscheer et al., 2008). 

Enfin, l’efflux de Na+ du cardiomyocyte peut également être un paramètre impacté dans le cas 

d’une insuffisance cardiaque, comme le montrent 2 études, dans lesquelles des diminutions de 

l’expression et de la fonction de la pompe Na+/K+ ATPase ont été démontrées (Kilic et al., 

2005; Semb et al., 1998). 

 A l’inverse des études décrites ci-dessus, l’augmentation de [Na+]i peut ne pas être un 

effet secondaire d’une pathologie déjà présente mais la cause primaire d’une dysfonction 

myocardique. C’est le cas dans les SQTL de type 3, causées par des mutations ayant un effet 

gain de fonction sur le canal Nav1.5, en augmentant la proportion de courant INaLate 

(Antzelevitch et al., 2014). Cette hausse primaire de la [Na+]i peut engendrer une augmentation 

de la [Ca2+]i, via un fonctionnement accru de NCX1 en mode inverse, et provoquer des 

désordres du cycle du Ca2+, phénomène à la base de troubles rythmiques (Belardinelli et al., 

2015). Les relations entre troubles des homéostasies sodique et calcique seront décrites plus 
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précisément par la suite. Le schéma présenté sur la figure 11 synthétise les modes de transports 

de Na+ dans la cellule et les conséquences d’une augmentation de la [Na+]i. 

 

 

Figure 11 : Transport du Na+ et régulation de la [Na+]i dans le cardiomyocyte. Divers canaux, échangeurs et transporteurs, 

localisés au niveau du sarcolemme, du RS ou de la mitochondrie régulent la [Na+]i dans le myocyte cardiaque. Une 

augmentation de la [Na+]i, pouvant être la cause ou la conséquence de pathologies rythmiques cardiaques, est responsable en 

particulier d’une hausse de la [Ca2+]i, à la base du déclenchement d’épisodes arythmiques à l’échelle du myocarde. D’après 

Despa et Bers, 2013. PLM : Phospholemman, régulateur de la pompe Na+/K+ ATPase. APD : Action Potential Duration, durée 

du PA. 

 

B. Homéostasie calcique 

Les variations cycliques de [Ca2+]i dans les cardiomyocytes régissent les processus de 

contraction et de relaxation du cœur. Des dérégulations du cycle du Ca2+ mènent à des 

dysfonctions systoliques, diastoliques et à un remodelage pathologique. Dans cette partie, nous 

allons décrire les mécanismes moléculaires responsables de la régulation de l’homéostasie 

calcique à l’échelle cellulaire, et aborder les conséquences de perturbations du cycle du Ca2+. 
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1. Les acteurs des flux calciques  

 

La dépolarisation qui parvient à la membrane plasmique du cardiomyocyte permet un 

premier influx de Ca2+ dans le cytosol par l’ouverture des canaux Cav1.2. L’activation de ces 

canaux, localisés le long des tubules t, en regard des RyRs, engendre l’ouverture de ces derniers. 

Les canaux RyRs sont responsables d’une seconde augmentation de Ca2+ dans le compartiment 

cytosolique, beaucoup plus importante que la première, et provenant cette fois du RS. Cette 

sortie de Ca2+ est suffisante pour initier la force contractile via le mouvement des filaments 

d’actine et de myosine. 

La relaxation de la cellule correspond à la diminution de la [Ca2+]i, ce qui se produit par 

2 mécanismes principaux. Le premier est la recapture du Ca2+ cytosolique vers le RS par la 

pompe SERCA, responsable d’environ 75% de la diminution de la [Ca2+]i. Le second 

mécanisme correspond à l’extrusion d’environ 15% du Ca2+ vers le milieu extracellulaire par 

NCX1, en échange de l’entrée d’ions Na+. La PMCA, participe également, mais de façon 

mineure, à l’extrusion du Ca2+ de la cellule. En conditions physiologiques, la quantité de Ca2+ 

entrant par les canaux Cav1.2 est extrudée par NCX1, et la quantité libérée par les RyRs 

correspond à celle recapturée par la pompe SERCA dans le RS, ce qui assure une balance 

équilibrée des flux de Ca2+ dans le cardiomyocyte. 

Ces flux calciques peuvent être modulés, par exemple en réponse à une stimulation β-

adrénergique, pour répondre aux besoins de l’organisme. Les catécholamines libérées lors 

d’une stimulation sympathique vont activer les récepteurs β1-adrénergiques et provoquer la 

production d’AMPc qui va activer la PKA, cette dernière induisant la phosphorylation de 

plusieurs cibles. Notamment, la phosphorylation de Cav1.2 augmente l’afflux de Ca2+, tandis 

que la phosphorylation du PLB sur sa sérine 16 engendre la libération de cette petite protéine 

de la pompe SERCA et lève l’inhibition de celle-ci, ce qui favorise la recapture du Ca2+ dans le 

RS. En outre, l’élévation de la [Ca2+]i durant chaque cycle contractile induit l’activation de la 

CaMKII par le complexe Ca2+-CaM. La CaMKII est capable de phosphoryler le PLB sur sa 

thréonine 17 ce qui lève là encore l’inhibition de la pompe SERCA. La phosphorylation des 

RyRs, par la PKA sur les sérines 2808 et 2030 et par la CaMKII sur la sérine 2814, participe 

aussi à la modulation de l’homéostasie calcique. De multiples revues décrivent les mécanismes 

moléculaires mis en jeu lors du couplage excitation-contraction et notamment le rôle du Ca2+ 

dans ce dernier (Figure 3) (Bers, 2002; Eisner et al., 2017). 
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Dans le cadre de cette thèse, quelques-uns des acteurs moléculaires du cycle du Ca2+ 

nous intéressent plus particulièrement, de par leur implication dans les phénomènes 

arythmiques observés dans le cadre des maladies de la repolarisation cardiaque, et notamment 

du SQTL de type 3. 

 

a. La CaMKII 

 

La protéine CaMKII est composée de 3 domaines : un domaine N-terminal catalytique, 

un domaine de régulation, et le domaine C-terminal responsable de l’association à d’autres 

protéines (Figure 12) (Hoelz et al., 2003). Le domaine régulateur maintient l’activité du 

domaine catalytique de l’enzyme à un niveau réduit en conditions basales. Lors d’une hausse 

de [Ca2+]i, un complexe Ca2+-CaM se lie au domaine de régulation de la CaMKII ce qui a pour 

effet d’activer l’enzyme et de l’exposer à d’autres régulations augmentant son activité comme 

la phosphorylation (Braun et Schulman, 1995), la glycosylation (Erickson et al., 2013), 

l’oxydation (Erickson et al., 2008) ou encore la nitrosylation (Coultrap et Bayer, 2014). Suite à 

sa liaison avec le complexe Ca2+-CaM, la CaMKII va s’autophosphoryler, ce qui permet de 

maintenir son activité catalytique en absence de CaM ou de Ca2+. 

Les cibles de la CaMKII sont nombreuses parmi les protéines impliquées dans le 

maintien des concentrations ioniques à l’intérieur de la cellule : les canaux Cav1.2 (Bers et 

Morotti, 2014) et Nav1.5 (Wagner et al., 2006), les RyRs (Camors et Valdivia, 2014), ainsi que 

des canaux potassiques (Mustroph et al., 2014) et chlore (Sellers et al., 2010). La 

phosphorylation des RyRs est connue pour favoriser l’ouverture de ces canaux (Hain et al., 

1995), tandis que la phosphorylation de Nav1.5 par la CaMKII induit des pertes de fonction via 

des modifications des paramètres biophysiques du canal, exception faite du courant INaLate, qui 

voit sa proportion augmentée (Wagner et al., 2006). 

Concernant le contexte pathologique, la CaMKII voit son expression et son activité 

augmentée dans plusieurs maladies cardiaques, incluant l’insuffisance cardiaque et les 

arythmies (Hoch et al., 1999; Kirchhefer et al., 1999; Yao et al., 2011; Zhang et Brown, 2004). 

Les souris transgéniques surexprimant la CaMKII présentent des troubles de la repolarisation 

associés à des épisodes de fibrillation ventriculaire. Ces animaux développent également 

rapidement une insuffisance cardiaque. Ce travail a pu démontrer que la surexpression de la 

CaMKII perturbe l’homéostasie calcique à l’intérieur des cardiomyocytes de ces souris, en 

augmentant notamment les fuites de Ca2+ du RS, un phénomène fortement arythmogène (Maier 
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et al., 2003). En parallèle, les souris invalidées pour la CaMKII au niveau cardiaque montrent 

une résistance à l’insuffisance cardiaque (Backs et al., 2009). 

Enfin, en plus de son action sur le canal sodique Nav1.5 et de son rôle dans la régulation 

de la [Ca2+]i, la CaMKII peut aussi être localisée au niveau nucléaire et activer la transcription 

de certains gènes, impliqués notamment dans l’hypertrophie cardiaque (Heineke et Molkentin, 

A 

B C 

Figure 12: La Ca2+/Calmoduline-dépendante protéine kinase de type II (CaMKII). A. Structure de la CaMKII et sites 

potentiels de régulation par des modifications post-traductionnelles. D’après Zhang, 2017. B. Mécanismes d’activation de 

la CaMKII. Suite à la levée de l’auto-inhibition par la fixation du complexe Ca2+-CaM à la CaMKII, celle-ci peut être 

activée par une autophosphorylation, une oxydation, une O-GlcNAcylation ou une nitrosylation. La CaMKII possède dès 

lors une activité autonome indépendante de la présence du complexe Ca2+-CaM. D’après Erickson, 2014. C. Cibles de la 

CaMKII dans le cardiomyocyte. La CaMKII est capable de réguler la fonction de plusieurs canaux, échangeurs ou 

protéines impliqués dans l’homéostasie calcique, ainsi que d’influer sur l’expression de certains gènes. D’après 

Swaminathan et al., 2012. Assn : Domaine d’association de la CaMKII. PTM : Post-translational modifications, 

modifications post-traductionnelles. 
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2006) ou encore l’inflammation (Singh et al., 2012). La structure, les cibles, et la régulation de 

l’activité de la CaMKII sont illustrées dans la figure 12. 

 

b. La pompe SERCA et le PLB 

 

La pompe SERCA est responsable de la recapture dans le RS de la majeure partie du 

Ca2+ libéré dans le cytosol lors de la systole. Cette recapture se réalise contre le gradient 

chimique de Ca2+, et consomme donc de l’ATP. Plusieurs isoformes de cette pompe existent 

dans l’organisme, la SERCA2a étant l’isoforme cardiaque (Periasamy et Kalyanasundaram, 

2007). L’activité de cette pompe est régulée par le PLB, une petite protéine de 52 acides aminés, 

localisée à la membrane du RS (MacLennan et Kranias, 2003). Les monomères de PLB sont 

liés à la pompe SERCA et maintiennent une inhibition de celle-ci (Kranias et Hajjar, 2012). Le 

PLB peut être phosphorylé sur 3 sites distincts : la PKC est responsable d’une phosphorylation 

sur la sérine 10, tandis que la PKA ou la PKG exercent leur activité sur la sérine 16. Enfin, la 

CaMKII est susceptible d’ajouter un phosphate sur la thréonine 17 du PLB (Davis et al., 1990; 

Mattiazzi et al., 2005). Sous l’effet d’une phosphorylation, le PLB n’est plus lié à la pompe 

SERCA, ce qui lève l’inhibition de celle-ci et augmente donc le transport du Ca2+ vers le RS 

(Figure 13). Dans l’autre sens, le PLB peut aussi être déphosphorylé, notamment par la protéine 

calcineurine (Münch et al., 2002). Le PLB est en équilibre dynamique entre sa forme 

monomérique, la forme active, induisant l’inhibition de la pompe SERCA, et une forme 

pentamérique, peu voire pas active. Suite à une phosphorylation, le PLB est plus susceptible de 

s’assembler en pentamères, du fait de la modification du point isoélectrique de la protéine, 

levant ainsi l’inhibition de la recapture du Ca2+ (Figure13) (Simmerman et Jones, 1998). 

Les études de modèles animaux génétiquement modifiés ont montré que des souris 

surexprimant la pompe SERCA voyaient le transport de Ca2+ vers le RS favorisé, tout comme 

la relaxation et la contraction myocardique, suggérant qu’une hausse d’expression de cette 

protéine est bien tolérée dans le cœur (Baker et al., 1998; He et al., 1997; Vetter et al., 2002). 

A l’inverse, les souris invalidées à l’état hétérozygote pour la pompe SERCA expriment un 

phénotype regroupant une diminution de la contractilité des cardiomyocytes et de la charge en 

Ca2+ du RS, une perturbation globale de l’homéostasie calcique, ainsi qu’une prédisposition à 

l’apparition d’une insuffisance cardiaque. Les souris KO à l’état homozygote pour la pompe 

SERCA meurent in utéro (Ji et al., 2000; Periasamy et al., 1999; Schultz et al., 2004). 

D’autres modèles de souris, dans lesquels l’expression du PLB a été modifiée, ont 

également été des sujets d’études. De façon plutôt attendue, la surexpression du PLB est 
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associée à une diminution du transport du Ca2+ par la pompe SERCA et de la fonction 

ventriculaire gauche (Kadambi et al., 1996), quand la sous-expression de cette protéine 

augmente la charge en Ca2+ du RS et améliore la fonction cardiaque (Hoit et al., 1995; Luo et 

al., 1994). 

Finalement, les nombreux travaux réalisés sur le couple SERCA-PLB ont démontré 

l’importance de ces protéines, et notamment du ratio d’expression PLB/SERCA (Kranias et 

Hajjar, 2012), dans la régulation de l’homéostasie calcique à l’intérieur du cardiomyocyte. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

c. Le RyR 

 

Le RyR est un canal ionique massif, formé d’un assemblage de 4 monomères de 565 

kDa, localisé à la membrane du RS, et responsable de la libération de Ca2+ en grande quantité 

de ce dernier vers le cytosol. Il est activé, du côté cytosolique, par le Ca2+ issu des canaux 

Cav1.2. Au niveau de la lumière du RS, la calséquestrine et d’autres protéines senseurs de la 

Figure 13 : Régulation du PLB sous l’effet d’une phosphorylation. En haut : Le PLB est susceptible d’être phosphorylé 

spécifiquement sur 3 sites distincts par les kinases PKA, PKC, PKG et CaMKII. D’après Cerra et Imbroglio, 2012. En bas : 

Sous l’effet d’une phosphorylation, le monomère de PLB n’interagit plus avec la pompe SERCA, ce qui lève l’inhibition de 

celle-ci et permet la recapture du Ca2+ vers le RS. Le PLB est susceptible de s’assembler en pentamères, une forme de 

« stockage » de cette protéine, peu voire pas active. D’après Shaikh et al., 2016. 
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[Ca2+] sont responsables de l’activation des RyRs, (Terentyev et al., 2003) mais le RyR en lui-

même semble également répondre à la [Ca2+] dans le RS (Chen et al., 2014). Ainsi, ce canal 

n’évolue pas seul au sein du cardiomyocyte mais fait partie d’un complexe macromoléculaire, 

au sein duquel on retrouve notamment la CaM, ou encore les protéines junctin, triadin et 

FKBP12.6 (Lanner et al., 2010). 

Suite à une dépolarisation de la membrane plasmique du cardiomyocyte, le passage 

d’ions Ca2+ par les canaux Cav1.2 induit l’activation de RyRs au niveau du RS jonctionnel. 

Cette entrée d’ions Ca2+ peut provoquer l’ouverture de 30 à 300 RyRs et aboutir à la génération 

de sparks calciques, les évènements élémentaires de libération de Ca2+ du RS par un groupe de 

RyRs (Peskoff et Langer, 1998). Durant la diastole, ces canaux sont normalement clos. 

Cependant, une probabilité existe pour l’ouverture spontanée d’un RyR, et, lorsque ce 

phénomène se produit, une petite libération de Ca2+ du RS est induite. Cette libération peut, ou 

non, provoquer l’ouverture d’un groupe de RyRs voisins par un pseudo-phénomène de 

libération de Ca2+ induite par le Ca2+ et générant un spark calcique (Cheng et al., 1993). Des 

libérations de Ca2+, produites par l’ouverture d’un ou de quelques RyRs, et insuffisantes pour 

aboutir à un spark, ont été décrites et nommées quarks calciques (Brochet et al., 2011; Lipp et 

Niggli, 1996). 

A l’inverse, les sparks calciques peuvent être à l’origine d’une libération massive de 

Ca2+ capable de se propager à l’intérieur de la cellule cardiaque : la vague calcique. Une 

surcharge en Ca2+ du RS est propice à cet évènement (Wier et al., 1997). La naissance d’une 

vague calcique spontanée, ou induite par une stimulation, et sa propagation, nécessite une 

activation synchrone de multiples clusters de RyRs, la distance entre chaque cluster de RyRs 

étant un facteur primordial pour cette synchronicité (Nivala et al., 2012). 

La phosphorylation du RyR est un régulateur important de son activité. Ce canal est la 

cible de la PKA et de la CaMKII, notamment suite à une stimulation β-adrénergique (Camors 

et Valdivia, 2014). Les sites que ciblent ces enzymes ainsi que leurs conséquences 

physiologiques ont été largement débattus, et il apparaît que la sérine 2814 est ciblée par la 

CaMKII (Wehrens et al., 2004), tandis que la sérine 2808 semble être un site mixte (Wehrens 

et al., 2006), même si la phosphorylation PKA-dépendante de ce site ne semble pas ou peu 

impliquée dans l’insuffisance cardiaque (Houser, 2014). La sérine 2030 est quant à elle ciblée 

par la PKA (Xiao et al., 2006) (Figure 14). Globalement, l’hyperphosphorylation des RyRs 

augmente leur probabilité d’ouverture, ce qui est susceptible de provoquer des fuites de Ca2+ 

du RS et induire des épisodes arythmiques (Camors et Valdivia, 2014). 
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Des mutations sur le RyR ont été corrélées à des cas de tachycardies ventriculaires 

catécholaminergiques, une pathologie rythmique pouvant être létale et se déclenchant lors d’un 

stress, d’un effort ou d’une émotion intense (Zhao et al., 2015). 

 

 

d. Rôle des mitochondries 

 

Dans le cardiomyocyte adulte, les mitochondries sont des organites intracellulaires 

majeurs, au nombre d’environ 7 000 par cellule et occupant 35% du volume cellulaire (Dedkova 

et Blatter, 2012). Les mitochondries possèdent un rôle important dans le couplage excitation-

contraction en produisant l’énergie nécessaire sous forme d’ATP, mais aussi en régulant la 

[Ca2+]i (Liu et O’Rourke, 2009). En effet, une partie du Ca2+ libéré en masse lors du phénomène 

de libération de Ca2+ induite par le Ca2+ est recapturé à l’intérieur des mitochondries par des 

canaux calciques situés à la membrane de ces organites tels que les MCU (Mitochondrial Ca2+ 

Uniport), les RyR1 et les VDACs (Voltage-Dependent Anion Channel) (Min et al., 2012). Dans 

l’autre sens, la voie d’extrusion majeure du Ca2+ mitochondrial des cellules excitables réside 

Figure 14 : Régulation de l’activité du RyR par les phosphorylations. Le RyR voit sa fonction régulée par des 

phosphorylations sur des sites multiples, ciblés par les protéines kinases PKA, PKG et CaMKII. Ces modifications post-

traductionnelles favorisent la sortie de Ca2+ du RS vers le cytosol. D’après Camors et Valdivia, 2014. 
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dans l’activité de l’échangeur Na+/Ca2+ (NCLX) et dans une moindre mesure de l’échangeur 

H+/Ca2+ (HCX) (O-Uchi et al., 2012). Dans un contexte de surcharge calcique dans la 

mitochondrie, le Ca2+ est aussi extrudé via l’ouverture d’un large canal ionique non-spécifique, 

le mPTP, pour mitochondrial Permeability Transition Pore (Figure 15A). 

En cas de dysfonctionnement, les mitochondries peuvent jouer un rôle important dans 

les pathologies rythmiques cardiaques, via une sous-production d’ATP, la perturbation de 

l’homéostasie calcique à l’échelle de la cellule entière, ou par une surproduction de ROS, ayant 

des effets sur le fonctionnement de nombreux canaux ioniques (Yang et al., 2014) (Figure 15B). 

  



 

ÉTAT DE L’ART 

~ 39 ~ 

 

 

 

2. Perturbations de l’homéostasie calcique 

 

Des désordres de l’homéostasie calcique intracellulaire ont été observés dans plusieurs 

pathologies cardiaques, incluant l’insuffisance cardiaque (Peana et Domeier, 2017) mais 

également des pathologies de la repolarisation ventriculaire comme le SQTL de type 3 (Rivaud 

A 

B 

Figure 15 : Les mitochondries : implications dans la régulation de l’homéostasie calcique et les troubles du 

rythme. A. Mécanismes d’influx et d’efflux de Ca2+ de la mitochondrie. Le couplage entre le RS et les 

mitochondries participe à la recapture, par les canaux VDAC, RyR1 et MCU du Ca2+ libéré du RS (partie haute de 

la figure). Les canaux et échangeurs mPTP, NCX et HCX sont responsables de l’extrusion de Ca2+ vers le cytosol 

(partie basse de la figure). D’après O’Uchi et al., 2012. B. Une dysfonction mitochondriale induit une surproduction 

de ROS et réduit la synthèse d’ATP, ce qui module la fonctionnalité de nombreux canaux et échangeurs ioniques 

et favorise la survenue d’épisodes arythmiques. D’après Yang et al., 2014. IP3R : Récepteurs à l’IP3. MFN2 : 

Mitofusine 2. OMM : Outer Mitochondrial Membrane, Membrane externe mitochondriale. IMM : Inner 

Mitochondrial Membrane, Membrane interne mitochondriale. CoQs : Hydroxyl Coenzyme Q10. RaM : Rapid 

Mode of uptake, Mode de capture rapide. MICU1 : Mitochondrial Ca2+ Uptake 1, protéine de liaison au Ca2+. UCP 

2 et 3 : UnCouPling proteins 2 et 3. LETM1 : Leucine-zipper EF-hand-containing Transmembrane protein 1. mCa1 

et 2 : mitochondrial Ca2+ channels 1 et 2. DroCRC : Drosophila Ca2+ Release Channel, canal calcique présent chez 

la drosophile. 
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et al., 2018). Ces perturbations aboutissent à une augmentation de la [Ca2+]i, par plusieurs 

moyens possibles. Dans le cas du SQTL de type 3, cela se produit par une hausse préalable de 

la [Na+]i, qui augmente l’expression de NCX1 et la fonction de ce dernier, notamment en mode 

inverse (Despa et Bers, 2013). L’insuffisance cardiaque aboutit à une augmentation de [Ca2+]i 

par le biais d’une diminution de recapture du Ca2+ dans le RS (Kaye et al., 2008). Ces hausses 

de la [Ca2+]i ont des conséquences mécaniques en augmentant l’interaction actine-myosine, ce 

qui engendre une augmentation de la tension myocardique en diastole : c’est la dysfonction 

diastolique (Coppini et al., 2013; Makielski et Farley, 2006; Maltsev et Undrovinas, 2008). 

Comme nous avons pu le décrire plus tôt dans cette thèse, l’augmentation de la [Ca2+]i 

a pour conséquence l’activation de nombreuses cibles impliquées dans l’activité électrique 

cardiaque, notamment la CaMKII. Ces conséquences peuvent mener à un remodelage de 

l’expression des protéines impliquées dans le cycle du Ca2+, comme c’est le cas dans plusieurs 

modèles animaux de SQTL de type 3 ou d’insuffisance cardiaque, dans lesquelles des hausses 

d’expression de NCX, de la CaMKII et de ses formes actives, ou encore des formes 

phosphorylées du RyR et du PLB sont des signatures de ces pathologies (Xu et al., 2012; Yao 

et al., 2011; Zhang et al., 2011). 

 

C. Mécanismes arythmogènes impliquant des perturbations des homéostasies sodique 

et calcique 

 

Les paragraphes traités précédemment nous ont montré de quelles manières des 

perturbations des homéostasies sodique et calcique peuvent engendrer des pathologies 

cardiaques, notamment rythmiques. Les mécanismes moléculaires à l’origine de ces troubles 

du rythme ont été largement étudiés au cours des dernières années, et impliquent à la fois des 

augmentations des concentrations en ions Na+ et Ca2+ dans le cardiomyocyte. Les post-

dépolarisations précoces et retardées sont le fruit de dérégulations croisées de ces 

concentrations ioniques intracellulaires et illustrent parfaitement ce phénomène (Wagner et al., 

2015) (Figure 16). 
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1. Les post-dépolarisations précoces, ou EADs 

 

Les EADs se produisent pendant le PA et sont la conséquence d’augmentations de 

courants dépolarisants ou de réduction de courants hyperpolarisants (Bers, 2002). La phase de 

plateau du PA est plus particulièrement sujette à la survenue de ces évènements, les courants 

repolarisants et dépolarisants étant petits et en équilibre à ce moment-là. De petites variations 

d’amplitudes de courants ioniques suffisent donc pour la génération d’EADs (Figure 16). Ces 

dernières sont des processus déclencheurs de tachycardies et de fibrillations ventriculaires, et 

peuvent survenir à des rythmes cardiaques lents, lorsque la durée du PA est prolongée (Weiss 

et al., 2010). C’est le cas dans des contextes de SQTL de type 3, dans lesquels le PA est 

drastiquement allongé du fait d’un courant INaLate trop important (Song et al., 2006; Wagner et 

al., 2011). Cette prolongation de la phase de plateau maintient le potentiel transmembranaire de 

la cellule à des valeurs permettant la réactivation des canaux Cav1.2, ce qui déclenche la 

dépolarisation alors que le PA n’est pas terminé (Antoons et al., 2007; January et Riddle, 1989). 

Parallèlement au EADs de phase 2 décrites ci-dessus, des EADs de type 3, se produisant 

pendant la phase 3 de repolarisation, ont été mises à jour. Ces dépolarisations prématurées sont 

causées cette fois par des libérations de Ca2+ du RS qui engendrent un courant dépolarisant via 

NCX1, amplifié ensuite par la réactivation des canaux Cav1.2 (Burashnikov et Antzelevitch, 

1998; Volders et al., 2000). 

 

2. Les post-dépolarisations retardées, ou DADs 

 

Les DADs surviennent, au contraire des EADs, après la repolarisation complète du PA 

précédent, lors de la diastole. Ils sont la conséquence d’augmentations de la [Ca2+]i à l’intérieur 

du RS ou cytosolique, ces deux phénomènes favorisant la probabilité d’ouverture des RyRs 

(Figure 16) (Bers, 2002). De façon physiologique, les sparks calciques sont générés 

simultanément lors de la systole. En cas de surcharge calcique dans le cardiomyocyte, des 

libérations spontanées de Ca2+ du RS via les RyRs vont survenir (Bers, 2014). Ceux-ci se 

trouvant face aux échangeurs NCX1 du sarcolemme, cette élévation locale de la [Ca2+]i va 

modifier le gradient électrochimique au voisinage de ces échangeurs et générer un courant 

dépolarisant INCX (Schlotthauer et Bers, 2000). Si ce courant est assez ample, il est susceptible 

de générer une DAD de forte amplitude qui dépolarise la cellule à des valeurs de potentiel 

permettant l’activation du courant sodique, ce qui peut provoquer la genèse d’un nouveau PA, 

dit déclenché. 
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Au sein d’une cellule unique, les post-dépolarisations ne sont pas suffisantes pour 

provoquer la génération prématurée d’un PA, du fait des cellules environnantes qui 

maintiennent le potentiel transmembranaire de la cellule en question à un potentiel 

diastolique. Néanmoins, en conditions pathologiques, lorsque ces événements sont présents et 

synchrones dans plusieurs cellules, la région du cœur concernée peut être la source d’une 

contraction prématurée du myocarde (Xie et al., 2010). 

 

  

 

 

 

 

Figure 16 : Les perturbations des homéostasies sodique et calcique à la base des troubles du rythme. Lors 

de la systole (en haut) une entrée accrue d’ions Na+ allonge la durée du PA. La prolongation de la phase de 

plateau augmente la probabilité d’une réactivation des canaux Cav1.2, ce qui peut engendrer des EADs. Durant 

la diastole (en bas) l’entrée excessive de Na+ altère l’évacuation du Ca2+ par l’échangeur NCX. La hausse de la 

[Ca2+]i qui en découle favorise des fuites de Ca2+ du RS, ce qui augmente le courant dépolarisant INCX et provoque 

des DADs. D’après Wagner et al., 2015. ITi : Transient inward current, courant entrant transitoire produit par 

l’activation de NCX1 suite à une libération de Ca2+ du RS. 
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V.  Canalopathies cardiaques 

A. Les pathologies de la repolarisation ventriculaire 

Chez les patients atteints de troubles du rythme cardiaque, les épisodes arythmiques sont 

souvent provoqués par des anomalies de la repolarisation du myocarde et des modifications des 

périodes réfractaires effectives (PRE). Ces phénomènes sont la conséquence de perturbations 

des flux ioniques dans les cardiomyocytes causées par des anomalies génétiques ou acquises 

du fait d’un remodelage cardiaque pathologique, de l’action de substances pharmacologiques 

ou encore d’un désordre électrolytique au niveau systémique (Antzelevitch et Burashnikov, 

2011). Les pathologies de la repolarisation ventriculaire peuvent être divisées en 2 types, 

mettant en jeu des mécanismes moléculaires distincts : les maladies dues à un défaut de 

repolarisation, et celles liées à un excès de repolarisation (Weiss et al., 2015).  

En clinique, l’analyse de l’ECG, et notamment de la durée de l’intervalle QT, renseigne 

sur la fonction de la repolarisation ventriculaire. Cet intervalle est un marqueur de la durée du 

PA (Weidmann, 1951). Il varie en fonction du rythme cardiaque, et une correction de sa durée 

doit donc être effectuée avant interprétation. Les formules de Bazzet (obtenue par division de 

l’intervalle QT par la racine carré de l’intervalle RR, elle surestime l’intervalle QT à des 

fréquences rapides et le sous-estime pour des fréquences lentes) et de Fridericia (obtenue par 

division de l’intervalle QT par la racine cubique de l’intervalle RR, elle fonctionne mieux pour 

des fréquences lentes), sont les plus fréquemment utilisées et permettent d’aboutir à un 

intervalle QT corrigé (QTc) (Bazett H. C., 2006). Chez la souris, la formule de Bazzet est 

adaptée au rythme cardiaque élevé de l’animal et permet de calculer l’intervalle QTc selon la 

formule suivante : 𝑄𝑇𝑐 =  
𝑄𝑇 (𝑚𝑠)

√
𝑅𝑅 (𝑚𝑠)

100

 (Mitchell et al., 1998). Cependant, cette formule est 

contestée par une étude récente réalisée sur des animaux vigils qui ne montrent aucune 

adaptation de la durée de l’intervalle QTc lors de variations de la fréquence cardiaque (Roussel 

et al., 2016a). Par la suite, les travaux de Mulla et ses collaborateurs ont démontré que cette 

relation n’existait que chez les animaux anesthésiés, chez lesquels la durée de l’intervalle QTc 

et des périodes réfractaires ventriculaires varient avec la fréquence cardiaque (Mulla et al., 

2018). La durée de l’intervalle QT augmente avec l’âge et varie en fonction du sexe. La limite 

haute de l’intervalle QTc chez l’Homme est fixée à 440 ms pour les hommes et 460 ms pour 

les femmes. A l’inverse, une limite basse de 330 à 360 ms est admise pour parler d’intervalle 

QTc raccourci (Priori et al., 2015). 
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Dans cette partie, nous nous intéresserons aux pathologies de la repolarisation 

ventriculaire, en mettant l’accent sur le SQTL, le syndrome du QT court (SQTC) et le syndrome 

de repolarisation précoce (SRP), qui ont été les sujets des expérimentations réalisées lors de 

cette thèse. 

 

1. Le syndrome du QT long 

 

Le SQTL est caractérisé par un intervalle QTc anormalement long à l’ECG, supérieur à 

450 ms, ce seuil différant légèrement entre les hommes et les femmes et n’étant pas tout à fait 

le même entre les études (Priori et al., 2015). La première forme héréditaire de ce syndrome a 

été découverte en 1957 par Jervell et Lange-Nielsen (Jervell et Lange-Nielsen, 1957). Ce 

syndrome est associé à une surdité bilatérale et possède une transmission de type autosomique 

récessive. C’est ensuite dans les années 1960 que Romano et Ward ont rapporté des familles 

souffrant de SQTL sans surdité, et avec une transmission autosomique dominante (Romano et 

al., 1963). La prévalence de ce syndrome est estimé à 1/2 000 individus (Schwartz et al., 2009). 

 

a. Clinique 

 

 En clinique, un SQTL est diagnostiqué : (1) en présence d’un intervalle QTc supérieur 

à 480 ms sur plusieurs ECGs répétés ; (2) en présence d’une mutation pathogène identifiée et 

connue, sans que le critère de durée de l’intervalle QTc n’entre en compte ; (3) en présence 

d’un intervalle QTc compris dans les normes, sur la base de symptômes et d’un historique 

familial évocateur (Priori et al., 2015). Bien que la majeure partie des individus atteints restent 

asymptomatiques au cours de leur vie, 13% sont victimes d’une mort subite cardiaque et 36% 

de syncopes avant l’âge de 40 ans en absence de traitement (Priori et al., 2003), du fait du 

déclenchement d’arythmies ventriculaires. Ces symptômes sont déclenchés dans des contextes 

différents en fonction des désordres électriques à l’origine de la maladie : durant un exercice 

physique (SQTL de type 1), une émotion intense (SQTL de type 2) ou durant le sommeil (SQTL 

de type 3) (Schwartz et al., 2001). 

En première intention, les traitements reposent sur l’administration de β-bloquants, 

contestés dans le cas de SQTL de type 3 (Ahn et al., 2017). La pose d’un défibrillateur 

implantable est conseillée chez les individus à haut risque d’arythmies létales, survivants d’un 

arrêt cardiaque antérieur, présentant des mutations causales connues et au phénotype sévère, ou 

pour lesquels les β-bloquants sont inefficaces (Priori et al., 2015). 
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b. Génétique du syndrome du QT long 

 

Dans le cas du SQTL congénital, l’augmentation de la durée de l’intervalle QT, due à 

une prolongation du PA peut être la conséquence d’un excès de courants dépolarisants (INa ou 

ICa,L) ou d’un défaut de courants repolarisants (IKs, IKr, IK1) (Figure 17) (Abriel et 

Zaklyazminskaya, 2013). A l’heure actuelle, 20 gènes différents, codant pour des acteurs 

moléculaires produisant ou modulant les courants cités ci-avant, ont été identifiés comme étant 

mutés dans des familles atteintes d’un SQTL (tableau 3) (Garcia-Elias et Benito, 2018). Les 

formes de SQTL à transmission autosomique dominante comprennent les SQTL de types 1 à 

13. Parmi ces pathologies, les SQTL de type 1 (gène KCNQ1 ; 40% des SQTL), 2 (gène 

KCNH2 ; 30% des SQTL) et 3 (gène SCN5A ; 10% des SQTL) représentent à eux seuls 80% 

des SQTL (Bezzina et al., 2015). Parmi les formes autosomiques dominantes plus rares, 2 

associent au QT long des défauts fonctionnels au niveau de multiples organes :  

- le syndrome de Timothy (SQTL de type 8) (Splawski et al., 2005; 2004), très rare, 

est responsable, en plus des atteintes cardiaques, d’une syndactylie (malformation 

des doigts) et de défauts des systèmes nerveux et immunitaires. Ce syndrome est la 

conséquence de mutations sur le gène CACNA1C, aboutissant à un gain de fonction 

du canal Cav1.2. 

- le syndrome d’Andersen (SQTL de type 7) (Andersen et al., 1971) induit quant à lui 

une faiblesse musculaire ainsi qu’un dimorphisme facial. Il est causé par des pertes 

de fonction de Kir2.1, ayant comme origine des mutations sur les gènes KCNJ2 

(Haruna Yoshisumi et al., 2007) ou KCNJ5 (Kokunai et al., 2014). 
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Figure 17 : Courants ioniques impliqués dans le SQTL. Des gains de fonction de 

courants dépolarisants (ICa,L ou INaLate) ou des pertes de fonction de courants 

hyperpolarisants (IK1, IKs ou IKr) sont à la base d’un allongement de la durée des PA 

(en haut) qui se traduira sur l’ECG (en bas) par un allongement de l’intervalle QT. 

Modifié d’après Abriel et Zaklyazminskaya, 2013. Les chiffres entre parenthèses 

représentent les différentes phases du PA ventriculaire humain. 
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c. Le SQTL de type 3 

 

Le SQTL de type 3 est la conséquence de mutations sur le gène SCN5A, qui code pour 

la sous-unité α du canal sodique cardiaque voltage dépendant. Ces mutations sont responsables 

d’un gain de fonction de Nav1.5, qui prolonge le PA par l’augmentation du courant INaLate 

(Wang et al., 1995a). Ce phénomène est plus marqué à des rythmes cardiaques lents, ce qui 

explique que les épisodes arythmiques se produisent souvent en contexte de bradycardie, 

typiquement pendant le sommeil (Schwartz et al., 2001). L’augmentation de la durée du PA 

augmente la probabilité de survenues d’EADs, à la base des épisodes arythmiques dans le SQTL 

de type 3, et augmente la dispersion de repolarisation au sein du tissu cardiaque (Fabritz et al., 

Tableau 3 : Mutations associées à un SQTL. D’après Garcia-Elias et Benito, 2018. 
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2003a). Ces phénomènes favorisent l’excitation prématurée de régions ayant déjà perçu l’influx 

électrique et qui ne sont pas encore complètement repolarisées. Plus de 75 mutations sur le gène 

SCN5A, de type faux-sens pour la majeure partie d’entre elles, ont été identifiées et reliées à un 

SQTL de type 3 chez l’Homme (Garcia-Elias et Benito, 2018). Dans le but de mieux 

comprendre les mécanismes à l’origine de ce syndrome, 3 modèles murins de SQTL de type 3 

ont été générés et étudiés. 

 

i. La souris Scn5a+/ΔKPQ 

 

La délétion des acides aminés KPQ en position 1505-1507 sur Nav1.5 fut la première 

mutation sur SCN5A associée à un SQTL (Wang et al., 1995a). D’abord étudié en système de 

réexpression hétérologue, ce variant a été montré comme induisant une augmentation du 

courant INaLate (Wang et al., 1996). En 2001, Nuyens et ses collaborateurs ont généré un modèle 

de souris exprimant la délétion KPQ de Nav1.5 à l’état hétérozygote (Figure 18) (Nuyens et al., 

2001). Ces souris possèdent un intervalle QTc prolongé à l’ECG et des troubles du rythme 

ventriculaire spontanés. Le PA, mesuré sur des cardiomyocytes isolés, voit sa durée augmentée, 

du fait d’une hausse du courant INaLate. Les canaux Nav1.5 mutés se réactivent plus rapidement, 

tandis qu’une hausse surprenante de la densité de courant INa au pic est mesurée, mais non 

retrouvée dans une autre étude sur le même modèle (Fredj et al., 2006a). La survenue d’EADs 

a été proposée comme mécanisme arythmogène à l’origine des troubles rythmiques chez les 

souris Scn5a+/ΔKPQ. Une étude plus récente a démontré qu’une stimulation cholinergique 

favorisait la survenue d’arythmies chez ces animaux, tandis qu’une stimulation β-adrénergique 

semble avoir un effet protecteur. L’administration de β-bloquants n’a pas d’effet dans ce modèle 

(Fabritz et al., 2010). 

Sur une autre lignée de souris exprimant la même variation génétique, la mexiletine et 

la flécainide ont été montrées comme prévenant les troubles du rythme sur des cœurs isolés 

perfusés issus de ces animaux, au contraire des β-bloquants (Head et al., 2005; Stokoe et al., 

2007). L’inhibition du courant ICa,L par la nifédipine a montré des effets bénéfiques chez les 

souris Scn5a+/ΔKPQ en supprimant les EADs (Thomas et al., 2007). En plus de celles-ci, des 

travaux ont démontré que l’augmentation de la dispersion de repolarisation (Fabritz et al., 

2003a; Stokoe et al., 2007) ainsi que des DADs (Fredj et al., 2006b) participaient aux 

phénomènes arythmiques dans ce modèle. Les souris Scn5a+/ΔKPQ montrent également des 

troubles rythmiques atriaux, comprenant une bradycardie et des pauses sinusales (Wu et al., 

2012). 
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ii. La souris Scn5a N1325S 

 

Une autre mutation sur le gène SCN5A humaine a été identifiée en 1995 (Wang et al., 

1995b) et est aussi responsable d’un gain de fonction de Nav1.5 via une augmentation du 

courant INaLate (Wang et al., 1996), la mutation N1325S. Des souris surexprimant la forme 

humaine mutée de Nav1.5 au niveau du cœur ont été générées et caractérisées (Figure 19) (Tian 

et al., 2004). Les souris Scn5a N1325S récapitulent le phénotype du SQTL, en présentant un 

intervalle QTc allongé, des arythmies ventriculaires, et des morts subites prématurées induites 

par des fibrillations ventriculaires. De façon surprenante, une augmentation du rythme 

cardiaque et un raccourcissement de l’intervalle PR est décrit chez ces animaux, ces 

phénomènes pouvant être causés par la surexpression du canal. Les cardiomyocytes isolés des 

souris Scn5a N1325S montrent une augmentation du courant INaLate, une inactivation retardée 

de Nav1.5, sans modification du courant au pic. Les PA sont prolongés, et des EADs sont 

Figure 18 : Caractérisation de la souris Scn5a+/∆KPQ. A. La souris Scn5a+/∆KPQ (à droite) présente un intervalle QT prolongé 

en regard de souris sauvages (à gauche) sur les dérivations aVL (en haut) et aVR (en bas). B. Extrasystoles ventriculaires 

spontanées suivies d’une tachycardie ventriculaire polymorphe enregistrées sur une souris Scn5a+/∆KPQ. C. Potentiels d’actions 

enregistrés chez des souris Scn5a+/+ et Scn5a+/∆KPQ à des durées de cycle de 200 ms (à gauche), 500 ms (au centre) et 1 000 ms 

(à droite). Les souris Scn5a+/∆KPQ montrent un allongement de la durée du PA. D. L’amplitude du courant INa au pic est 

augmentée chez les souris Scn5a+/∆KPQ (à droite) en comparaison des souris Scn5a+/+ (à gauche). E. Une augmentation du 

courant INaLate est observée chez les souris Scn5a+/∆KPQ. D’après Nuyens et al., 2001. 
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observées chez les animaux exprimant la mutation. Comme chez les souris Scn5a+/ΔKPQ, la 

mexiletine raccourcit la durée du PA et supprime les troubles du rythme. Plus récemment, des 

études ont démontré une apoptose accrue des cardiomyocytes, une fibrose cardiaque ainsi 

qu’une dysfonction contractile avec l’âge, associées à un remodelage des protéines du cycle du 

Ca2+. Ce remodelage comprend des augmentations d’expression des protéines NCX1, RyR et 

Cav1.2, ainsi qu’une suractivation de la CaMKII (Yao et al., 2011; Zhang et al., 2011). 

 

 

iii.        La souris Scn5a+/1798insD 

 

En 1999, la mutation 1798insD sur le gène SCN5A, induisant un syndrome chevauchant 

comprenant un SQTL et un SBr, a été découverte chez l’Homme (Bezzina et al., 1999). En 

2006, les souris Scn5a+/1795insD exprimant la mutation équivalente ont été caractérisées sur un 

fond génétique FVB/N (Figure 20) (Remme et al., 2006). Ce modèle mime la pathologie 

retrouvée chez l’Homme, en présentant des intervalles PQ, QRS et QTc allongés en 

comparaison des souris sauvages, ainsi que des pauses sinusales. Les cardiomyocytes isolés de 

A 

 

C 

 

D 

 

B 

 

Figure 19 : Caractérisation de la souris Scn5a N1325S. A. Par rapport à une souris sauvage (en haut), la souris Scn5a N1325S 

(en bas) présente un rythme cardiaque accéléré et un intervalle QT prolongé. B. Enregistrement d’un épisode de tachycardie 

ventriculaire polymorphe chez une souris Scn5a N1325S. C. Le PA de cardiomyocytes isolés de souris Scn5a N1325S (en bas) 

est prolongé en comparaison de PA de souris sauvages (en haut) à différentes durées de cycle. D. Une suractivation de la CaMKII, 

visible par une hausse d’expression de sa forme phosphorylée (p-CaMKII) est observée chez les souris Scn5a N1325S. D’après 

Tian et al., 2004 et Yao et al., 2011. 
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ces animaux montrent un allongement de la phase de repolarisation du PA, une diminution de 

sa vitesse de dépolarisation et la survenue d’EADs. Concernant le courant sodique, une baisse 

de la densité de courant INa est en adéquation avec la diminution de la vitesse de dépolarisation 

observée sur les PA et le phénotype de SBr chez les patients. De plus, la mutation augmente le 

courant INaLate et ralentit les cinétiques d’inactivation de Nav1.5, ce qui est en lien avec le SQTL 

visualisé chez les individus porteurs de la mutation. 

Sur un fond génétique 129Sv, quelques modifications phénotypiques sont observées en 

comparaison avec le fond FVB/N. Ces modifications concernent une diminution de 

l’expression de Nav1.5 et de certaines de ses sous-unités dans le ventricule gauche (Remme et 

al., 2009). La variation des manifestations phénotypiques en fonction du fond génétique des 

animaux est soulignée par cette étude. En particulier, l’expression de la sous-unité β4 de Nav1.5 

est très inférieure chez la souche de souris 129P2 en comparaison de souris de fond génétique 

FVB/N, ce qui peut expliquer que l’activation du courant INa ait lieu à des potentiels plus positifs 

C 

 

D 

 

B 

 

A 

 

Figure 20 : Caractérisation de la souris Scn5a+/1798insD. A. En regard des souris sauvages (en haut), les souris Scn5a+/1798insD 

présentent un allongement de l’intervalle QTc. B. La durée du PA est prolongé et la vitesse de dépolarisation diminuée chez les 

souris Scn5a+/1798insD. C. L’amplitude du courant au pic est diminuée chez les souris Scn5a+/1798insD en comparaison des souris 

Scn5a+/+. D. L’amplitude du courant INaLate est augmentée chez les souris Scn5a+/1798insD. D’après Remme et al., 2006. 

 

Figure 93 : Courbes doses-réponse de 4 inhibiteurs du courant INaLate sur les courants sodiques et potassiques. En haut : En 

comparaison de la flécainide, la ranolazine inhibe plus spécifiquement le courant INaLate, ces deux molécules affectant cependant en 

parallèle le courant IKr et le pic de courant INa. En bas : Le GS967 et l’eleclazine inhibent le courant INaLate à des doses inférieures. 

Pour le GS967, cela se fait sans effet délétère sur les autres courants. Les effets de l’eleclazine sur les courants IKr et sur le pic de 

courant INa sont à investiguer. D’après Belardinelli et al., 2013 et Rajamani et al., 2016.Figure 94 : Caractérisation de la souris 
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chez les souris 129P2. En outre, dans cette étude, ces souris présentent des intervalles PQ et 

QRS prolongés en comparaison des souris FVB/N, ainsi qu’une hausse de la durée du PA. 

 

d. Traitements 

 

Comme dit précédemment, les β-bloquants constituent le traitement de choix chez les 

patients souffrant d’un SQTL. Cependant, si leur administration a montré une efficacité certaine 

chez les patients atteints d’un SQTL de type 1 (Vincent et al., 2009), leur effet bénéfique chez 

les individus victimes d’un SQTL de type 3 est discuté (Priori et al., 2004). En effet, s’ils 

améliorent la perfusion du myocarde, la bradycardie qu’ils induisent pourrait potentiellement 

créer un terrain arythmogène chez ces patients. Du fait du gain de fonction de Nav1.5 à la base 

du phénotype chez les individus atteints d’un SQTL de type 3, un inhibiteur du canal Nav1.5, 

et plus spécifiquement du courant INaLate, peut être associé au traitement par β-bloquants (van 

den Berg et al., 2014). De tels inhibiteurs du courant INaLate ont été développés, comme la 

mexiletine, la flécainide ou la ranolazine. La mexiletine et la flécainide diminuent la proportion 

de courant INaLate mais aussi du pic de courant INa. La ranolazine est plus spécifique du courant 

INaLate que du courant au pic (Fredj et al., 2006a), mais possède également des effets inhibiteurs 

mineurs sur des canaux calciques et potassiques (Antzelevitch et al., 2014). Cette molécule, 

commercialisée sous le nom Ranexa®, a été approuvée par la FDA (Food and Drug 

Administration) en 2006 et par l’agence européenne des médicaments en 2008. 

Deux inhibiteurs du courant INaLate de nouvelle génération ont vu le jour récemment, 

l’eleclazine (GS-6615) et le GS-(458)967. Ces inhibiteurs sont plus spécifiques du courant 

INaLate et efficaces à des doses inférieures en regard de la ranolazine (figure 21) (Belardinelli et 

al., 2013; Rajamani et al., 2016). L’eleclazine, a été développée en 2016 (Fuller et al., 2016) et 

diminue la courant INaLate de façon plus importante que la ranolazine en système de réexpression 

hétérologue, avec des effets comparables sur le courant au pic (El-Bizri et al., 2017). Cette 

molécule a montré des effets anti-arythmiques ex-vivo sur des cœurs de lapins en présence 

d’ATX-II (Anemonia sulcata toxin II, une toxine augmentant le courant INaLate) (Rajamani et 

al., 2016). Un essai clinique chez l’Homme, visant à étudier les effets bénéfiques potentiels de 

cette molécule dans un contexte de SQTL de type 3, sur l’hypertrophie cardiaque ainsi que sur 

la survenue de tachycardies et fibrillations ventriculaires a débuté mais a été interrompu. 

(Zablocki et al., 2016). 
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2. Le syndrome du QT court 

 

Décrit pour la première fois en 2000 (Gussak et al., 2000), le SQTC a été diagnostiqué 

dans environ 200 cas de 50 familles différentes jusqu’à aujourd’hui (Mazzanti et al., 2017). Ce 

syndrome constitue donc une maladie très rare, caractérisée par un intervalle QTc 

excessivement court sur l’ECG, reflétant un raccourcissement du PA à l’échelle du 

cardiomyocyte dû à un excès de repolarisation. Ces anomalies peuvent être à la base de troubles 

du rythme ventriculaires, aboutissant à des syncopes, voire des morts subites cardiaques (Gaita 

et al., 2003). 

 

a. Clinique 

 

Un SQTC est diagnostiqué en présence d’un intervalle QTc inférieur à 340 ms (Figure 

22), ou bien inférieur à 360 ms en présence d’un des 4 critères suivants : (1) la présence d’une 

Figure 21 : Courbes doses-réponse de 4 inhibiteurs du courant INaLate sur les 

courants sodiques et potassiques. En haut : En comparaison de la flécainide, la 

ranolazine inhibe plus spécifiquement le courant INaLate, ces deux molécules affectant 

cependant en parallèle le courant IKr et le pic de courant INa. En bas : Le GS967 et 

l’eleclazine inhibent le courant INaLate à des doses inférieures. Pour le GS967, cela se 

fait sans effet délétère sur les autres courants. Les effets de l’eleclazine sur les courants 

IKr et sur le pic de courant INa sont à investiguer. D’après Belardinelli et al., 2013 et 

Rajamani et al., 2016. 
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mutation pathogène connue ; (2) un historique familial de SQTC ; (3) une mort subite cardiaque 

récupérée avant l’âge de 40 ans ; (4) un épisode de tachycardie ou de fibrillation ventriculaire 

(Priori et al., 2015). Plus de la moitié des patients présentant un SQTC à l’ECG restent 

asymptomatiques (Ackerman et al., 2011). Les recommandations cliniques prévoient 

l’implantation d’un défibrillateur chez les patients victimes de mort subite récupérée ou 

d’épisodes antérieurs de troubles du rythme ventriculaire. Le sotalol et la quinidine, des 

inhibiteurs des canaux potassiques, peuvent être utilisés chez les personnes asymptomatiques 

(Gaita et al., 2004; Priori et al., 2015). 

 

 

 

Figure 22 : Courants ioniques impliqués dans le SQTC. Des pertes de fonction de 

ICa,L ou des gains de fonction de courants hyperpolarisants (IK1, IKs ou IKr) sont à la 

base d’un raccourcissement de la durée des PA (en haut) et d’un raccourcissement de 

l’intervalle QT à l’ECG (en bas). Modifié d’après Abriel et Zaklyazminskaya, 2013.  
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b. Génétique du syndrome du QT court 

 

Quinze pour cent des cas de SQTC sont expliqués par la présence de mutations sur des 

gènes codant pour des canaux ioniques cardiaques (Ackerman et al., 2011; Mazzanti et al., 

2017). Jusqu’en 2017, 6 gènes, codant pour des canaux potassiques ou calciques et leurs sous-

unités régulatrices, ont été décrits comme possédant des mutations induisant un SQTC 

congénital (Tableau 4) (Pérez Riera et al., 2013). Ces mutations ont une transmission 

autosomique dominante à forte pénétrance dans chacun des cas. En outre, des syndromes 

chevauchants regroupant un SQTC et un SBr ont été rapportés (Antzelevitch et al., 2007; 

Mazzanti et al., 2014). En 2017, un 7ème type de SQTC congénital a été décrit au sein de 2 

familles possédant une mutation faux-sens sur le gène SLC4A3 (Figure 23) (Thorsen et al., 

2017). Ce gène code pour l’échangeur Cl-/HCO3
- AE3, et l’expression de l’échangeur muté 

chez les individus de ces familles induit un SQTC et des fibrillations ventriculaires. 

L’expression de cette mutation en système de réexpression hétérologue induit des défauts 

d’adressage de la protéine mutée à la membrane plasmique et un défaut d’échange ionique. Une 

perte de fonction du gène Slc4a3 dans le poisson zèbre provoque une hausse du pH 

intracellulaire, une diminution de la [Cl-]i et un raccourcissement du PA. Ces modifications 

pourraient participer aux évènements arythmiques chez les patients exprimant cette mutation. 

 

 

 

 

 

 

Tableau 5 : Mutations associées à un SQTC. D’après Pérez Riera et al., 2013 

 

Tableau 6 : Mutations associées à un SQTC. D’après Pérez Riera et al., 2013 

 

Tableau 7 : Mutations associées à un SQTC. D’après Pérez Riera et al., 2013 

 

Tableau 8 : Mutations associées à un SQTC. D’après Pérez Riera et al., 2013 

 

Tableau 9 : Mutations associées à un SQTC. D’après Pérez Riera et al., 2013 

 

Tableau 10 : Mutations associées à un SQTC. D’après Pérez Riera et al., 2013 

 

Tableau 11 : Mutations associées à un SQTC. D’après Pérez Riera et al., 2013 

 

Tableau 12 : Mutations associées à un SQTC. D’après Pérez Riera et al., 2013 
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c. Modèles d’étude du SQTC 

 

Le SQTC ayant été découvert il y a moins de 20 ans, les modèles d’étude de cette 

pathologie demeurent peu nombreux. A ce jour, 2 modèles de souris présentent un SQTC : les 

souris invalidées à l’état homozygote pour le gène Slc8a1-/- codant pour l’échangeur NCX1 

(Imahashi et al., 2005) et les souris présentant un défaut d’internalisation de la carnitine suite à 

un traitement chronique avec du MET88 (Roussel et al., 2016b). En plus de ces modèles 

animaux, le premier modèle de SQTC utilisant des cardiomyocytes dérivés de cellules souches 

pluripotentes induites (IPS-CM, Induced-Pluripotent Stem cells derived cardiomyocytes) a été 

développé à partir de patients exprimant la mutation N588K sur le gène KCNH2 (SQTL de type 

1), et caractérisé très récemment (El-Battrawy et al., 2018). Ces 3 modèles seront décrits ci-

après. 

 

i. Les souris Slc8a1-/- 

 

L’invalidation du gène Slc8a1 à l’échelle de l’organisme entier est létale in utero chez 

la souris (Wakimoto et al., 2000). Cependant, si l’invalidation n’est réalisée qu’au niveau 

cardiaque, les souris vivent jusqu’à l’âge adulte. Globalement, les souris Slc8a1-/- semblent 

C 

 

B 

 

A 

 

Figure 23 : La mutation R370H de SLC4A3 est responsable d’un SQTC. A. La mutation sur l’échangeur AE3 (Cl-/HCO3
-

) induit un SQTC (en bas) et des fibrillations ventriculaires (en haut) chez l’Homme. B. Exprimée en système de réexpression 

hétérologue, la mutation engendre une perte de fonction via un défaut d’adressage de l’échangeur à la membrane plasmique, 

visualisée par des expériences de biotinylation. C. L’alcalinisation du milieu intracellulaire, conséquence de la perte de 

fonction de AE3, induit un raccourcissement de la durée du PA, mesurée ex-vivo sur des cœurs de lapins. D’après Thorsen et 

al., 2017. 
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s’adapter relativement bien à l’absence d’expression de NCX1 dans le myocarde. Plusieurs 

études sur ces animaux ont démontré un raccourcissement de l’intervalle QTc à l’ECG 

(Henderson et al., 2004; Pott et al., 2005, 2007a) et du PA des cardiomyocytes isolés, les 

mécanismes de ce raccourcissement ayant été attribués à une diminution du courant ICa,L et 

surtout à une augmentation du courant Ito (Figure 24) (Pott et al., 2005, 2007a). Les cinétiques 

d’inactivation d’Ito sont ralenties, et l’expression du canal Kv4.2 et de la protéine partenaire 

KChIP sont augmentées. Plutôt que de s’adapter en augmentant l’efflux de Ca2+ par d’autres 

voies, le cardiomyocyte semble donc plutôt limiter l’influx de Ca2+ en l’absence de NCX1. La 

contractilité du myocarde est réduite de 25% chez les souris Slc8a1-/-, sans atteinte structurale. 

Les transitoires calciques demeurent normaux dans ce modèle, comme les concentrations 

calciques cytosoliques et à l’intérieur du RS. 

 

ii. Les souris déficientes en carnitine 

 

Les acides gras à chaîne longue doivent être complexés à la carnitine pour diffuser à 

travers la membrane mitochondriale. Le transporteur OCTN2 est le transporteur de la carnitine, 

C

C 

D

C 

A 

 

B 

 

Figure 24 : Caractérisation de la souris Slc8a1-/-. En regard de souris sauvages (WT, à gauche), les souris Slc8a1-/- (KO, à 

droite) présentent A. un intervalle QTc et B. un PA raccourcis. C. La densité de courant ICa,L est diminuée de 60% chez les souris 

Slc8a1-/- par rapport aux souris sauvages. D. La densité de courant Ito est augmentée chez les souris Slc8a1-/- en comparaison des 

souris sauvages. D’après Pott et al., 2005 et 2007a. 
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et le MET88 est un inhibiteur compétitif de ce transporteur (Liepinsh et al., 2008; Ohashi et al., 

2001). Des déficiences en carnitine chez l’Homme sont corrélées à l’apparition d’une 

cardiomyopathie hypertrophique (Morand et al., 1979) et à des troubles du rythme ventriculaire 

(Rijlaarsdam et al., 2004). Roussel et ses collaborateurs ont corrélé l’apparition d’un intervalle 

QTc raccourci chez des patients avec une déficience en carnitine, causée par une mutation sur 

OCTN2. Dans ce cas précis, la durée de l’intervalle QTc est normalisable par des prises 

régulières de L-carnitine, ce qui en fait le seul cas de SQTC traitable en ciblant la cause de la 

maladie et non ses symptômes. Ainsi, un modèle murin de SQTC a été développé, basé sur des 

souris déficiente en carnitine, en administrant du MET88 pendant 4 semaines aux animaux 

(Roussel et al., 2016b). Ce modèle a été caractérisé et montre que la déficience en carnitine 

induit effectivement un raccourcissement de l’intervalle QTc à l’ECG. De façon très 

intéressante, comme chez l’Homme, ces souris présentent une cardiomyopathie hypertrophique 

et des tachycardies et fibrillations ventriculaires (Figure 25). Les souris déficientes en carnitine 

représentent donc un bon modèle d’étude du SQTC et d’hypertrophie cardiaque pour la 

compréhension des mécanismes à l’origine de ces pathologies. 

 

C

C 

A

C 

B

C 

Figure 25 : Caractérisation des souris déficientes en carnitine. A. L’administration chronique de MET88 raccourci 

significativement l’intervalle QTc en regard du niveau de base. B. L’augmentation du ratio du poids du cœur sur le poids total 

suite à l’administration de MET88 montre l’apparition d’une hypertrophie cardiaque. C. La déficience en carnitine suite à 

l’administration de MET88 provoque l’apparition de troubles du rythme ventriculaire. D’après Roussel et al., 2016b. 
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iii. Les cellules KCNH2 N588K 

 

Les cellules KCNH2 N588K sont des cardiomyocytes dérivés de cellules souches 

pluripotentes induites à partir de fibroblastes d’un patient présentant un SQTL de type 1 (El-

Battrawy et al., 2018). Cet individu présente un intervalle QTc de 257 ms et s’est vu implanter 

un défibrillateur, celui-ci ayant délivré un choc justifié 19 mois après implantation suite au 

déclenchement d’un épisode de fibrillation ventriculaire. La caractérisation des cellules KCNH2 

N588K a montré un raccourcissement du PA lié à une augmentation de l’expression des canaux 

Kv11.1 et de la densité de courant IKr en comparaison de cellules dérivées d’individus sains. La 

mutation a également été montrée comme ayant un impact sur l’homéostasie calcique, en 

augmentant les [Ca2+]i diastoliques et systoliques, en association avec une hausse de l’incidence 

d’évènements arythmogènes enregistrés sur les transitoires calciques des cellules exprimant la 

mutation. Dans ce modèle, comme en clinique, un traitement avec de la quinidine supprime ces 

évènement arythmogènes au cours des transitoires calciques suite à une induction par perfusion 

des cellules avec du carbachol (Figure 26).  

Avec ce travail, El-Battrawy et ses collaborateurs ont mis en évidence que les 

cardiomyocytes dérivés de cellules souches de patients pouvaient constituer un nouveau modèle 

d’étude pour le SQTC. Cette étude a pu confirmer l’idée selon laquelle un raccourcissement du 

PA chez les patients souffrant de cette pathologie, et donc une diminution des PRE des 

cardiomyocytes, pouvait être à la base des troubles du rythme observés chez ces individus. En 

plus de cela, les auteurs ont aussi démontré des désordres de l’homéostasie calcique dans ce 

modèle cellulaire, faisant de ce phénomène un potentiel nouveau mécanisme arythmogène dans 

un contexte de SQTC. 
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modèle cellulaire, faisant de ce phénomène un potentiel nouveau mécanisme arythmogène dans 

un contexte de SQTC. 

 

 

d. Mécanismes arythmogènes dans le SQTC 

 

Les mécanismes à l’origine des troubles du rythme retrouvés dans le SQTC sont moins 

bien connus que ceux impliqués dans le SQTL. Des travaux récents chez la souris ont démontré 

qu’une diminution des PRE était présente en même temps qu’un raccourcissement du PA induit 

par une hyperkaliémie (Tse et al., 2016). Cette diminution des PRE favorise la survenue 

d’épisodes rythmiques par des circuits de réentrées. 

A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

Figure 26 : Les cellules KCNH2 N588K, modèle cellulaire de SQTC. A. Les individus porteurs de la mutation N588K sur le 

gène KCNH2 présentent un SQTC à l’ECG. B. Les cardiomyocytes dérivés d’IPS d’un porteur de la mutation montrent un PA 

raccourci, dû à un gain de fonction du courant IKr en regard d’individus sains. C. La mutation engendre l’apparition d’évènements 

arythmogènes lors de l’enregistrement de transitoires calciques (flèches rouges). D. L’incidence de ces évènements, amplifiés par 

le carbachol, est normalisée par la perfusion de quinidine. D’après El-Battrawy et al., 2018. D1 et D2 : cardiomyocytes dérivés 

d’IPS de patients sains. SQTS : Short QT Syndrome, cardiomyocytes dérivés d’IPS d’un patient porteur de la mutation N588K. 

CCh : Carbachol. 
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Ces derniers se définissent comme la circulation de l’influx électrique au sein d’une 

boucle fermée au sein du tissu cardiaque (Figure 27). Un tel circuit peut provoquer l’excitation 

répétitive des zones du myocarde comprises dans cette boucle (Comtois et al., 2005). 

Généralement, les circuits de réentrées sont formés par un obstacle pouvant être anatomique 

(par exemple une zone de fibrose suite à un infarctus) ou fonctionnel (une zone ischémique 

avec un défaut d’excitabilité). Pour qu’un tel circuit se forme, la durée de la conduction au sein 

de la boucle doit donc être supérieure à la durée de la PRE du tissu. Dans ce cas, l’influx 

électrique peut retourner à son site d’origine et démarrer un nouveau cycle. Ainsi, un 

raccourcissement du PA et des PRE dans le contexte du SQTC favorise la genèse de tels 

troubles rythmiques. Un long circuit d’un point de vue anatomique favorise donc les réentrées, 

puisque chaque région du circuit à plus de temps pour retrouver son excitabilité. Il est par 

exemple impossible d’induire une fibrillation ventriculaire soutenue dans le temps sur un 

ventricule droit humain si la masse du tissu est inférieure à 20% de la masse totale du myocarde 

(Wu et al., 1999). Dans le cas du SQTC, les phénomènes de réentrées ne sont pas causés par la 

présence d’un obstacle mais sont la conséquence d’un raccourcissement des PRE, entraînant 

probablement une activité électrique circulaire de type rotor. 

Il n’est pas impossible que, en parallèle des diminutions des PRE, des troubles de 

l’homéostasie calcique constituent un mécanisme à la base des arythmies chez les patients 

atteints d’un SQTC. L’étude de El-Battrawy est ses collaborateurs a ouvert la voie à cette 

considération, en démontrant de façon surprenante des hausses des concentrations calciques 

diastoliques et systoliques dans leur modèle de SQTC basé sur des cardiomyocytes dérivés de 

cellules souches pluripotentes induites. A cela est associée une forte incidence d’évènements 

arythmogènes sur les transitoires calciques, s’apparentant à des EADs sur des enregistrements 

de PA (El-Battrawy et al., 2018). Ces observations seront à mettre en perspective avec les 

résultats obtenus au cours de cette thèse lors de pertes de fonction de NCX1 associées à un SRP 

et un raccourcissement de l’intervalle QT. 
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3. Le syndrome de repolarisation précoce 

 

Le SRP fait partie, avec le SBr, des syndromes dits de l’onde J, caractérisés par une 

déflection vers le haut au niveau de la jonction entre le complexe QRS et le segment ST sur 

l’ECG (Sethi et al., 2014). 

 

Figure 27 : Les circuits de réentrées, un mécanisme arythmogène. A. En présence d’un obstacle anatomique 

ou fonctionnel, au sein duquel la conduction est ralentie, la propagation de l’influx électrique peut se faire de 

façon normale (à gauche). Dans ce cas, l’influx électrique s’annule en aval de l’obstacle du fait des influx 

provenant de directions opposées. Si un bloc unidirectionnel existe d’un côté de l’obstacle, l’onde électrique 

peut emprunter une boucle autour de celui-ci et réexciter des régions en amont, créant un circuit de réentrée (à 

droite). D’après Wagner et al., 2015. B. Carte de l’activité électrique d’une région du myocarde. En absence 

d’obstacle au sein du tissu myocardique, un circuit de réentrée peut apparaître du fait d’une diminution des 

PRE. L’onde électrique, en se propageant de façon circulaire (flèche noire), peut réexciter une zone ayant déjà 

perçu l’influx électrique. L’échelle de couleur représente le temps de récupération (en ms) entre chaque passage 

de l’influx électrique au sein du circuit de réentrée. D’après Mandapati et al., 2000. 
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a. Clinique 

 

Le SRP a été considéré comme normal ou bénin depuis sa découverte en 1951 (Grant et 

al., 1951) jusqu’en 2000 quand Gussak et Antzelevitch ont proposé qu’il puisse être 

arythmogène par analogie avec le SBr (Gussak and Antzelevitch, 2000). C’est un peu plus tard 

que plusieurs études ont démontré une corrélation entre la présence d’un SRP à l’ECG et la 

survenue de morts subites cardiaques (Haïssaguerre et al., 2008) ou de fibrillations 

ventriculaires (Nam et al., 2010). Ce syndrome peut se manifester par une élévation du segment 

ST, un lien entre le complexe QRS et le segment ST (on parle alors de « slurring » ou de 

« slur ») ou par un décrochage de l’onde J vers le haut à la fin de l’onde S (on parle alors de 

« notching » ou de « notch ») sur les dérivation II et III à l’ECG et surtout sur les dérivations 

précordiales gauches V4, V5 et V6 (Figure 28) (Sethi et al., 2014). Un SRP est diagnostiqué 

lorsque la sus-élévation de la jonction QRS-ST observée à l’ECG est supérieure à 0,1 mV, en 

association avec la survenue de fibrillation ventriculaire ou d’une mort subite cardiaque 

récupérée (Priori et al., 2015). La prévalence d’un aspect de repolarisation précoce à l’ECG 

varie entre 3% et 24% au sein de la population générale, en fonction de la population étudiée et 

des méthodes d’analyse des ECGs (Nam et al., 2010). 

Figure 28 : Phénotype électrocardiographique du SRP. Le SRP peut se présenter sous différentes 

formes à l’ECG : A. Une élévation du segment ST, sans onde J. B. Une élévation du segment ST en 

présence d’une onde J. C. Une liaison entre le complexe QRS et le segment ST, ou « slur ». D. La 

présence d’une onde J sans élévation du segment ST, ou « notch ». D’après Ali et al., 2015. 
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b. Génétique du SRP 

 

Les causes génétiques du SRP sont étudiées seulement depuis quelques années. 

Néanmoins, plusieurs études ont déjà démontré des liens de cause à effet entre des mutations 

sur les gènes KCNJ8 (qui code pour le canal Kir6.1, responsable du courant potassique sensible 

à l’ATP IKATP) (Haïssaguerre et al., 2009a; Medeiros-Domingo et al., 2010), CACNA1C, 

CACNB2 ou CACNA2D1 (responsables de la génération du courant ICa,L) (Burashnikov et al., 

2010) ou SCN5A (Watanabe et al., 2011a). Le gène KCNJ8 code pour un canal potassique 

sensible à l’ATP, et la mutation S422L est responsable d’un gain de fonction de ce canal, traduit 

par une augmentation de la densité de courant IKATP (Barajas-Martínez et al., 2012). A l’inverse, 

les variants identifiés sur les canaux calcique et sodique induisent des pertes de fonction de ces 

derniers (Burashnikov et al., 2010; Watanabe et al., 2011a). 

 

c. Mécanismes arythmogènes du SRP 

 

Les mécanismes physiopathologiques dans le contexte du SRP ne sont pas encore 

totalement compris. Le courant Ito semble jouer un rôle prépondérant dans cette pathologie. Plus 

particulièrement, dans le cas d’une moins grande densité de canaux potassiques au niveau du 

tissu sous-endocardique par rapport au tissu sous-épicardique ou mid-épicardique, un courant 

Ito plus prononcé dans ces dernières régions peut engendrer l’apparition d’une onde J à l’ECG 

(Li et al., 2002). 

La participation d’anomalies locales de la dépolarisation et de perturbations de la 

repolarisation, identiques à celles observées dans les cas de SBr, peuvent également participer 

aux troubles du rythme observés dans un contexte de SRP (Figure 29) (Antzelevitch and Yan, 

2010). 



 

ÉTAT DE L’ART 

~ 65 ~ 

 

 

 

d. Traitement 

 

Sans autre symptôme qu’un ECG évocateur d’un SRP, cette pathologie est considérée 

comme bénigne et ne fait l’objet d’aucune recommandation clinique. Chez les patients 

présentant un aspect de repolarisation précoce à l’ECG associé à la survenue d’épisodes de 

fibrillation ventriculaire, l’administration aigue de β-bloquants supprime les fibrillations 

ventriculaires tandis qu’un traitement aigu à la quinidine prévient l’incidence de ces arythmies 

(Haïssaguerre et al., 2009b). L’implantation d’un défibrillateur est envisagée chez les patients 

à fort risque arythmique. 

 

 

B. Pathologies associées à NCX1 

Aujourd’hui, aucune pathologie humaine n’a été décrite comme résultant directement 

d’une dysfonction de l’échangeur NCX1. Néanmoins, du fait de son rôle central dans la 

régulation de la [Ca2+]i, des modulations de la fonction ou de l’expression de NCX1 ont été 

observées de manière secondaire dans des contextes de troubles du rythme cardiaque ou 

d’insuffisance cardiaque. Il est notamment bien décrit que des libérations spontanées de Ca2+ 

du RS via les RyRs peuvent activer de façon excessive l’échange d’ions Na+ et Ca2+ via NCX1, 

Figure 29 : Hypothèse mécanistique du SRP. Une amplification de la phase 1 et une abréviation de la phase 2 

du PA seraient responsables de l’amplification du gradient transmural de repolarisation et de l’apparition d’une 

onde J et/ou d’une élévation du segment ST sur l’ECG. D’après Ali et al., 2015. ER : Early Repolarization, 

repolarisation précoce. AP : Action Potential, potentiel d’action. RP : Resting Potential, potentiel de repos. 
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et induire un courant entrant qui participe à l’apparition de troubles rythmiques (Sipido et al., 

2006). 

Plusieurs études ont pu démontrer une altération de l’expression ou de la fonction de 

NCX1 dans des contextes d’insuffisance cardiaque ou d’ischémie (Dutta et al., 2006; Sipido et 

al., 2002). A l’inverse, une surexpression de NCX1 ou une hausse de son activité peut participer 

à des phénomènes arythmogènes ou à une dysfonction contractile, mais aussi exercer des effets 

compensatoires par une meilleure extrusion du Ca2+ du cardiomyocyte (Sipido et al., 2006). 

 

Dans le but de comprendre l’implication de NCX1 dans l’apparition de troubles du 

rythme, des modèles murins ont été générés et étudiés. Les souris invalidées à l’état homozygote 

au niveau du cœur pour le gène Slc8a1 (souris Slc8a1-/-) sont résistantes aux lésions suivant une 

ischémie/reperfusion, de par leur protection vis-à-vis d’une hausse de [Ca2+]i (Imahashi et al., 

2005). Plus globalement, chez ces souris, le myocarde semble s’adapter assez remarquablement 

à l’absence d’échangeur NCX1, puisque ces animaux ne présentent que de modestes traits 

phénotypiques : une réduction faible de la fonction cardiaque à l’échographie, une baisse de la 

contractilité cardiaque, tandis qu’aucun remodelage n’est détecté en terme d’expression 

protéique, et que les transitoires calciques sont normaux, comme la [Ca2+]i et la charge en Ca2+ 

du RS. Un raccourcissement du PA est observé, corrélé à une diminution du courant entrant via 

les canaux Cav1.2, mais surtout dû à une augmentation du courant Ito. Plutôt que de s’adapter 

en activant d’autres mécanismes d’efflux de Ca2+, les cardiomyocytes de souris Slc8a1-/- 

s’adaptent donc en limitant l’influx de Ca2+ dans le cytosol (Henderson et al., 2004; Pott et al., 

2005, 2007a). Dans un autre modèle de souris invalidées à l’état homozygote pour le gène 

Slc8a1 au niveau ventriculaire, les auteurs ont pu corréler la baisse d’expression de NCX1 avec 

l’apparition d’une insuffisance cardiaque (Jordan et al., 2010). Au niveau des cellules 

responsables de l’activité pacemaker du myocarde, l’absence d’expression de NCX1 entraîne 

de façon non-surprenante une réduction du rythme cardiaque accompagnée d’épisodes 

arythmiques sévères (Herrmann et al., 2013). 

Des souris surexprimant NCX1 à l’état homozygote spécifiquement dans le cœur ont 

été l’objet de plusieurs études. Ces souris présentent un phénotype regroupant une insuffisance 

cardiaque, des défauts de contractilité, ainsi qu’un allongement de la durée du PA du fait d’une 

augmentation du flux de Ca2+ entrant dans le cardiomyocyte, causée par une inactivation 

ralentie des canaux Cav1.2. Cette surexpression de NCX1 possède aussi des effets 

proarythmiques, via le déclenchement de post-dépolarisations précoces (Early After 

Depolarization, EAD) et retardées (Delayed After Depolarization, DAD) probablement causées 
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par des défauts de régulation de l’homéostasie calcique intracellulaire (Pott et al., 2005, 2007b; 

Reuter et al., 2002). 

Le phénotype des souris sous-exprimant ou surexprimant NCX1, et notamment les 

modifications au niveau de la durée du PA ventriculaire, soulignent l’importance de cet acteur 

moléculaire dans la modulation des propriétés électriques cardiaques (figure 30). 

 

 

Comme dit précédemment, des hausses d’activité ou d’expression de NCX1 ont été 

largement observées dans des cas d’insuffisance cardiaque ou de troubles du rythme. De ce fait, 

un grand intérêt a été porté au développement d’inhibiteurs de l’activité de cet échangeur au 

cours des 40 dernières années. Plusieurs composés ont été générés, mais aucun ne permet 

aujourd’hui une inhibition spécifique de l’isoforme cardiaque de NCX1. De plus, même s’ils 

permettent une inhibition de NCX lors d’expériences de patch-clamp via une administration 

intracellulaire, ils sont impossibles à utiliser dans des contextes plus physiologiques du fait de 

leur mauvaise perméabilité à travers les membranes plasmiques (Annunziato et al., 2004). Le 

développement de nouveaux inhibiteurs spécifiques des différentes isoformes de NCX revêt 

donc un réel enjeu thérapeutique. 

 

 Figure 30 : Influence du courant INCX sur le potentiel d’action ventriculaire de 

cardiomyocytes de souris adultes. Le PA de souris invalidées à l’état homozygote pour le 

gène Slc8a1 (KO, à gauche) présente une repolarisation plus rapide en comparaison d’un PA 

normal (WT, au centre). A l’inverse, la surexpression de Slc8a1 (HOM, à droite) allonge la 

durée du PA. D’après Pott et al., 2011. VM : Voltage membranaire 
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C. Pathologies associées à Nav1.5 

Des dysfonctions de l’activité de Nav1.5 ont été identifiées comme causes de troubles 

du rythme, acquis ou congénitaux. Historiquement, la première canalopathie associée au canal 

sodique Nav1.5 fut le SQTL de type 3 (Wang et al., 1995a). Un paragraphe est dédié à cette 

pathologie dans la section V-A-1. de cette introduction. Aujourd’hui, plusieurs autres maladies 

cardiaques ont été reliées à des atteintes de Nav1.5. Ces pathologies sont décrites ci-après, en 

mettant l’accent sur le rôle que peut jouer Nav1.5 dans chacune d’elles. 

 

1. Le syndrome de Brugada  

 

Le SBr est une maladie héréditaire de type autosomique dominante, à pénétrance très 

incomplète, prédisposant à la survenue de fibrillations ventriculaires, sans anomalie structurale 

du cœur détectable en clinique, et pouvant entraîner des syncopes et des morts subites 

cardiaques chez les patients, en grande majorité masculins (Garcia-Elias et Benito, 2018). 

Environ 20 à 30% des cas sont attribués à des mutations sur le gène SCN5A (Juang et Horie, 

2016). En clinique, en plus de l’historique familial, cette pathologie est décelée lors de la 

réalisation d’un ECG par l’apparition d’une sus-élévation du segment ST associée à une 

inversion de l’onde T sur les dérivations précordiales droites. La durée de l’intervalle QT est 

normale. L’administration d’un inhibiteur de Nav1.5 tel que l’ajmaline ou la flécainide, ou la 

présence de fièvre peut aider à déceler un SBr non-visible lors de l’ECG basal (Priori et al., 

2015). 

Une large proportion des variants génétiques sur le gène SCN5A causant un SBr sont 

des mutations faux-sens, et des réductions du courant sodique INa sont à la base du phénotype 

observé. Ces diminutions de courant peuvent être tantôt dues à des défauts d’adressage au 

sarcolemme de Nav1.5, tantôt à des altérations des propriétés biophysiques du canal (Baroudi 

et al., 2001; Rook et al., 1999; Valdivia et al., 2004; Wang et al., 2000). 

Deux mécanismes ont été proposés pour expliquer les causes cellulaires responsables 

de la survenue d’épisodes arythmiques chez les patients atteints de SBr (Figure 31). Le premier 

mécanisme repose sur la différence de durée du PA entre le myocarde sous-endocardique et le 

myocarde sous-épicardique, exagérée dans le cas d’une diminution du courant INa. Cette 

différence provient de la présence d’un gradient physiologique du courant repolarisant Ito, plus 

présent au niveau du tissu sous-épicardique que de dans la couche sous-endocardique, et qui 

explique la morphologie « spike and dome » du PA. Dans le cas d’un SBr, la diminution du 
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courant sodique induit un raccourcissement disproportionné du PA sous-épicardique, qui 

aboutit à un gradient transmural de repolarisation, constituant ainsi un substrat pour des 

phénomènes de réentrées. Cette hypothèse, défendue par le groupe de Charles Antzelevitch, est 

basée notamment sur l’étude de préparations ventriculaires de chien (Antzelevitch, 1999; 

Antzelevitch et al., 1999; Yan et Antzelevitch, 1999). 

La seconde hypothèse, soutenue par l’équipe d’Arthur Wilde, est basée sur l’idée qu’une 

réduction du courant INa induit un ralentissement de la conduction, exagéré dans une partie du 

myocarde, la chambre de chasse du ventricule droit, et donc une activation décalée dans le 

temps de cette dernière (Coronel et al., 2005; Meregalli et al., 2005; Tukkie et al., 2004; Zhang 

et al., 2007). Cette hypothèse est renforcée par des mesures cliniques de propagation de l’influx 

électrique au sein du cœur de patients (Postema et al., 2008, 2010), et par l’effet bénéfique de 

l’ablation de tissu sous-épicardique au niveau de la chambre de chasse du ventricule droit 

(Nademanee et al., 2011). 

Le débat est encore ouvert aujourd’hui pour savoir si ces deux hypothèses sont 

exclusives ou pourraient au contraire se compléter. 

Les souris invalidées à l’état hétérozygote pour le gène Scn5a (souris Scn5a+/-) 

représentent un modèle animal de SBr (Papadatos et al., 2002). Elles présentent des défauts de 

conduction aggravés par la flécainide (Leoni et al., 2010) et une propension à la survenue de 

troubles du rythme ventriculaires prenant leur origine dans la chambre de chasse du ventricule 

droit. Bien que ce modèle tende à supporter la deuxième hypothèse mécanistique comme cause 

des phénomènes arythmiques, l’absence d’une phase de plateau sur le PA de souris en fait un 

modèle sub-optimal pour tester la première hypothèse (Martin et al., 2010a, 2010b; Papadatos 

et al., 2002). 

Ce modèle murin, par son phénotype, constitue également un modèle d’étude pour une 

autre pathologie liée à des mutations sur le gène SCN5A : les troubles progressifs de la 

conduction cardiaque (PCCD, Progressive Cardiac Conduction Disease). 
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A 

B 

Figure 31 : Deux mécanismes proposés comme origine du SBr. A. Hypothèse de la repolarisation. Cette hypothèse repose 

sur l’existence d’un gradient transmural de repolarisation, qui serait à l’origine de la sus-élévation du segment ST sur l’ECG. 

a. PA d’individus sains. b. PA d’individus présentant un syndrome de repolarisation précoce. c. PA d’individus présentant un 

SBr. Epi : Myocarde sous-épicardique. Endo : Myocarde sous-endocardique. M : Cellules mid-myocardiques B. Hypothèse de 

la dépolarisation. Selon cette hypothèse, le retard de la dépolarisation de la chambre de chasse du ventricule droit et l’expression 

moindre de Nav1.5 serait à l’origine du phénotype observé sur l’ECG. RV : Right ventricle, ventricule droit. a. Schéma d’une 

coupe longitudinale du ventricule droit. b. Le PA du RVOT est retardé par rapport à celui de la paroi libre du ventricule droit. 

c. et d. L’influx électrique se propage du ventricule droit au RVOT, ce qui correspond au segment ST sur l’ECG. e. et f. 

Inversion du gradient de potentiel entre le ventricule droit et le RVOT. D’après Meregalli et al., 2005. 



 

ÉTAT DE L’ART 

~ 71 ~ 

 

2. Les troubles progressifs de la conduction 

 

La conduction cardiaque le long des réseaux de His et de Purkinje se ralenti avec l’âge. 

Ce phénomène pourrait avoir pour origine un processus pro-fibrotique apparaissant au fil du 

temps (Cheitlin, 2003). Cependant, ce phénomène peut être amplifié et lié à des mutations 

génétiques, en particulier sur le gène SCN5A, menant à des blocs auriculo-ventriculaires (BAV) 

et/ou une inexcitabilité atriale : ce sont les troubles progressifs de la conduction cardiaque (Wolf 

et Berul, 2006). En clinique, les patients peuvent présenter des symptômes dès l’enfance ou à 

l’âge adulte, allant de défauts de conduction à des blocs de branches droits ou gauches voire 

une évolution vers des BAV complets. Ces atteintes peuvent aboutir à des syncopes ou des 

morts subites. 

Si la première mutation sur SCN5A corrélée à des troubles de conduction héréditaires, 

et identifiée par Jean-Jacques Schott et ses collaborateurs, mène à une perte de fonction totale 

du canal (Schott et al., 1999), plusieurs mutations faux-sens ont ensuite pu être mises à jour et 

caractérisées. Ces variants peuvent aboutir à des canaux Nav1.5 montrant des défauts 

complexes de leurs propriétés biophysiques, produisant des diminutions de densités de courants 

au pic à des potentiels physiologiques (Tan et al., 2001; Wang et al., 2002).  

Au cours du vieillissement, les souris Scn5a+/- voient leur intervalle QRS s’allonger à 

l’ECG et développent une fibrose progressive. Les phénomènes moléculaires sous-jacents sont 

en partie méconnus mais ont pu être corrélés à une augmentation d’expression du TGF-β et une 

baisse d’expression de la connexine 43, un acteur majeur des jonctions Gap aux disques 

intercalaires des cardiomyocytes (Derangeon et al., 2017; Hao et al., 2011; Royer et al., 2005). 

Il a été démontré que la sévérité du phénotype dans ce modèle était inversement proportionnelle 

au niveau d’expression de Nav1.5, sans que l’on connaisse l’origine de ces variations 

d’expression du canal sodique (Leoni et al., 2010). 

 

3. Les syndromes chevauchants (overlap syndrome) 

 

Les PCCD dues à des mutations sur le gène SCN5A peuvent être associés à des 

phénotypes complexes rassemblant des caractéristiques de 2 ou plusieurs syndromes, tels que 

le SQTL de type 3 ou le SBr dans les familles porteuses de ces variants. On parle alors 

d’ « overlap syndrome ». C’est le cas par exemple de la mutation 1795insD sur SCN5A, 

identifiée dans une famille dont certains membres présentent lors d’un ECG un phénotype 

regroupant un SQTL et un SBr, et qui cause, au niveau fonctionnel, une augmentation du 
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courant INaLate typique d’un SQTL de type 3. Ce mutant induit également une diminution des 

cinétiques d’inactivation lente et une réduction de la proportion de canaux Nav1.5 activables, 

plus proches de la mécanistique d’un SBr (Bezzina et al., 1999). Des modifications similaires 

de la fonction du canal sodique ont aussi été retrouvées pour la mutation E1784K, liée à un 

overlap syndrome incluant des porteurs atteints de SBr, de SQTL de type 3 ou d’une 

dysfonction sinusale (Makita et al., 2008). D’autres mutations sur le gène SCN5A provoquant 

un overlap syndrome ont été découvertes, avec des phénotypes différents entre les membres 

d’une même famille, comme c’est le cas pour la mutation G1406R (Kyndt et al., 2001) ou entre 

des membres porteurs de la même mutation mais issus de familles différentes (pour la mutation 

D1275N par exemple), soulignant l’importance du profil génétique de chaque individu dans les 

manifestations cliniques causées par une variation génétique (Watanabe et al., 2011a). 

 

4. Les dysfonctions du nœud sinusal (sick sinus syndrome) 

 

Si la majeure partie des mutations identifiées à ce jour sur le gène SCN5A sont 

responsables de troubles du rythme ventriculaires, des variants sur ce gène peuvent aussi induire 

des dysfonctions de l’activité électrique atriale. C’est le cas des maladies ou dysfonctions du 

nœud sinusal, qui peuvent évoluer vers une inexcitabilité atriale et une bradycardie 

pathologique. Ces maladies sont détectables à la lecture d’un ECG présentant une absence 

d’onde P ou un allongement de l’intervalle PR, et surviennent majoritairement chez des sujets 

avec un passif pro-arythmique (John et Kumar, 2016). 

Les individus de familles atteintes d’une forme congénitale de dysfonction sinusale 

héritent d’une mutation induisant des dysfonctions sévères de Nav1.5 provenant d’un parent et 

d’une autre mutation sur le second allèle induisant un phénotype moins sévère, issue de l’autre 

parent (Benson et al., 2003). 

Les mécanismes à l’origine de ces troubles rythmiques ont été étudiés, notamment via 

des modélisations in silico. Les PA simulés dans un contexte de perte de fonction de Nav1.5 

sur des modèles multicellulaires montrent des défauts de transmission de l’influx électrique 

entre les cellules du nœud sino-atrial et les cellules environnantes (Butters et al., 2010). Ces 

prédictions sont en accord avec les observations réalisées sur les souris Scn5a+/- (Lei et al., 

2007). 
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5. Les fibrillations ventriculaires idiopathiques 

 

Comme le SBr, les fibrillations ventriculaires idiopathiques (FVI) sont la cause de 

syncopes et de morts subites chez de jeunes adultes, en majeure partie de sexe masculin. La 

FVI est diagnostiquée dans 44% des cas de fibrillation ventriculaire en l’absence de défauts 

structuraux du myocarde et après avoir écarté la possibilité d’autres pathologies électriques 

primaires. Par définition, l’ECG basal chez les patients atteints de FVI est normal avant la 

survenue de l’épisode arythmique (Krahn et al., 2009; Rosso et al., 2008). Néanmoins, une 

étude suggère que ces individus présentent des durées d’intervalles QT dans la moyenne basse, 

voire plus courts en comparaison de patients sains (Viskin et al., 2004). En outre, les patients 

victimes de FVI sont décrits comme possédant une forte prévalence d’onde J à l’ECG 

(Haïssaguerre et al., 2009a). 

La fibrillation ventriculaire est initiée par une extrasystole à couplage court, voire très 

court dans le cas de FVI, naissant dans les fibres de Purkinje du ventricule gauche dans 85% 

des cas, ou dans la chambre de chasse du ventricule droit dans les 15% des cas restants 

(Haïssaguerre et al., 2002a; Saba et al., 2011). Le traitement de choix pour les individus sujets 

à des épisodes de fibrillations ventriculaires réside dans l’implantation d’un défibrillateur 

(Zipes et al., 2006). L’ablation de la zone de tissu arythmogène par radiofréquence s’est aussi 

révélée efficace (Haïssaguerre et al., 2002b). Aucune recommandation pharmacologique n’est 

décrite pour les patients victimes de FVI, et plusieurs thérapies anti-arythmiques, incluant 

l’administration de β-bloquants, se sont révélées inefficaces. Néanmoins, quelques études 

concluent à un effet bénéfique de l’administration de quinidine, un inhibiteur des canaux 

potassiques et sodiques, sur la fréquence de survenue d’épisodes arythmiques (Belhassen et al., 

1999). 

 

6. Les cardiomyopathies dilatées 

 

Cette atteinte structurale, qui représente une cause majeure de transplantation cardiaque, 

se caractérise par une dilatation des cavités cardiaques et une fonction systolique diminuée. 

Les mutations situées sur des gènes codant pour des canaux ioniques sont classiquement 

la cause de troubles du rythme, tandis que les variants génétiques provoquant des atteintes 

structurales de type cardiomyopathies sont plutôt retrouvés sur des gènes codant des protéines 

contractiles ou sarcomériques. Certaines mutations sur SCN5A représentent cependant une 

exception, puisqu’à ce jour, 19 mutations sur ce gène ont été identifiées au sein de familles 
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présentant un phénotype associé à une cardiomyopathie dilatée (Shen et al., 2017). La 

pénétrance de ces mutations est souvent incomplète. Bon nombre de ces mutations ont été 

étudiées en systèmes de réexpression hétérologue. Certaines induisent des pertes de fonction de 

Nav1.5, comme c’est le cas des mutations R225W (Moreau et al., 2015), W156X (Bezzina et 

al., 2003) et T220I (Gui et al., 2010), tandis que d’autres n’ont pas de conséquence sur les 

propriétés biophysiques du canal (D1275N, R814W, R814Q, D159H, A1180V) (Ge et al., 

2008). Ces atteintes peuvent être à l’origine de perturbations des homéostasies sodique et, 

indirectement, calcique dans le cardiomyocyte et mener à des dysfonctions myocardiques. 

Parmi les mutations étudiées, la mutation R222Q, située dans le domaine de sensibilité 

au potentiel de Nav1.5, est responsable de troubles du rythme associés à une cardiomyopathie 

dilatée. Les auteurs émettent l’hypothèse que la localisation de la mutation dans le domaine de 

Nav1.5 sensible au potentiel serait en lien avec les anomalies structurales observées (Moreau 

et al., 2015). De telles mutations seraient responsables d’un changement conformationnel 

aboutissant à une fuite de courant via Nav1.5 à travers le domaine de sensibilité au potentiel, 

appelé courant omega. Le lien mécanistique entre la surcharge sodique ainsi produite et la 

dilatation des cavités cardiaques reste cependant à élucider. Une autre étude a émis l’idée que 

la dilatation myocardique observée chez les patients atteints de cette même mutation pouvait 

avoir pour origine la répétition de troubles du rythme, qui fragiliserait la structure du tissu 

cardiaque chez ces individus (Laurent et al., 2012). 

Ces études mettent en évidence un rôle non seulement électrique, mais aussi structural 

joué par le canal sodique Nav1.5 dans le cardiomyocyte, sans doute via ses interactions avec de 

nombreuses protéines de structure, au sein d’un important complexe macromoléculaire. 
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Objectifs de la thèse 

Cette thèse est axée sur l’étude de 2 pathologies de la repolarisation ventriculaire, le 

SQTL de type 3 et le SRP associé à un raccourcissement de l’intervalle QT. Plus précisément, 

ce travail vise à identifier les conséquences fonctionnelles de mutations identifiées chez 

l’Homme et conduisant à ces maladies. Ainsi, ce manuscrit est scindé en 2 parties. 

 

La première partie repose sur la caractérisation d’un nouveau modèle murin de SQTL 

de type 3, développé pour étudier les conséquences de la délétion des acides aminés QKP1507-

1509 retrouvée chez l’Homme. Cette mutation est responsable d’un SQTL de type 3 associé à 

des troubles de conduction, une cardiomyopathie dilatée et une forte incidence de mort subite. 

Les souris knock-in exprimant la mutation delQKP1510-1512 (Scn5a+/∆QKP), équivalente de la 

mutation humaine, seront donc le sujet d’étude de ce premier projet. Ce dernier aura 2 

objectifs majeurs: 

- Caractériser ce nouveau modèle d’étude du SQTL de type 3 associé à une 

cardiomyopathie structurale. 

- Démontrer que ces souris constituent un modèle approprié pour le 

développement d’agents pharmacologiques, notamment des inhibiteurs du 

courant INaLate. 

 

La deuxième partie de ce projet concerne l’étude fonctionnelle des tous premiers 

variants rares sur le gène SLC8A1 humain, qui code pour NCX1, corrélés à une pathologie. La 

pathologie en question est une maladie de la repolarisation ventriculaire : un SRP, associé à un 

raccourcissement de l’intervalle QT chez les individus porteurs de mutations. En réexprimant 

les mutations identifiées en système hétérologue, nous chercherons à répondre à 2 objectifs :  

- Confirmer in vitro que des mutations de NCX1 peuvent impacter la 

fonctionnalité de cet échangeur. 

- Faire le lien entre d’éventuelles dysfonctions de NCX1 et la pathologie observée 

chez les patients. 
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Cette partie décrit l’ensemble des détails techniques relatifs aux expérimentations 

réalisées lors de cette thèse, y compris les techniques utilisées dans les 2 articles présentés dans 

le chapitre « Résultats ». 

 

I. Projet 1 : Les souris Scn5a+/∆QKP, un nouveau modèle 

d’étude du SQTL de type 3 associé à une cardiomyopathie. 

 

A. L’électrocardiogramme 

 

La caractérisation électrocardiographique des souris Scn5a+/∆QKP a été réalisée à 2 âges 

différents : 2 et 4 semaines. Les souris sont anesthésiées à l’isoflurane (Abbott Laboratories, 

USA). L’induction est réalisée dans une cage (2 à 2,5%) puis l’anesthésie est maintenue au 

masque (0,8 à 1%) sur un tapis chauffant à 37°C (Harvard Apparatus, USA). Des ECGs 6 

dérivations sont enregistrés pendant 2 minutes en plaçant 4 électrodes 25 gauges en sous-

cutanée au niveau des 4 membres de la souris, reliées à un convertisseur analogique (IOX 1.585, 

EMKA Technologies, France) et un logiciel d’acquisition et d’analyse (ECG Auto v3.2.0.2, 

EMKA Technologies). La durée des intervalles QRS et QT sont mesurés sur 3 complexes 

successifs sur la dérivation DI, puis moyennés. L’onde T est placée à la suite du complexe QRS, 

à l’endroit où le tracé rejoint la ligne isoélectrique. Le placement de l’onde T étant parfois 

difficile, les autres dérivations peuvent être utilisées pour un positionnement optimal. 

L’intervalle QT est corrigé en fonction du rythme cardiaque en utilisant la formule de Bazett 

modifiée pour la souris, QTc = QT / (RR/100)1/2, avec QT et RR exprimés en ms.  

 

B. Analyses histologiques et morphologiques 

 

Les souris sont euthanasiées par dislocation cervicale et le cœur, les poumons et le foie 

sont prélevés. Après détermination des ratios poids des poumons/poids du cœur et poids du 

cœur/longueur du tibia, les organes sont lavés avec du PBS (Phosphate Buffer Saline) et fixés 

dans du paraformaldéhyde 4% à 4°C pendant au moins 48 heures. Les échantillons sont 
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déshydratés dans des bains d’alcool de concentrations croissantes et passés dans 2 bains de 

paraffine grâce à un automate (STP 120 Myr Microm Microtech) avant d’être inclus dans des 

moules selon une orientation précise en fonction du plan de coupe désiré. Les blocs de paraffine 

sont refroidis sur une plaque à -15°C (EC 350-2 ; Myr) durant une heure puis conservés à 4°C 

jusqu’à leur utilisation. Des coupes de 5 µm sont réalisées au microtome (HM 355S Microm 

Microtech ; France) et des colorations hématoxyline-éosine, pour visualiser la structure du 

myocarde, ou au rouge picrosirius, pour quantifier la fibrose, sont réalisées. 

La coloration hématoxyline-éosine permet de marquer les noyaux, basophiles, en violet tandis 

que le cytosol, acidophile, est marqué en rose. Les coupes, placées sur des lames de verre 

(Starfrost Knittel Glass), sont immergées 20 secondes dans l’hématoxyline de Harris (DiaPath), 

lavées dans l’eau distillée, puis placées pendant 30 secondes dans l’éosine (DiaPath) avant 

d’être rincées puis déshydratées par des bains d’alcool de concentrations croissantes (de 70° à 

100°) puis placées 5 minutes dans 2 bains de Tissue-Clear® (Sakura Finetek ; USA) pour 

éliminer toute trace de paraffine. 

Lors d’une coloration au rouge picrosirius, l’acide picrique se fixe au collagène, permettant de 

visualiser la fibrose. Après avoir été plongées dans un bain de rouge picrosirius pendant 1 heure 

(pour 1L, 20 g d’acide picrique + 1 g de rouge sirius, pH 2,0), les coupes sont décolorées 

pendant 120 secondes dans l’HCl 0,01 M, rincées et enfin déshydratées comme précédemment. 

Les coupes sont observées avec un microscope classique (Nikon Eclipse E-600) et les images 

acquises avec le logiciel NIS-Elements (v4.10, Nikon, Japon). Les épaisseurs de parois des 

ventricules droit et gauche sont quantifiées en moyennant 3 mesures sur chaque coupe : une 

réalisée proche de l’apex, une au milieu et une proche de la base. La fibrose cardiaque est 

quantifiée sur les 3 mêmes régions, et l’analyse s’effectue en utilisant le logiciel ImageJ 1.45b 

(NIH Software). 

 

C. Patch-clamp 

 

La technique de patch-clamp permet de mesurer les courants ioniques passant à travers 

la membrane plasmique d’une cellule. Dans ce projet, cette technique est réalisée sur des 

cardiomyocytes isolés de cœurs de souris Scn5a+/+ et Scn5a+/∆QKP. 

 

 



 

MATÉRIEL ET MÉTHODES 

~ 79 ~ 

 

1. Isolement des cardiomyocytes 

 

Une injection d’héparine en intra-péritonéale (600 UI/kg ; Dakota Pharm) est réalisée 

10 minutes avant le sacrifice par dislocation cervicale de souris Scn5a+/+ ou Scn5a+/∆QKP âgées 

de 2 ou 4 semaines. Le cœur est rapidement prélevé, avec un morceau d’artère aorte assez long 

pour permettre la canulation. Celle-ci est réalisée dans une solution de Tyrode tout juste 

décongelée contenant (en mM) : NaCl, 135; KCl, 4; NaH2PO4, 1,2; MgCl2, 1,2; glucose, 11; 

HEPES, 10 (pH ajusté à 7,4 avec du NaOH). La canule est enfoncée dans l’aorte sur une 

distance raisonnable permettant la diffusion des solutions dans le réseau d’artères coronaires 

irriguant le tissu myocardique, le tout à un débit constant de 3 mL/minute. Le cœur ainsi canulé 

est maintenu à 37°C et perfusé pendant 2 minutes avec la solution utilisée pour la canulation. 

Une solution sans Ca2+ ajouté contenant 0,15 mg/mL de collagenase II (350 U/mg, 

Worthington) et 0,03 mg/mL de protéase XIV (4,7 U/mg, Sigma) est administrée pendant 7 à 

10 minutes, jusqu’à ce que le cœur soit digéré. La digestion est stoppée via la perfusion durant 

2 minutes d’une solution de Tyrode contenant 0,15 mM de CaCl2. Le cœur digéré est récupéré 

et trituré délicatement dans la même solution. Les cellules isolées sont rincées et la 

concentration en Ca2+ est progressivement augmentée par des lavages consécutifs jusqu’à 

atteindre 1 mM. Les cardiomyocytes sont conservés dans cette solution jusqu’à leur utilisation. 

Pour les mesures de courants, des cardiomyocytes quiescents, lisses et avec des striations 

visibles sont sélectionnés. 

 

2. Enregistrement des courants 

 

Les mesures de courants sodiques sont réalisées en configuration cellule entière. Lors 

de l’enregistrement, les cardiomyocytes sont perfusés localement avec une solution contenant 

(en mM) : NaCl, 14 (pour la mesure du courant INa au pic) ou 140 (pour la mesure du courant 

INaLate); CsCl, 109 (pour la mesure du courant INa au pic) ou 5 (pour la mesure du courant INaLate); 

CoCl2, 2,5; CaCl2, 1; MgCl2, 2; TEA-Cl, 25; glucose, 5; HEPES, 10 and mannitol, 20; 

(pH ajusté à 7,4 avec du CsOH). 

Des pipettes de verre (Sutter Instrument) sont chauffées à l’aide d’une étireuse horizontale (P-

97 ; Sutter Instrument) et leur extrémité cirée pour diminuer le courant capacitif. La cire est 

remontée en utilisant une microforge (MF 830 Narishige, Japon). Les résistances des pipettes 

utilisées sont comprises entre 1,8 et 2,5 MΩ. 
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Les pipettes sont remplies d’une solution contenant (en mM) : CsCl, 50; CaCl2, 1; Na-pyruvate, 

5; MgCl2, 3; Na2ATP, 2,5; acide gluconique, 70; EGTA, 10; HEPES, 10; (pH ajusté à 7,2 avec 

du CsOH). Les enregistrements sont effectués à l’aide du logiciel d’acquisition pClamp (Axon 

Instruments, Union City, CA, USA) et d’un amplificateur (Alembic Instruments, Montreal, QC, 

Canada).  

Le courant capacitif est causé par la charge des capacités électriques de la pipette et de la 

membrane plasmique, et est susceptible de gêner l’observation de signaux rapides, tels que 

l’activation du courant sodique. Sa cinétique de décroissance est liée aux résistances en série 

(Rs) et à la capacitance membranaire (Cm) selon la formule de la constante de temps : τ = 

Rs.Cm. La compensation par l’amplificateur Alembic permet de diminuer Rs, ce qui a pour 

effet de réduire τ. Les cinétiques des courants capacitifs étant accélérées, ces derniers ne 

gêneront plus l’observation de INa. 

Les mesures sont réalisées à température ambiante (20-22°C). Le courant INaLate est mesuré avec 

140 mM de Na+ dans le milieu extracellulaire en tant que courant tétrodotoxine-sensible en 

effectuant une mesure à la fin d’une stimulation de 350 ms à -20 mV en présence de 30 µM de 

tétrodotoxine (Tocris Bioscience). 

Les paramètres d’activation sont mesurés par un protocole de stimulation reposant sur des sauts 

de potentiels de 500 ms, de -120 mV à +40 mV par incréments de 5 mV. Chaque saut de 

potentiel est suivi d’un second de 20 ms à une valeur de -20 mV pour la mesure des paramètres 

d’inactivation du canal sodique. 

Les données sont analysées avec les logiciels pClamp (Axon Instruments) et Prism5 (GraphPad 

Software, Inc.) La densité de courant est obtenue en divisant la valeur de courant enregistrée 

par la capacitance membranaire, reflétant la surface membranaire. Les courbes d’activation et 

d’inactivation de chaque cellule sont ajustées avec une équation de Boltzmann : 

 

𝑦 = (1 + 𝑒𝑥𝑝

(𝑉− 𝑉1
2

)

𝑘 )−1 

 

où 𝑉1

2

 est le potentiel de demi-activation ou de demi-inactivation et k la valeur de pente. Pour 

les cinétiques d’inactivation, une équation bi-exponentielle est utilisée : 

 

𝑦 = 𝑦0 + 𝐴1 (1 − 𝑒𝑥𝑝
(−

𝑡

 𝜏1
)

) + 𝐴2  (1 − 𝑒𝑥𝑝
(−

𝑡
𝜏2

)
) 
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où A1 et A2 sont les phases lentes et rapides d’inactivation et τ1 et τ2 les constantes de temps 

des cinétiques d’inactivation rapide et lente. 

 

D. Potentiels d’action 

 

Les mesures de PA sont réalisées sur des préparations de ventricules droits et 

d’oreillettes gauches de souris âgées de 4 semaines. Suite à l’euthanasie par dislocation 

cervicale, les cœurs sont rapidement excisés et immergés dans une solution froide de Tyrode 

modifié contenant (en mM) : NaCl, 108; NaH2PO4, 1,8; NaHCO3, 25; KCl, 27; MgCl2, 1; 

CaCl2, 0,6; glucose, 55 (pH ajusté à 7,4 ; 5% CO2). Après dissection, les parois libres de 

ventricule droit ou d’oreillette gauche sont montées dans une chambre, face endocardique vers 

le haut, et perfusées avec une solution de Tyrode modifiée bullée avec 95% d’O2 et 5% de CO2, 

chauffée à 37°C et contenant (en mM) NaCl, 120; NaHCO3, 27; NaH2PO4, 1,2; KCl, 5,4; 

MgCl2, 1,2; CaCl2, 1,8; glucose, 10 (pH ajusté à 7,4 ; 5% CO2). Le débit de perfusion est de 12 

mL/min. Les préparations sont stimulées pendant 2 ms à une amplitude égale à 2 fois le seuil 

de stimulation avec des électrodes bipolaires en argent recouvertes de Teflon. Les PA sont 

enregistrés via des capillaires de verre en borosilicate (Sutter Instrument), chauffés à l’aide 

d’une étireuse horizontale (P-97 ; Sutter Instrument) pour obtenir une résistance comprise entre 

15 et 25 MΩ une fois remplies d’une solution de KCl 3M. L’électrode de mesure est couplée à 

un amplificateur (VF102 BioLogic, France) et les données sont filtrées à 10 kHz puis acquises 

avec le logiciel iox1.8.0.18 (EMKA Technologies). Les PAs sont enregistrés à des durées de 

cycle de stimulation de 200 ms et leurs caractéristiques mesurées à l’état stable. Les paramètres 

mesurés sont le potentiel de repos, l’amplitude du PA, la vitesse maximum de dépolarisation 

lors de la phase 0 (dV/dtmax), et la durée du PA à 30%, 50%, 70% et 90% de repolarisation. Ce 

protocole est appliqué dans des conditions basales puis après 10 minutes de perfusion avec 10 

µM de ranolazine (Tocris Bioscience). Cette concentration est choisie sur la base d’études déjà 

publiées sur des modèles cellulaires (Rajamani et al., 2009) et sur les souris Scn5a+/ΔKPQ (Fredj 

et al., 2006a). 
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E. Imagerie calcique 

 

1. Isolement des cardiomyocytes 

 

Des souris de 4 semaines sont anesthésiées par une injection intrapéritonéale de 

pentobarbital sodique (150 mg/kg). Les cœurs sont excisés rapidement et l’aorte est canulée 

dans une solution tout juste décongelée contenant (en mM) : NaCl, 113; KCl, 4,7; MgSO4, 1,2; 

KH2PO4, 0,6; NaH2PO4, 0,6; NaHCO3, 1,6; glucose, 20; HEPES, 10; taurine, 30 (pH ajusté à 

7,4 avec du NaOH). Le cœur, maintenu à 37°C, est perfusé pendant 4 minutes avec cette 

solution puis pendant 7 à 10 minutes avec une solution de digestion pauvre en Ca2+ (0,1 mM) 

contenant de la libérase (26 U/mL, TM Research Grade, Roche). Les cœurs digérés sont triturés 

délicatement dans une solution stoppant la digestion, contenant 0,2 mM de CaCl2 et 0,5 mg/mL 

de BSA (Albumine de Sérum Bovin, A4503, Sigma). Les cellules isolées sont lavées 

successivement dans des solutions de concentrations croissantes en Ca2+, jusqu’à atteindre une 

concentration de 1 mM. Des cardiomyocytes quiescents, lisses et dont les striations sont bien 

visibles sont sélectionnés pour les mesures. 

 

2. Imagerie 

 

Les transitoires calciques et les sparks calciques sont enregistrés sur des cardiomyocytes 

préalablement incubés durant 30 minutes avec une sonde calcique fluorescente (Fluo-3 AM, 5 

µM) en dissolvant 50 µg de Fluo-3 AM dans 100 µL d’un mix DMSO-Acide pluronique F-127 

(4 :1) et dans une solution contrôle contenant (en mM) : NaCl, 140; KCl, 4; CaCl2, 1,8; MgCl2, 

1,1; HEPES, 10; glucose, 10 (pH ajusté à 7,4, avec du NaOH). 

Pour l’enregistrement des transitoires calciques, les cellules sont stimulées à une fréquence de 

0,5 Hz via 2 électrodes parallèles en platine. Les sparks calciques sont mesurés sur des 

cardiomyocytes quiescents après l’acquisition des transitoires. La charge en Ca2+ du RS est 

estimée par application de 10 mM de caféine après 1 minute de stimulation pour atteindre l’état 

stable. Les images sont acquises avec un microscope confocal (Leica TCS SP8, objectif à 

immersion à eau, x63, ouverture numérique de 1,2) en scannant la cellule avec un laser blanc 

le long d’une ligne parallèle à l’axe longitudinal de la cellule. La longueur d’onde d’excitation 

est de 505 nm et la longueur d’onde d’émission est au-delà de 510 nm. 
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L’analyse des images est réalisée avec le logiciel IDL (Research System Inc.), le signal étant 

corrigé par la fluorescence basale (F0). Les valeurs de fluorescence sont normalisées par F0 pour 

obtenir le ratio de fluorescence F/F0. Les sparks calciques sont détectés en utilisant un système 

de détection automatique selon leur amplitude en fonction de la fluorescence basale, pour éviter 

la détection de faux positifs (Cheng et al., 1999). 

 

F. Western blot 

 

L’expression protéique est mesurée dans le tissu ventriculaire gauche de souris Scn5a+/+ 

et Scn5a+/∆QKP âgées de 2 et 4 semaines. 

 

1. Lyse et extraction protéique 

 

Après euthanasie des animaux par dislocation cervicale, la dissection est effectuée dans 

une solution froide contenant (en mM) : NaCl, 108; NaH2PO4, 1,8; NaHCO3, 25; KCl, 27; 

MgCl2, 1; CaCl2, 0,6; glucose, 55 (pH ajusté à 7,4). Les ventricules gauches sont congelés dans 

l’azote liquide et conservés à -80°C jusqu’à utilisation. Les tissus sont broyés à 4°C dans un 

tampon de lyse contenant (en mM) : NaCl, 100, Tris-HCl, 50, EGTA, 2, Na3VO4, 2, 1% NP40 

et des inhibiteurs de protéases et de phosphatases (pH ajusté à 7,4 avec du NaOH), et incubées 

pendant 20 minutes à 4°C sous agitation. Après une centrifugation (14 000g, 15 minutes, 4°C), 

le surnageant contenant les protéines est récupéré et un dosage colorimétrique de celles-ci est 

réalisé en se rapportant à une gamme étalon de concentrations connues (BCA, Pierce-

Thermoscientific).  

 

2. Western Blot 

 

Quarante microgrammes de protéines sont repris dans un tampon contenant des agents 

réducteurs (NuPage Sample Reducing Agent, Thermo Fisher Scientific) et dénaturants (NuPage 

LDS Sanple Buffer, Thermo Fisher Scientific), et séparés sur gel d’acrylamide SDS-PAGE (4-

20% Mini-PROTEAN® TGX Stain-FreeTM Precast Gels, Bio-Rad, France). Après transfert sur 

une membrane de nitrocellulose (Trans-Blot® Turbo™ Nitrocellulose Transfer Packs, Bio-rad, 

France), les membranes sont bloquées pendant 1 heure dans du TBS (Tris Buffer Saline) 
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contenant 0,1% de Tween 20 (TBS-T) et 5% de lait et incubées avec les anticorps primaires 

spécifiques de Nav1.5 (D9J7S, Cell Signaling technology; 1:1000), SERCA2 (PA5-29380 

Thermo Scientific; 1:2000), Na+/Ca2+ exchanger NCX1 (Santa Cruz Biotechnology; 1:1000), 

CaMKII (PA5-22168 Thermo Scientific; 1:1000), p-CaMKII (MA1-047 Thermo Scientific; 

1:2000), ox-CaMKII (GTX36254 GeneTex; 1:1000), phospholamban (PLB; Santa Cruz 

Biotechnology; 1:1000), pPLB-T17 (Santa Cruz Biotechnology; 1:5000), pPLB-S16 (Santa 

Cruz Biotechnology; 1:1000), type 2 ryanodine receptor (RyR2; MA3-925 Thermo Scientific; 

1:2000), pRyR2-S2808 (A010-30 Badrilla; 1:4000), pRyR2-S2814 (A010-31 Badrilla; 

1:4000), pRyR2-S2030 (A010-32 Badrilla; 1:4000), N-Cadherin (4061, Cell Signaling 

technology; 1:1000) et calmoduline (CaM; 05-173 EMD Millipore; 1:1000). Un anticorps anti-

GAPDH (Glyceraldéhyde Phosphate Déshydrogénase, Santa-Cruz Biotechnologies; 1:10 000) 

est utilisé pour normaliser le signal obtenu par la quantité de protéines déposées dans chaque 

puits. Après 3 lavages de 10 minutes dans du TBS-T, les membranes sont incubées avec 

l’anticorps secondaire correspondant couplé à une peroxydase HRP (Horseradish Peroxydase) 

(Santa Cruz ; 1 : 10 000). Suite à 3 nouveaux lavages de 10 minutes dans du TBS-T, 

l’expression protéique est détectée par chemiluminescence (ECL™ Prime Western Blotting 

Detection Reagent, GE Healthcare Amersham™, UK). La quantification des signaux obtenus 

est réalisée à l’aide du logiciel Image LabTM 5.2.1 (Bio-Rad Software). 

 

G. Traitements pharmacologiques 

 

Sous anesthésie à l’isoflurane (effectuée de la même manière que lors de la réalisation 

des ECGs) et suite à l’enregistrement d’un ECG basal de 2 minutes, une injection 

intrapéritonéale de ranolazine (30 mg/kg en bolus) ou de propranolol (0,3-1-3 mg/kg en bolus) 

est réalisée sur des souris Scn5a+/∆QKP de 4 semaines. L’effet du traitement est observé pendant 

10 minutes suite à l’injection et comparé à l’ECG basal. 

 

H. Immunohistochimie 

 

Des analyses immunohistochimiques ont été réalisées sur des animaux de 2 et 4 

semaines de manière à visualiser les potentiels effets structuraux de la mutation delQKP 1510-

1512 au niveau tissulaire et à l’échelle du cardiomyocyte. 
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Pour ce qui est des marquages tissulaires, les cœurs de souris sont prélevés, rincés dans une 

solution saline avant d’être immergés rapidement dans de l’isopentane préalablement refroidi 

dans l’azote liquide. Les organes sont conservés à -80°C jusqu’à leur utilisation. Suite à leur 

inclusion dans du Tissue-Tek® OCT™ (Sakura Finetek ; USA), des coupes de 6 µm sont 

réalisées grâce à un cryostat (Microm Microtech ; France). 

Concernant les marquages réalisés sur des cardiomyocytes, l’isolement de ces derniers est 

effectué de la même manière que lors des expériences d’imagerie calcique. Les cellules sont 

laissées à adhérer sur des lames de verres coatées avec de la gélatine de poisson (3%, Sigma 

Aldrich) pendant 1 heure à température ambiante. 

Les coupes de cœur ou les cellules isolées reposant sur les lames sont fixées dans de l’acétone 

refroidi à -20°C pendant 10 minutes puis perméabilisées et bloquées pendant 30 minutes à 

température ambiante dans une solution de PBS contenant 10% de sérum normal de chèvre, 1% 

de BSA et 0,5% de triton X-100. Les échantillons sont incubés pendant 2 heures à température 

ambiante avec l’anticorps dirigé contre l’α-actinine 2 (EA-53, Abcam, 1 : 200) dilué dans du 

PBS avec 3% de sérum normal de chèvre, 1% de BSA et 0,5% de triton X-100. Suite à 3 

rinçages dans du PBS, les échantillons sont placés durant 45 minutes en présence d’anticorps 

secondaire AlexaFluor®488 (Life technologies ; 1 : 200), dans le même tampon et à la même 

température. Enfin, après 3 nouveaux lavages de 5 minutes dans du PBS, les lames sont montées 

avec du ProLong Gold Antifade mountant contenant du DAPI (Thermo Fisher Scientific), 

marquant les noyaux cellulaires. Les lames peuvent ainsi être conservées à -80°C jusqu’à leur 

analyse en microscopie confocale. 

Pour visualiser le réseau de tubules t, les cardiomyocytes fraichement isolés sont placés dans 

des plaques Ibidi 8 puits (µ-slide 8 Well, Ibidi®), laissés à adhérer pendant 1 heure à 

température ambiante, puis incubés avec 10 µM de Di-8 ANEPPS (Invitrogen) dans le noir. 

Les cellules sont lavées 3 fois dans la même solution que la dernière utilisée pour l’isolement 

avant l’observation au microscope confocal. 

Les échantillons sont observés sur la plateforme MicroPiCell à l’aide d’un microscope confocal 

Nikon A1 (objectif à immersion à huile, x60, ouverture numérique de 1,4, Nikon, France) et les 

images capturées avec le logiciel NIS-Element (v4.10, Nikon, Japon). 

L’analyse directionnelle de l’orientation des fibres d’α-actinine 2 et des tubules t est réalisée à 

l’aide du logiciel ImageJ 1.45b (NIH Software) comme décrit par Wagner et al. (Wagner et al., 

2014). Le pourcentage de fibres d’α-actinine 2 et de tubules t orientés entre -45° et 135° est 

quantifié en utilisant l’axe longitudinal du cardiomyocyte comme référence. Le ratio 
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transversal/longitudinal est mesuré en considérant comme transversal ou longitudinal un 

marquage orienté entre 80° et 100° et entre -10° et 10° respectivement. 

 

I. Échocardiographie 

 

Des échocardiographies bidimensionnelles sont effectuées sur des souris de 4 semaines 

en utilisant l’appareil Vivid 7 Dimension ultrasonography (GE Healthcare) avec une sonde de 

14 MHz. Les animaux sont anesthésiés à l’isoflurane (de la même manière que lors de la 

réalisation des ECGs). Pour investiguer un éventuel remodelage structural, le diamètre de la 

cavité ventriculaire gauche, et les épaisseurs des ventricules droit et gauche ainsi que du septum 

sont mesurées en grand axe en mode temps-mouvement (M mode). La fonction systolique est 

appréciée par le calcul de la fraction d’éjection (FES) selon la formule suivante : 

𝐹𝐸𝑆 =  
(𝑉𝑇𝐷 − 𝑉𝑇𝑆)

𝑉𝑇𝐷
 

où VTD est le volume télédiastolique et VTS le volume télésystolique. 

 

J. Modèle mathématique de PA ventriculaire de souris 

 

L’effet de la délétion des acides aminés QKP en position 1510-1512 sur la sous-unité α 

de Nav1.5 est simulé sur le modèle de cellule unique de Pandit et ses collaborateurs 

(http://models.cellml.org/electrophysiology) (Pandit et al., 2001). Toutes les équations sont 

disponibles en ligne, seules les modifications apportées à ce modèle étant présentées ici. En 

partant du modèle Scn5a+/+, la conductance (GNa) est augmentée de 1,064 à 2 µS pour obtenir 

une dV/dtmax d’environ 100 V/sec. La stimulation est raccourcie de 5 ms à 1 ms et son amplitude 

est augmentée de -0,6 à -3 nA pour garder la même quantité de charges injectées. La simulation 

est réalisée avec le logiciel OpenCell. 

Pour le modèle Scn5a+/ΔQKP, le courant INaLate (lorsque l’inactivation rapide est terminée) est 

réglé à 3% du courant INa au pic et les courbes de l’inactivation rapide et lente sont décalées de 

6 mV vers des potentiels plus positifs, en accord avec les résultats de patch clamp obtenus sur 

les cardiomyocytes isolés de souris mutées.  

Inactivation lente:  
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ℎ∞  =
1 − 𝟎, 𝟎𝟑

1 + 𝑒
(

𝑉𝑚+76,1−𝟔
6,07

)
+ 𝟎, 𝟎𝟑 

Inactivation rapide:  

𝑗∞  =
1

1 + 𝑒
(

𝑉𝑚+76,1−𝟔
6,07

)
 

Selon nos résultats obtenus in vitro, la constante de temps de l’inactivation rapide τh est voltage-

indépendante entre -35 mV et 0 mV et correspond à la valeur de la condition Scn5a+/+ à -25 

mV : 

τℎ =  𝟎. 𝟎𝟎𝟐𝟏𝟎𝟓𝟎𝟐 si Vm > -35 mV, l’équation est donc identique à la condition Scn5a+/+. 

La constante de temps de l’inactivation lente τj est égale à 2 fois celle de la condition Scn5a+/+ 

à des potentiels supérieurs à -40 mV. 

τ𝑗 = 𝟐 × (0,01163
(1+𝑒−0,1 (𝑉𝑚 + 32 ))

𝑒−2,535×10−7 𝑉𝑚
), l’équation étant identique à la condition Scn5a+/+ aux 

autres potentiels. 

De plus, le flux de Ca2+ passant par la pompe SERCA (Jup) est divisé par 3 pour correspondre 

à l’augmentation du temps de décroissance des transitoires calciques in vitro :  

𝐽𝑢𝑝 = 𝟏
𝟑⁄ × 𝐾𝑆𝑅

𝑣𝑚𝑎𝑥𝑓𝑓𝑏 −  𝑣𝑚𝑎𝑥𝑟𝑟𝑏

1 + 𝑓𝑏 + 𝑟𝑏
 

où KSR est le facteur attribué au flux de Ca2+ passant par la pompe SERCA, Vmaxf et Vmaxr sont 

les vitesses de fonctionnement (en mM/sec) de la pompe en mode normal et en mode inverse 

respectivement et fb et rb les facteurs attribués à ces deux vitesses.  

 

K. Immunoprécipitation de Nav1.5 et son complexe macromoléculaire 

 

Dans le but d’analyser si les interactions entre les protéines faisant partie du complexe 

macromoléculaire impliquant Nav1.5 sont modifiées par la présence de la mutation, des 

immunoprécipitations de Nav1.5 ont été réalisées à partir des ventricules gauches de souris 

âgées de 2 et 4 semaines. 

Le prélèvement des cœurs, la lyse et l’extraction protéique s’effectuent de la même 

manière que lors de la réalisation des western blots. Avant l’immunoprécipitation, 2 µg 

d’anticorps dirigés contre Nav1.5 (D9JS7, Cell Signaling) sont liés à 25 µL de billes 

magnétiques couplées à des protéines G (Dynabeads® Protein G, Invitrogen). Deux 

milligrammes de protéines sont incubés avec les anticorps couplés aux billes magnétiques 
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pendant 2 heures à 4°C sous agitation. Les billes sont récupérées et lavées rapidement 4 fois 

dans le tampon de lyse à 4°C et les complexes protéiques sont ensuite élués dans 25 µL d’un 

mix contenant des agents réducteurs (NuPage Sample Reducing Agent, Thermo Fisher 

Scientific) et dénaturants (NuPage LDS Sanple Buffer, Thermo Fisher Scientific) en les 

chauffant à 99°C pendant 10 minutes. Les western blots sont enfin réalisés comme décrit 

précédemment sur les fractions précipitées ainsi que sur les lysats protéiques totaux. 

 

II. Projet 2 : Identification et caractérisation fonctionnelle des premiers variants 

rares sur le gène SLC8A1 associés à un SRP et un raccourcissement de l’intervalle 

QT. 

 

A. Identification des mutations 

 

L’identification des mutations a été réalisée par l’équipe I de génétique cardiovasculaire 

de l’institut du thorax. 

Une approche combinée de séquençage d’exome haut débit sur des gènes cibles ou sur 

un panel de gènes candidats a été effectuée sur 5 cas index Français et 1 cas index Japonais 

présentant un aspect de repolarisation précoce associé à un raccourcissement de l’intervalle 

QTc et des fibrillations ventriculaires à l’ECG, et a abouti à l’identification de 5 variants sur le 

gène SLC8A1 : c.delC 2060 (p.P687HfsX2), c.1733 A>G (p.E578G), c.2818 C>T (p.P940S), 

c.653 T>A (p.L218H) et c.2269 +2T>C (IVS8+2T>C). Les variants sont considérés comme 

rares de par leur fréquence d’apparition dans les bases de données de références Gnomad 

(http://gnomad.broadinstitute.org) qui sont inférieures à 1.10-4. Les potentiels effets délétères 

des mutations identifiées ont été estimés à l’aide d’outils de prédiction bioinformatiques tels 

que SIFT et PolyPhen et des scores GERP et PHRED. 
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B. Culture cellulaire 

 

Les mutations identifiées sur le gène SLC8A1 ont été réexprimées, en parallèle de la 

séquence du gène sauvage, en système de réexpression hétérologue, les cellules COS-7 (CV-1 

in Origin with SV40 genes, fibroblastes immortalisés issus de rein de singe). 

 

1. Plasmides 

 

Les plasmides contenant l’ADNc du gène SLC8A1 humain sauvage (NM_021097.2) ou 

possédant les 4 différentes mutations testées fonctionnellement ont été fournis par la société 

OriGene, au sein d’un plasmide de type pcDNA3.1 (pcDNA™3.1, V79020, OriGene). Un 

plasmide dans lequel l’ADNc du gène SLC8A1 est remplacé par une séquence codant la GFP 

(Green Fluorescent Protein) est également construit et co-transfecté lors des expériences de 

patch-clamp pour visualiser les cellules ayant intégré les plasmides. 

Pour les expériences d’immunofluorescence et de biotinylation, du fait de la faible 

efficacité des anticorps commerciaux dirigés contre NCX1, un tag Myc a été placé au niveau 

de la boucle extracellulaire reliant les segments transmembranaires 2 et 3 de l’échangeur, la 

présence de ce dernier étant détectée grâce à l’utilisation d’un anticorps anti-Myc (monoclonal 

anti-Myc tag antibody, 05-724, clone 4A6, Merck Millipore). 

 

 

2. Amplification et extraction d’ADN plasmidique 

 

Les plasmides sont amplifiés en bactéries thermocompétentes DH5α. L’ADN 

plasmidique est mélangé à 65 µL de bactéries thermocompétentes dans un tube. Après 20 

minutes sur glace, un choc thermique est opéré en plaçant le tube pendant 90 secondes à 42°C 

pour faire pénétrer les plasmides dans les bactéries. Ces dernières sont mises en présence de 

500 µL de milieu LB (LB Broth, Sigma) et incubées pendant 1 heure à 37°C sous agitation de 

manière à ce qu’elles expriment le gène de résistance à l’ampicilline inclus dans le plasmide. 

Après l’incubation, 50 µL de la solution bactérienne sont étalés sur une boîte de pétri contenant 

du LB-agar solide et 50 µg/mL d’ampicilline. Les boîtes sont placées pendant une nuit à 37°C 

pour permettre la pousse des bactéries ayant intégré le plasmide. Le lendemain, une colonie est 

prélevée et mise dans 3 mL de LB contenant 50 µg/mL d’ampicilline. Après 3 à 5 heures 
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d’incubation à 37°C sous agitation, l’ensemble est versé dans un plus grand volume (50 mL) 

de LB avec ampicilline dans un erlenmeyer et incubé à 37°C sous agitation pendant 12 à 16 

heures. La solution bactérienne est transférée dans un tube falcon 50 mL, centrifugée (4500 

rpm, 15 minutes, 4°C), et seul le culot bactérien est conservé. 

La lyse des bactéries et l’extraction d’ADN plasmidique s’effectue en suivant les instructions 

d’un kit commercial (Quiagen Plasmid Midi Kit). Une fois l’extraction d’ADN plasmidique 

terminée, ce dernier est dosé au Nanodrop (Nanodrop® Thermo Fisher Scientific) par mesure 

de la densité optique à 260 nm. 

 

 

3. Transfection 

 

Les transfections s’effectuent dans des boîtes de 35 mm (Nunc, Thermo Scientific) sur 

des cellules COS-7 confluentes à environ 60%. Toutes les expérimentations sont réalisées 48 

heures post-transfection. Six microlitres d’agent de transfection (FuGENE® 6 Transfection 

Reagent, Promega) sont incubés avec 84 µL de milieu de culture (DMEM High Glucose, 41966, 

Gibco™) pendant 5 minutes. Deux microgrammes d’ADN plasmidique (10 µL d’ADN dilué à 

200 ng/µL) sont mélangés au mix précédent et incubés pendant 25 minutes à température 

ambiante. Suite à cela, ce mélange (100 µL) est déposé sur les cellules en culture. Le milieu est 

changé 24 heures post-transfection.  

En vue des expériences de patch-clamp, les cellules COS-7 sont co-transfectées avec 

90% de SLC8A1 sauvage ou muté et 10% de GFP de manière à visualiser les cellules ayant 

intégré les plasmides. Pour cette technique, qui nécessite des cellules isolées, les cellules sont 

dissociées à l’aide de trypsine et diluées 8 heures après le changement de milieu décrit 

précédemment, la veille de l’expérimentation, selon un protocole classique. Brièvement, les 

cellules sont lavées au PBS, décollées par l’action de la trypsine pendant 2 minutes à 37°C, puis 

individualisées par agitation, avant d’être diluées dans un milieu de culture neuf. 

 

C. Patch clamp 

 

Les cellules COS-7, exprimant NCX1 sauvage ou muté, sont utilisées 48 heures après 

la transfection. Les mesures de courants sodiques sont réalisées en configuration cellule entière. 
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Lors de l’enregistrement, les cardiomyocytes sont perfusés avec une solution maintenue à 36,2 

± 0,2°C contenant (en mM) : NaCl, 140; KCl, 5,4; CaCl2, 1,8; MgCl2, 1; NaH2PO4, 0,33; 

HEPES, 5; Glucose, 5,5; pH ajusté à 7,4). 

Des pipettes de verre (Sutter Instrument) sont chauffées à l’aide d’une étireuse horizontale (P-

97 ; Sutter Instrument) et leur extrémité cirée pour augmenter leur résistance et diminuer le 

courant capacitif. La cire est remontée en utilisant une microforge (MF 830 Narishige, Japon). 

Les résistances des pipettes utilisées sont comprises entre 1,8 et 2,5 MΩ. 

Les pipettes sont remplies d’une solution contenant (en mM) : NaCl, 20; BAPTA, 20; CaCl2, 

13 (concentration en Ca2+ libre = 433 nM); CsCl2, 120; MgCl2, 3; acide aspartique, 50; MgATP, 

5; HEPES, 10; pH ajusté à 7,2 avec du CsOH. Une fois que la configuration cellule entière est 

obtenue, une solution de perfusion contrôle est perfusée localement, contenant (en mM) : NaCl, 

140; CaCl2, 2; MgCl2, 1; ouabaïne, 0,02; nifédipine, 0,01; ryanodine, 0,2; HEPES, 5; pH ajusté 

à 7,2. L’enregistrement débute et des protocoles de stimulation sont envoyés jusqu’à l’obtention 

d’un état stable, à la suite duquel la même solution, contenant en plus 5 mM de Ni2+, est 

perfusée. Les enregistrements sont effectués à l’aide du logiciel d’acquisition pClamp (Axon 

Instruments, Union City, CA, USA) et d’un amplificateur (Alembic Instruments, Montreal, QC, 

Canada). Les résistances séries sont compensées à l’aide de l’amplificateur. 

Le courant bidirectionnel INCX est mesuré en stimulant les cellules avec un protocole de rampe. 

En partant d’un potentiel de repos de -60 mV, une dépolarisation est effectuée jusqu’a +80 mV 

puis une rampe descendante est réalisée jusqu’a -120 mV avant de rejoindre le potentiel de 

repos, le tout à une vitesse de 640 mV/seconde. La rampe descendante entre +80 mV et -120 

mV est utilisée pour construire les courbes d’intensité en fonction du potentiel 

transmembranaire (I-V). Neuf secondes séparent chaque protocole de rampe, un protocole étant 

donc déclenché toutes les 10 secondes. 

Les données sont analysées avec les logiciels pClamp (Axon Instruments) et Prism5 (GraphPad 

Software, Inc.). La densité de courant est obtenue en divisant la valeur de courant enregistrée 

au potentiel de +50 mV par la capacitance membranaire, reflétant la surface membranaire. 

 

D. Immunofluorescence 

 

Les cellules COS-7 sont décollées et diluées 24 heures post-transfection puis 

réensemencées dans des plaques Ibidi 8 puits (µ-slide 8 Well, Ibidi®) pour atteindre environ 

40% de confluence 48 heures après la transfection. Suite à 2 lavages au PBS, les cellules sont 
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saturées pendant 1 heure à température ambiante dans une solution de PBS contenant 1% de 

BSA et 3% de gélatine de poisson puis incubées durant 1 heure dans la même solution en 

présence d’un anticorps anti-myc (monoclonal anti-Myc tag antibody, 05-724, clone 4A6, 

Merck Millipore) avant d’être rincées 3 fois au PBS et fixées durant 10 minutes dans du 

paraformaldéhyde 4%. Trois nouveaux lavages au PBS sont réalisés avant que les cellules 

soient mises en contact de l’anticorps secondaire correspondant AlexaFluor®488 (Life 

technologies ; 1 : 200) pendant 1 heure à température ambiante. Les cellules sont lavées 3 fois 

avant d’être incubées 10 minutes dans du PBS et du réactif de Hoechst (1/1 000, B2883, Sigma), 

puis relavées. Les cellules sont conservées au maximum une semaine à 4°C dans du PBS 

contenant une faible concentration de paraformaldéhyde (0,4%) avant d’être observées au 

microscope confocal. 

L’observation s’effectue sur la plateforme MicroPiCell, à l’aide d’un microscope confocal 

Nikon A1 (objectif à immersion à huile, x60, ouverture numérique de 1,4, Nikon, France) et les 

images sont capturées avec le logiciel NIS-Element (v4.10, Nikon, Japon). 

 

E. Biotinylation 

 

Pour les expériences de biotinylation, les cellules sont utilisées 48 heures après la 

transfection. Sur glace, elles sont lavées 2 fois avec du PBS avant d’être incubées avec 1 mL 

d’une solution de biotine à 0,5 mg/mL (EZ-Link™ Sulfo-NHS-LC-Biotin, Thermo Fisher 

Scientific) à 4°C pendant 30 minutes. Toujours sur glace et après 3 lavages des cellules avec 

une solution de Tris saline (Tris-HCl, 50 mM; NaCl, 150 mM; pH ajusté à 7,4), 200 µL de 

tampon de lyse comprenant (en mM) : NaCl, 100; Tris-HCl, 50; EGTA, 2; 1% Triton X-100, 

pH ajusté à 7,4, sont déposés sur les cellules. Ces dernières sont décollées avec un grattoir et 

placées dans des tubes sous rotation à 4°C pendant 20 minutes. Après une centrifugation 

(14 000g, 15 minutes, 4°C), le surnageant contenant les protéines est récupéré et un dosage 

colorimétrique de celles-ci est réalisé en se rapportant à une gamme étalon de concentrations 

connues (BCA, Pierce-Thermoscientific). Deux microgrammes de protéines, dont les protéines 

de surface précédemment biotinylées, sont incubés pendant 2 heures à 4°C avec 100 µL de 

billes d’agarose couplées à de la streptavidine (Pierce™ Streptavidin Agarose, Thermo Fisher 

Scientific), ces billes ayant été au préalable lavées 3 fois avec 1 mL du tampon de lyse utilisé 

ci-avant. Une fois l’incubation terminée, les complexes (billes-streptavidine-biotine-protéines 

sarcolemmiques) sont lavés 3 fois avec 1 mL de tampon de lyse, puis élués dans 70 µL d’un 
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mix contenant des agents réducteurs (NuPage Sample Reducing Agent, Thermo Fisher 

Scientific) et dénaturants (NuPage LDS Sample Buffer, Thermo Fisher Scientific) en les 

chauffant à 50°C pendant 30 minutes. Une dernière centrifugation permet de récupérer les 

protéines sarcolemmiques éluées, dans le surnageant, tout en se séparant des billes d’agarose. 

Les western blots sont enfin réalisés comme décrit précédemment sur les fractions biotinylées 

(protéines sarcolemmiques) ainsi que sur les lysats protéiques totaux. L’anticorps anti-myc 

(monoclonal anti-Myc tag antibody, 05-724, clone 4A6, Merck Millipore) est utilisé comme 

anticorps primaire pour le western blot. La protéine GAPDH, nous sert de témoin cytosolique, 

en étant présente dans la fraction totale et absente de la fraction sarcolemmique. A l’inverse, le 

récepteur à la transferrine fait office de contrôle sarcolemmique. 

 

F. Capture de 45Ca 

 

Dans le but d’observer si la présence de mutations sur NCX1 altère la capture de Ca2+ 

dans les cellules via cet échangeur, des expériences de capture d’un isotope radioactif du 

calcium (45Ca) ont été réalisées au Japon par l’équipe de Naomasa Makita, avec qui nous 

collaborons sur ce projet. 

Ces expérimentations ont été réalisées sur des lignées de cellules COS-7 exprimant de façon 

stable les différentes mutations étudiées. Les cellules sont ensemencées dans des plaques 12 

puits et utilisées 24 heures après, à environ 80% de confluence, le nombre de cellules de départ 

étant scrupuleusement identiques entre les différentes conditions. Les cellules sont incubées 

durant 45 minutes dans un tampon contenant (en mM) : NaCl, 146; KCl, 4; CaCl2, 0,1; MgCl2, 

2; HEPES, 10; Glucose, 10; 0,1% BSA; Ouabaine, 1; Monensine, 0,01; pH = 7,4), puis cette 

solution est aspirée et les cellules sont mises en présence du même tampon, dans lequel le NaCl 

est remplacé par du choline-Cl et le CaCl2 par du 45Ca, sans modifier les concentrations. Après 

60 secondes d’incubation, 3 lavages avec du PBS sont effectués et les cellules sont lysées dans 

du tampon de lyse identique à celui utilisé pour les expériences de biotinylation. Après transfert 

des lysats dans des tubes, le réactif Ultima Gold™ (PerkinElmer) est ajouté pour pouvoir 

compter le nombre de scintillations radioactives en utilisant l’appareil Aloka LSC-5100 (Aloka, 

Japon). 
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G. Modèles mathématiques de simulation in silico 

 

Dans l’objectif de faire le lien entre les résultats obtenus in vitro et le phénotype des 

individus porteurs des mutations sur le gène SLC8A1, 2 modèles mathématiques de simulation 

ont été utilisés. Dans ces 2 modèles, une simulation de 50% de perte de fonction de NCX1 (50% 

de protéines fonctionnelles) est réalisée et comparée à une condition dans laquelle 100% des 

échangeurs sont fonctionnels. Pour cela, un facteur 0,5 est attribué à l’équation régissant la 

conductance de NCX1 (GNCX) dans chacun des modèles. 

Dans un premier temps, le modèle de O’Hara (O’Hara et al., 2011) est utilisé pour simuler 

l’effet d’une perte de fonction de NCX1 sur l’aspect du PA d’une cellule ventriculaire humaine 

midmyocardique. 

Le modèle tissulaire est basé sur la simulation de l’activité électrique d’une tranche de tissu 

myocardique, constitué de 60 cellules sous-épicardiques, 45 cellules mid-myocardiques et 60 

cellules sous-endocardiques (O’Hara et al., 2011). Ce modèle nous permet d’enregistrer 

l’aspect de pseudo-ECGs générés par cette couche de cellules myocardiques. 

 

H. Analyses statistiques 

 

Les données sont exprimées en moyennes ± S.E.M. Les analyses statistiques sont 

réalisées à l’aide du logiciel Prism5 (GraphPad Software, Inc.). Des tests t de Student ou des 

tests U de Mann-Whitney sont utilisés pour comparer 2 groupes. Un test de Wilcoxon est réalisé 

pour la comparaison de valeurs appariées. Un test de log-rank et une analyse de Kaplan-Meier 

sont effectués pour l’analyse de survie. Pour des analyses impliquant plus de 2 groupes, un test 

ANOVA une voie ou un test de Kruskal-Walis sont réalisés, avec un post-test de Bonferroni ou 

de Dunn quand cela est approprié. La comparaison de pourcentages est effectuée grâce à un test 

de Fisher. Une valeur de P inférieure à 0,05 est considérée comme significative.
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Projet 1 : Les souris Scn5a+/∆QKP, un nouveau modèle d’étude 

du SQTL de type 3 associé à une cardiomyopathie. 

I. Résumé du projet 

Chez l’Homme, la mutation delQKP 1507-1509 de Nav1.5, codé par le gène SCN5A, a été 

reliée à un SQTL de type 3 associé à des troubles de conduction, une cardiomyopathie dilatée 

et une mort subite prématurée. Dans le but de comprendre les conséquences de cette mutation 

et de développer un nouveau modèle d’étude préclinique du SQTL de type 3 associé à une 

cardiomyopathie structurale, la souris knock-in Scn5a+/∆QKP, exprimant la mutation équivalente 

(delQKP 1510-1512), a été générée. 

 

Ce modèle a d’abord été caractérisé et mime le phénotype des individus porteurs de la 

mutation. En effet, les souris Scn5a+/∆QKP présentent un intervalle QTc allongé, des troubles de 

conduction ainsi que des arythmies ventriculaires dès l’âge de 2 semaines, suivis d’hypertrophie 

ventriculaire, puis d’insuffisance cardiaque et d’une mortalité précoce à 4 semaines. Comme 

cela avait pu être montré en système de réexpression hétérologue, la mutation augmente le 

courant INaLate dans des cardiomyocytes isolés. Le PA ventriculaire des souris mutées est 

prolongé. A 4 semaines, ces animaux montrent un remodelage du cycle du Ca2+, incluant des 

transitoires calciques plus amples et aux cinétiques ralenties, ainsi qu’une hausse de la charge 

en Ca2+ du RS. Un remodelage de l’expression des protéines du cycle du Ca2+ est observé, ainsi 

qu’une inhibition de la voie CaMKII-dépendante, dont l’expression des formes actives est 

diminuée. L’incidence de vagues calciques spontanées dans les cardiomyocytes issus des souris 

Scn5a+/∆QKP est augmentée, en lien avec la survenue de post-dépolarisations précoces sur les 

enregistrements de PA. La ranolazine, à l’inverse du propranolol, raccourcit la durée de 

l’intervalle QTc chez les souris exprimant la mutation, et supprime les troubles du rythme. 

 

Les souris Scn5a+/∆QKP récapitulent le phénotype observé chez l’Homme et constituent donc 

un nouveau modèle approprié pour la compréhension des mécanismes pathologiques du SQTL 
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de type 3 associé à une cardiomyopathie structurale et pour le screening pharmacologique dans 

ce contexte. 

 

II. Article 

Ce travail a été publié dans le Journal of Molecular and Cellular Cardiology le 23 Août 

2018 : 

 

Montnach, J., Chizelle, F., Belbachir, N., Castro, C., Li, L., Loussouarn, G., Toumaniantz, G., 

Carcouët, A., Meinzinger, A.J., Shmerling, D., et al. (2018). Arrhythmias precede 

cardiomyopathy and remodeling of Ca2+ handling proteins in a novel model of long QT 

syndrome. Journal of Molecular and Cellular Cardiology 123, 13–25.
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Abstract 28 

Aim. Deletion of QKP1507-1509 amino-acids in SCN5A gene product, the voltage-gated Na+ channel 29 

Nav1.5, has been associated with a large phenotypic spectrum of type 3 long QT syndrome, conduction 30 

disorder, dilated cardiomyopathy and high incidence of sudden death. The aim of this study was to 31 

develop and characterize a novel model of type 3 long QT syndrome to study the consequences of the 32 

QKP1507-1509 deletion. Methods and results. We generated a knock-in mouse presenting the 33 

delQKP1510-1512 mutation (Scn5a+/ΔQKP) equivalent to human deletion. Scn5a+/ΔQKP mice showed 34 

prolonged QT interval, conduction defects and ventricular arrhythmias at the age of 2 weeks, and, 35 

subsequently, structural defects and premature mortality. The mutation increased Na+ window current 36 

and generated a late Na+ current. Ventricular action potentials from Scn5a+/ΔQKP mice were prolonged. 37 

At the age of 4 weeks, Scn5a+/ΔQKP mice exhibited a remodeling leading to [Ca2+]i transients with higher 38 

amplitude and slower kinetics, combined with enhanced SR Ca2+ load. SERCA2 expression was not 39 

altered. However, total phospholamban expression was higher whereas the amount of Ca2+-calmodulin-40 

dependent kinase II (CaMKII)-dependent T17-phosphorylated form was lower, in hearts from 4-week-41 

old mice only. This was associated with a lower activity of CaMKII and lower calmodulin expression. 42 

In addition, Scn5a+/ΔQKP cardiomyocytes showed larger Ca2+ waves, correlated with the presence of 43 

afterdepolarizations during action potential recording. Ranolazine partially prevented action potential 44 

and QT interval prolongation in 4-week-old Scn5a+/ΔQKP mice and suppressed arrhythmias. Conclusion. 45 

The Scn5a+/ΔQKP mouse model recapitulates the clinical phenotype of mutation carriers and provides new 46 

and unexpected insights into the pathological development of the disease in patients carrying the 47 

QKP1507-1509 deletion. 48 

 49 

Key words: Scn5a, long QT syndrome, dilated cardiomyopathy, arrhythmias, intracellular Ca2+ 50 

homeostasis 51 

52 
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Introduction 53 

 54 

Long QT syndrome (LQTS) is a severe disorder of cardiac electrical activity. It is caused by 55 

delayed repolarization in ventricular cardiomyocytes, which results in a prolonged QT interval 56 

on the ECG and an increased susceptibility to polymorphic ventricular tachycardia and 57 

ventricular fibrillation. Mutations in genes encoding ion channels or their accessory subunits 58 

are linked to different types of LQTS.1 Approximately 90% of LQTS mutations are in KCNQ1 59 

(LQTS1), KCNH2 (LQTS2) and SCN5A (LQTS3) genes. Specifically, mutations in the SCN5A-60 

encoded cardiac Na+ channel Nav1.5 commonly alter the fast inactivation process of the 61 

channel. Physiologically, Nav1.5 channels activate rapidly to generate a large transient inward 62 

Na+ current (INa,T) and inactivate within a few milliseconds. This current initiates the action 63 

potential of highly polarized cardiomyocytes. Nevertheless, the Na+ current also includes a 64 

much smaller sustained component, called late Na+ current (INa,L), which remains activated 65 

during the plateau phase of the action potential. LQT3 mutations result in a marked slowing of 66 

Nav1.5 inactivation and increase of INa,L that prolong the action potential.2,3 67 

Deletion of amino acid residues 1507–1509 QKP, close to the first described KPQ1505-1507 68 

deletion,4 has been identified in two families.5,6 This mutation is associated not only with 69 

LQTS3 but also with a broader phenotypic spectrum including conduction disorder, dilated 70 

cardiomyopathy (DCM) and a high incidence of sudden death.6 In vitro experiments in an 71 

heterologous expression system revealed that QKP1507-1509 deletion induced a larger INa,L.5 72 

To characterize the effects of this deletion in a physiological environment, we generated a 73 

knock-in mouse model carrying the mouse equivalent (delQKP1510-1512; Scn5a+/∆QKP mouse) 74 

to the human QKP1507-1509 deletion. Heterozygous Scn5a+/∆QKP mice share common features 75 

with patients, including long QT interval, ventricular arrhythmias, heart failure and increased 76 

risk of sudden death at a young age. We found that the deletion induces abnormal Ca2+ cycling 77 
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correlated with secondarily decreased Ca2+-calmodulin dependent kinase II (CaMKII) 78 

activation, most probably leading to altered expression and phosphorylation of key Ca2+ 79 

handling proteins. This may constitute a remodeling due to the very early-observed electrical 80 

abnormalities. Acute treatment with the INa,L inhibitor ranolazine partially normalized QT 81 

interval duration and suppressed arrhythmias with no effect on conduction, suggesting that it 82 

could be appropriate to be used in patients with the QKP1507-1509 deletion. 83 

84 
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Methods 85 

 86 

A full description of the methods is available in the supplementary material online. 87 

 88 

The Scn5a+/∆QKP mouse model was generated in PolyGene AG facilities, according to the Swiss 89 

Federal Animal Protection Law. The experimental procedures were approved by the Cantonal 90 

Veterinary Administration, Bern, Switzerland. We used Flp/FRT-mediated targeting to delete 91 

residues 1510–1512 (QKP) in the Scn5a gene (see supplementary material online, methods and 92 

Figure S1). Subsequent animal experiments were performed in the animal facility of Nantes 93 

University Health Research Institute (UTE – IRS-UN) which has been accredited by the French 94 

Ministry of Agriculture. The experimental procedures were approved by the regional ethic 95 

committee (CEEA – Pays de la Loire, France) according to the Directive 2010/63/EU of the 96 

European Union. 97 

 98 

Electrocardiography.  99 

Six-lead ECGs were recorded on mice anesthetized with isoflurane with 25-gauge subcutaneous 100 

electrodes on a computer through an analog-digital converter (IOX 1.585, EMKA 101 

Technologies, France) for monitoring and off-line analysis (ECG Auto v3.2.0.2, EMKA 102 

Technologies). ECGs were analyzed as previously described.7 103 

 104 

Morphological and histological analysis.  105 

Mouse heart, lungs and liver were washed with PBS, fixed in 4% paraformaldehyde and 106 

embedded in paraffin. Five-micrometer sections were stained with haematoxylin/eosin or 107 

picrosirius red and examined with a classic light microscope. 108 

 109 
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Patch-clamp experiments.  110 

Whole-cell patch-clamp technique was used to record sodium current in 4-week-old mouse 111 

cardiomyocytes (see supplementary material online for cell isolation method) using a VE-2 112 

amplifier (Alembic Instruments, Montreal, QC, Canada). Series resistance was compensated. 113 

Activation, inactivation, recovery from inactivation and slow inactivation parameters were 114 

determined at room temperature (20-22°C) using conventional voltage-clamp protocols, from 115 

a holding potential of -120 mV and in the presence of 14 mM external Na+. All current 116 

measurements were normalized using the cell capacitance. Late sodium current was measured 117 

in the presence of 140 mM external Na+ as the 30 µmol/L tetrodotoxin-sensitive current at the 118 

end of a 350-ms step at -20 mV.  119 

 120 

Action potential recordings.  121 

Action potentials (AP) from left atrial and right ventricular free wall were recorded at 122 

37 ± 0.5°C with borosilicate glass microelectrodes with 15-25-MΩ impedance when filled with 123 

3 mol/L KCl. The preparations were superfused with a modified Tyrode solution, bubbled with 124 

95% O2-5% CO2 gas mixture. Preparations were paced locally with 2-ms square wave pulses 125 

with amplitude of twice diastolic threshold. The resting potential (RP), the AP amplitude 126 

(APA), the maximum upstroke velocity of phase 0 of the AP (dV/dtmax) and the AP duration at 127 

30% (APD30), 50% (APD50), 70% (APD70) and 90% (APD90) of full repolarization were 128 

measured under baseline conditions and after 10 min of superfusion with ranolazine 129 

(10 µmol/L; Tocris Bioscience, UK).  130 

 131 

Calcium imaging.  132 

[Ca2+]i transients and Ca2+ sparks were recorded in 4-week-old mouse cardiomyocytes (see 133 

supplementary material online for cell isolation method) loaded for 30 minutes with fluorescent 134 
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Ca2+ dye (Fluo-3 AM, 5 µmol/L) and superfused with a control solution. To record [Ca2+]i 135 

transients, cells were paced at 0.5 Hz by field stimulation. Spontaneous Ca2+ sparks were 136 

obtained in quiescent cells after [Ca2+]i transients recordings. SR Ca2+ load was estimated by 137 

rapid caffeine application. Images were obtained with confocal microscopy. The line scan was 138 

selected parallel to the longitudinal cell axis. The fluorescence values (F) were normalized by 139 

the basal fluorescence (F0) in order to obtain the fluorescence ratio (F/F0).  140 

 141 

Western blot analysis.  142 

Protein samples were prepared from left ventricular free walls. Forty micrograms of proteins 143 

were separated on SDS-PAGE gels and transferred on nitrocellulose membranes. Membranes 144 

were blocked and incubated with primary antibodies targeted against Nav1.5 (D9J7S, Cell 145 

Signaling technology; 1:1000), SERCA2 (PA5-29380 Thermo Scientific; 1:2000), Na+/Ca2+ 146 

exchanger NCX1 (Santa Cruz Biotechnology; 1:1000), CaMKII (PA5-22168 Thermo 147 

Scientific; 1:1000), p-CaMKII (MA1-047 Thermo Scientific; 1:2000), ox-CaMKII (GTX36254 148 

GeneTex; 1:1000), phospholamban (PLB; Santa Cruz Biotechnology; 1:1000), pPLB-T17 149 

(Santa Cruz Biotechnology; 1:5000), pPLB-S16 (Santa Cruz Biotechnology; 1:1000), type 2 150 

ryanodine receptor (RyR2; MA3-925 Thermo Scientific; 1:2000), pRyR2-S2808 (A010-30 151 

Badrilla; 1:4000), pRyR2-S2814 (A010-31 Badrilla; 1:4000), pRyR2-S2030 (A010-32 152 

Badrilla; 1:4000), N-cadherin (4061, Cell Signaling technology; 1:1000) and calmodulin (CaM; 153 

05-173 EMD Millipore; 1:1000). In addition, an anti-GAPDH antibody (Santa-Cruz 154 

Biotechnologies; 1:10000 dilution) was used as an external/internal control. Next, membranes 155 

were incubated with the ad hoc secondary horseradish peroxidase (HRP) antibody (Santa Cruz; 156 

1:10000). Incubation was followed by detection using chemiluminescence. Western-blot 157 

quantification was performed with Image LabTM 5.2.1 software (Bio-Rad Software). 158 

 159 
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Immunohistochemistry. 160 

Heart cryosections and isolated cardiomyocytes were immunostained for α-actinin 2. The 161 

samples were blocked and permeabilized before incubation with primary and secondary 162 

antibodies. Sections were mounted using ProLong Gold Antifade mountant with DAPI 163 

(Thermo Fischer Scientific) to counter-stain nuclei.  164 

To visualize t-tubule network, freshly isolated cardiomyocytes were stained with Di-8 ANEPPS 165 

(Invitrogen). The samples were imaged with a Nikon A1 confocal microscope (objective o.i. 166 

60x, N.A. 1.4, Nikon) and captured with NIS-Elements software. Directional analysis of α-167 

actinin 2 and t-tubule staining were performed with ImageJ, as described by Wagner et al.8 168 

 169 

Echocardiography  170 

Two-dimensional echocardiography was performed on mice anaesthetized with isoflurane 171 

using a Vivid 7 Dimension ultrasonography (GE Healthcare) with a 14-MHz transducer. Left 172 

ventricular diameter and free wall thickness, as well as septal thickness, were measured from 173 

long-axis images obtained by M-mode echocardiography. Systolic function was further 174 

assessed by calculation of the ejection fraction. 175 

 176 

Mathematical modeling of mouse ventricular action potentials 177 

We used the 2001 single-cell mouse model of Pandit and collaborators 178 

(http://models.cellml.org/electrophysiology). For the Scn5a+/ΔQKP model, late current was 179 

assumed to represent 3% of the peak current9 and both fast and slow steady-state inactivation 180 

curves were shifted by 6 mV to the depolarized potential, as experimentally observed (see figure 181 

4C and supplementary material online, Supplemental table 1). Time constants of fast and slow 182 

inactivation, τh and τj respectively, were also modified (see figure 3D) and SERCA2 Ca2+ flux 183 
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was reduced by 3 in order to correspond to the 3-fold increase of the [Ca2+]i transient decay 184 

time (see figure 5A). 185 

 186 

Statistics.  187 

Data are expressed as mean ± S.E.M. Statistical analysis was performed with Prism5 (GraphPad 188 

Software, Inc.). Significant differences were determined with Student t-test or Mann-Whitney 189 

U test for comparison of two groups. Wilcoxon test was used to compare paired values. Kaplan-190 

Meier analysis and log-rank test were used to compare the survival distributions. For more than 191 

two groups, 1-way ANOVA or Kruskal-Wallis test was performed with Bonferroni or Dunn 192 

post-test when appropriate. For percentage comparison, Fisher exact test was used. A P value 193 

below 0.05 was considered significant. 194 

 195 

Results 196 

Scn5a+/+-Flp and Scn5a+/ΔQKP-neo mice developed normally. Western blot analysis showed no 197 

appreciable difference in ventricular expression of Nav1.5 protein between Scn5a+/ΔQKP mice 198 

and WT mice (supplementary material online, Figure S2). Since no parameter allowed to 199 

discriminate WT mice from Scn5a+/+-Flp mice, we pooled these two groups in a single Scn5a+/+ 200 

group (see below and supplementary material online, Figure S3). 201 

 202 

Electrocardiographic phenotype and premature mortality in Scn5a+/ΔQKP mice 203 

ECG was recorded at the age of 3-4 weeks in all mice studied and at 2 weeks for a subset of 204 

mice. Figure 1A depicts representative examples of ECG recordings from 2- and 4-week-old 205 

anesthetized mice in sinus rhythm. Only ~30% of 2-week-old and ~20% of 3-4-week-old 206 

Scn5a+/ΔQKP mice were in sinus rhythm. In these mice, RR interval did not differ from that in 207 

Scn5a+/+ mice at 2 (137 ± 3 ms, n = 25 for Scn5a+/+ mice versus 141 ± 5 ms, n = 9 for 208 
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Scn5a+/∆QKP mice) or 4 (128 ± 1 ms, n = 142 for Scn5a+/+ mice versus 126 ± 4 ms, n = 22 for 209 

Scn5a+/∆QKP mice) weeks of age. However, Scn5a+/ΔQKP mice exhibited a marked prolongation 210 

of QTc interval compared to Scn5a+/+ mice. Ventricular conduction as reflected by QRS 211 

interval was also prolonged in Scn5a+/ΔQKP mice compared to Scn5a+/+ mice (Figure 1B), while 212 

atrial and atrioventricular conduction was not altered (data not shown). Most Scn5a+/ΔQKP mice, 213 

even at the age of 2 weeks, exhibited rhythm disorders. Indeed, functional second-degree 214 

atrioventricular block (fAVB), resulting from prolonged ventricular repolarization and 215 

refractoriness, occurred in ~30% of Scn5a+/ΔQKP mice (2/6 and 32/102 at 2 and 3-4 weeks 216 

respectively; Figure 1C). Spontaneous episodes of monomorphic and polymorphic premature 217 

ventricular beats and/or tachycardia (PVB/VT) were also observed in ~30% of 2-week-old 218 

Scn5a+/ΔQKP mice (2/6) and ~50% of 3-4-week-old Scn5a+/ΔQKP mice (48/102), whereas this was 219 

almost absent in Scn5a+/+ mice (1/161 in 3-4-week-old Scn5a+/+ mice; Figure 1C). One event 220 

of lethal ventricular fibrillation could be recorded in a 4-week-old Scn5a+/ΔQKP mouse (Figure 221 

1D). We failed to observe any atrial arrhythmia. In accordance with the pathology observed in 222 

patients, Scn5a+/ΔQKP mice displayed shortened life expectancy compared to control mice 223 

(median survival: 6.4 weeks; Figure 1E), without any difference between males and females. 224 

The number of mice exhibiting tachyarrhythmias and AVB progressively decreased with 225 

ageing, suggesting that mostly mice in sinus rhythm survived (Figure 1F).  226 

 227 

Abnormal cardiac function in 4-week-old Scn5a+/ΔQKP mice 228 

Heterozygous Scn5a+/ΔQKP offspring were born at a Mendelian frequency. At the age of 2 and 229 

4 weeks, they presented a small but significant lower body weight compared to Scn5a+/+ mice 230 

(Figure 2A-a). Four-week-old Scn5a+/ΔQKP mice also displayed some symptoms of congestive 231 

heart failure. Morphological examination of whole hearts and longitudinal sections from 232 

Scn5a+/ΔQKP mice indicated significantly larger left ventricular free-wall thickness compared to 233 
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Scn5a+/+ mice at 10 weeks of age, but not at 2 or 4 weeks (Figure 2B). At the cellular level, 234 

both α-actinin 2 and t-tubule network were disorganized at 4 but not 2 weeks of age in 235 

Scn5a+/ΔQKP mice (supplementary material online, Figure S4). Consistently, heart weight/tibia 236 

length ratio was significantly higher in Scn5a+/ΔQKP mice compared to Scn5a+/+ mice at 4 weeks 237 

(Figure 2A-b). Scn5a+/ΔQKP mice also exhibited cardiomyocytes hypertrophy, as indicated by 238 

their larger cell capacitance (supplementary material online, Table S1). At the same age, the 239 

echocardiography results show that both the septum and left ventricle free wall thickness was 240 

already larger, probably due to incomplete relaxation of the beating heart (supplementary 241 

material online, Figure S5). These structural alterations could be linked to altered Nav1.5 242 

macromolecular complex, as reflected by the lower interaction of Nav1.5 with N-cadherin in 243 

4-week old Scn5a+/ΔQKP mice compared to Scn5a+/+ mice (supplementary material online, 244 

Figure S6). In addition, the atria of Scn5a+/ΔQKP mice frequently contained organized thrombi. 245 

Lung weight/tibia length ratio was higher in 4-week-old Scn5a+/ΔQKP mice compared to 246 

Scn5a+/+ mice but neither pulmonary congestion nor edema was observed (Figure 2C). 247 

Regarding the right ventricular dysfunction, no significant alteration of the liver weight/tibia 248 

length was detected (data not shown). However, histological analysis showed chronic 249 

congestive liver with blood stasis in the capillary vessels between centroglobular and 250 

periglobular veins in all Scn5a+/ΔQKP mice but not in Scn5a+/+ littermates (Figure 2D). Finally, 251 

a small but significantly higher level of left ventricular fibrosis was observed in these animals 252 

compared to Scn5a+/+ mice (Figure 2E).  253 

 254 

Occurrence of a late Na+ current in Scn5a+/ΔQKP mice  255 

Figure 3A displays representative Na+ currents recorded from 4-week-old Scn5a+/+ and 256 

Scn5a+/ΔQKP cardiomyocytes. Peak current density was not affected by the QKP deletion (Figure 257 

3B) nor was the steady-state activation voltage dependence (Figure 3C and supplementary 258 
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material online, Table S1). Consistent with unchanged peak current density, the expression of 259 

Nav1.5 protein, tested by immunoblotting, showed no appreciable difference between 260 

Scn5a+/ΔQKP and Scn5a+/+ mice (supplementary material online, Figure S2). Steady-state 261 

inactivation was significantly shifted toward depolarized potentials in Scn5a+/ΔQKP 262 

cardiomyocytes (Figure 3C and supplementary material online, Table S1). As a consequence, 263 

the window current was increased. In addition, the slow and fast time constants of inactivation 264 

were significantly higher in Scn5a+/ΔQKP cardiomyocytes (Figure 3D). However, recovery from 265 

inactivation was similar between the two groups (supplementary material online, Figure S7 and 266 

Table S1). Finally, the TTX-sensitive late Na+ current measured at the end of a 350-ms 267 

depolarizing step was much larger in Scn5a+/ΔQKP cardiomyocytes (Figure 3E). 268 

 269 

Scn5a+/ΔQKP mice exhibit prolonged action potentials and early afterdepolarizations 270 

Ventricular action potential duration (APD) was dramatically prolonged in 4-week-old 271 

Scn5a+/ΔQKP mice (Figure 4A) at a pacing cycle length of 200 ms. In silico modelling showed 272 

that it may be also the case at shorter pacing cycle lengths (100 ms, Figure S8). Ventricular 273 

preparations from Scn5a+/ΔQKP mice displayed a depolarized resting membrane potential and a 274 

lower action potential (AP) amplitude compared to Scn5a+/+ mice (Figure 4B). There was also 275 

a 35%-lower dV/dtmax in Scn5a+/ΔQKP preparations compared to Scn5a+/+ preparations (104 ± 20 276 

V/s, n = 8, versus 159 ± 8 V/s, n = 8, respectively, P < 0.05, Student t-test). Scn5a+/ΔQKP mice 277 

exhibited prolonged APD30, APD50, APD70 and APD90 with respect to Scn5a+/+ mice (Figure 278 

4C). Action potential prolongation was associated with the occurrence of early 279 

afterdepolarizations in 9 out of 17 Scn5a+/ΔQKP ventricular preparations but in none of the 280 

Scn5a+/+ preparations (Figure 4D, see also supplementary material online, Figure S8A). Resting 281 

membrane potential was also depolarized and AP durations prolonged in left atrial Scn5a+/ΔQKP 282 

preparations (data not shown). 283 
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 284 

Scn5a+/ΔQKP mutation induces abnormal calcium cycling 285 

In the heart, intracellular Na+ concentration is a key modulator of Ca2+ homeostasis and 286 

increased intracellular Ca2+ concentration ([Ca2+]i) has been closely linked to arrhythmias.10 We 287 

thus investigated the [Ca2+]i homeostasis in ventricular cardiomyocytes of 4-week-old mice to 288 

detect any additional impairment. Figure 5A shows representative confocal line-scan images 289 

recorded from Scn5a+/+ and Scn5a+/ΔQKP cardiomyocytes that were field stimulated at 0.5 Hz. 290 

The amplitude of [Ca2+]i transients was moderately higher in Scn5a+/ΔQKP cardiomyocytes than 291 

in Scn5a+/+ cardiomyocytes. They were also characterized by longer time-to-peak and decay 292 

times (Figure 5A), all together suggesting a higher sarcoplasmic reticulum (SR) load and an 293 

impairment of the Ca2+ recycling. We also recorded Ca2+ activity in quiescent cardiomyocytes 294 

(Figure 5B). The percentage of cardiomyocytes exhibiting spontaneous Ca2+ waves and the 295 

frequency of Ca2+ waves were higher in Scn5a+/ΔQKP mice than in Scn5a+/+ mice, accompanied 296 

by a faster propagation speed (139.9 ± 2.6 µm/s, n = 99 versus 92.7 ± 6.6 µm/s, n = 10; P< 297 

0.001), confirming an impairment of the SR function. However, no change in Ca2+ wave 298 

amplitude was observed (peak F/F0, 2.6 ± 0.1, n = 101 versus 2.7 ± 0.1, n = 10). To analyze 299 

arrhythmogenic elementary Ca2+ release through RyR2 channels, we recorded spontaneous 300 

Ca2+ sparks in quiescent conditions. Although the mutation had no effect on Ca2+ spark 301 

frequency [in s-1.100 m-1, 0.3 ± 0.1 (10 Scn5a+/ΔQKP cardiomyocytes) versus 0.5 ± 0.1 (20 302 

Scn5a+/+ cardiomyocytes)], Ca2+ sparks in Scn5a+/ΔQKP cardiomyocytes were higher (peak F/F0, 303 

2.3 ± 0.1 versus 1.9 ± 0.1; P< 0.01), wider (full width at half-maximum amplitude in µm, 3.1 ± 304 

0.2 versus 2.0 ± 0.1; P< 0.001) and longer (full duration at half-maximum peak in ms, 305 

47.8 ± 3.6 versus 35.8 ± 2.4; P< 0.01, 66 from Scn5a+/ΔQKP cardiomyocytes versus 152 from 306 

Scn5a+/+ cardiomyocytes). 307 

To investigate the mechanism involved in the enhanced [Ca2+]i transient amplitude and time-308 
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to-peak, we evaluated the amount of Ca2+ stored in the SR. The Scn5a+/ΔQKP cardiomyocytes 309 

presented higher SR Ca2+ load (Figure 5C) without alterations of decay time of the caffeine-310 

evoked [Ca2+]i transients (4208 ± 651 ms, n = 6 versus 4210 ± 656 ms in Scn5a+/+ mice, n = 12), 311 

indicating no modification of the sodium/calcium exchanger (NCX1) activity.  312 

We also used an in silico model to further analyze the [Ca2+]i homeostasis. The model predicted 313 

that the mutation leads to both higher diastolic [Ca2+]i and [Ca2+]i transient amplitude at 2000-314 

ms cycle length, in agreement with the experimental results (supplementary material online, 315 

Figure S8). The model also allowed us to simulate the effects of the mutation on Ca2+ 316 

homeostasis at more physiological cycle lengths for mice (100 and 200 ms). In these conditions, 317 

both [Ca2+]i transient amplitude and diastolic [Ca2+]i elevations are exacerbated even if the SR 318 

Ca2+ load is predicted to be lower (supplementary material online, Figure S8).  319 

 320 

Remodeling of key Ca2+ handling proteins in Scn5a+/ΔQKP mice 321 

As we observed electrocardiographic and calcium cycle abnormalities in Scn5a+/ΔQKP mice, we 322 

investigated the expression of key Ca2+ handling proteins. As earlier suspected, NCX1 323 

expression was similar in both groups at 4 weeks (Figure 6A). Despite lower Ca2+ recycling 324 

kinetics, SERCA2 (Figure 6B; left) expression was also similar in both groups at the same age. 325 

Since SERCA2 activity is regulated by phospholamban (PLB), its expression and 326 

phosphorylation were tested by immunoblotting. Total PLB ventricular expression was 327 

significantly higher at 4 weeks. However, its CaMKII-dependent phosphorylation at Thr17 was 328 

significantly lower in Scn5a+/ΔQKP mice compared to Scn5a+/+ mice (Figure 6B; right). These 329 

alterations may underlie the prolongation of the [Ca2+]i transient decay phase. The expression 330 

of the ryanodine receptor (RyR2) was not altered in Scn5a+/ΔQKP mice. However, its level of 331 

CaMKII-dependent phosphorylation at Ser2808 was lower (Figure 6C). PKA activity is not 332 

modified in Scn5a+/ΔQKP mice, as reflected by the similar Ser16-phosphorylated PLB (pPLB-333 
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S16) and Ser2030 phosphorylated RyR2 (pRyR2-2030) expression compared to Scn5a+/+ mice 334 

(Figure 6B and 6C). 335 

Recent studies have linked INa,L with higher activity of CaMKII.11 As shown in Figure 6D, 336 

CaMKII ventricular expression was slightly, though significantly, higher in 2-week-old 337 

Scn5a+/ΔQKP mice versus Scn5a+/+ mice. However, at the age of 4 weeks, no significant 338 

difference in CaMKII ventricular expression was observed between Scn5a+/ΔQKP and Scn5a+/+ 339 

mice. Moreover, using an antibody against phosphoThr287-CaMKII, the active form of 340 

CaMKII, we found that CaMKII autophosphorylation (T287) in Scn5a+/ΔQKP mice was lower 341 

compared to Scn5a+/+ mice at 4 weeks (Figure 6D), consistent with the lower PLB and RyR2 342 

phosphorylation. We also observed that the level of CaMKII oxidation (Met281-282) was also 343 

lower in Scn5a+/ΔQKP mice, confirming lower activity of CaMKII in this model. Because 344 

CaMKII autophosphorylation and oxidation first require the formation of a Ca2+-345 

calmodulin/CaMKII complex, we investigated the expression of calmodulin and found that it 346 

was significantly lower in 4-week-old Scn5a+/ΔQKP mice (Figure 6E).  347 

Most interestingly, none of the Ca2+ handling protein expression was modified at the age of two 348 

weeks with the exception of CaMKII expression and oxidation, which were slightly higher. 349 

However, the similar levels of phosphorylated CaMKII suggest that CaMKII activity was 350 

slightly and transiently higher, when compared to Scn5a+/+ mice, in 2-week-old Scn5a+/ΔQKP 351 

mice only. Altogether, our results strongly suggest that remodeling of the Ca2+ handling protein 352 

expression observed at 4 weeks follows the electrical abnormalities that are already present at 353 

2 weeks of age.  354 

 355 

Acute pharmacological treatment of Scn5a+/ΔQKP mice 356 

Beta-blockers are commonly used for treating heart failure12 and long QT syndrome.13 357 

Therefore, we evaluated the effects of propranolol in vivo. Acute propranolol injection (0.3-1-358 
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3 mg/kg) had no effect on the incidence of arrhythmias in Scn5a+/ΔQKP mice (Figure 7A). In 359 

contrast, acute injection of ranolazine (IP, 30 mg/kg), which inhibits INa,L, suppressed 360 

arrhythmias (Figure 7B) and significantly decreased QTc interval in Scn5a+/ΔQKP mice, without 361 

affecting QRS duration (Figure 7C) or other ECG parameters (not shown). In Scn5a+/+ mice, 362 

ranolazine had no effect on any ECG parameter (supplementary material online, Figure S9). Ex 363 

vivo, ranolazine (10 µmol/L) shortened APD70 and APD90 in Scn5a+/ΔQKP mice (Figure 7D) and 364 

decreased early afterdepolarizations and even suppressed them in 2/4 preparations versus 4/4 365 

under baseline condition (Figure 7E). 366 

 367 

Discussion 368 

We have generated a knock-in mouse model carrying the delQKP1510-1512 mutation on Scn5a 369 

gene, a mutation equivalent to the SCN5A-delQKP1507-1509 mutation identified in LQTS3 370 

patients.5,6 Our study shows that 1) this model recapitulates the patients’ clinical traits, i.e. 371 

prolonged ventricular repolarization, conduction disorders, ventricular arrhythmias, cardiac 372 

structural disorders and a high incidence of premature death; 2) the mutation-induced alterations 373 

of Nav1.5 biophysical properties partly differ from those previously reported in an heterologous 374 

expression system5 and lead to a larger window Na+ current; 3) the dysfunction of Nav1.5 leads 375 

to arrhythmias, which precede structural defects, Ca2+ handling abnormalities and CaMKII 376 

downregulation; 4) ranolazine, an inhibitor of INa,L, partially normalizes repolarization of 377 

Scn5a+/ΔQKP mice and suppresses arrhythmias. 378 

 379 

The SCN5A-delQKP1507–1509 mutation was identified in two families. In the first one,5 the 380 

variant induced a QT prolongation, bradycardia and a PR interval prolongation to borderline 381 

values but neither arrhythmias, nor structural heart disease. In the second family,6 the phenotype 382 

was more severe with marked QT prolongation, conduction disorders, torsades de pointes, 383 
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ventricular fibrillation and a high incidence of sudden death. In addition, the surviving mutation 384 

carriers were diagnosed with DCM. Our study shows that Scn5a+/ΔQKP mice exhibit a similar 385 

phenotype to that of the second family, with a markedly prolonged QT interval associated with 386 

either 2:1 functional AVB or numerous episodes of ventricular tachycardia in a majority of 387 

mice. AVB was due to a particularly prolonged ventricular refractoriness, as evidenced on the 388 

ECG recordings (Figure 1C) by P waves preceding the T waves, rather than a true AV block 389 

that is localized in the AV node. In addition, the mice exhibited a longer QRS duration, most 390 

probably due lower Na+ channel availability when the cardiomyocyte resting membrane 391 

potential is less polarized as shown experimentally on AP and predicted in silico. Moreover, 392 

this model is characterized by high mortality at young age and signs of heart failure. The high 393 

incidence of tachyarrhythmias in Scn5a+/ΔQKP mice could account for the premature death, as 394 

supported by one recorded fatal event of ventricular fibrillation. Alternatively, cardiac failure 395 

cannot be excluded as the mechanism of death. 396 

Our study confirms that the mutation induces a late Na+ current as previously described in a 397 

heterologous expression system.5 But in contrast to this previous study, we did not observe a 398 

shift of steady-state activation towards positive voltages and faster recovery from inactivation. 399 

Moreover, we recorded a non-previously described shift of steady-state inactivation towards 400 

positive voltages, which is consistent with the implication of DIII-DIV loop in inactivation 401 

process14 and responsible for a larger Na+ window current. Discrepancies between heterologous 402 

expression systems and cardiomyocytes isolated from knock-in mice were previously 403 

reported,15,16 and the mouse models appeared to be more useful to elucidate the 404 

pathophysiological mechanisms of the SCN5A-related diseases. 405 

 406 

Two phases of disease development 407 

Scn5a+/ΔQKP mouse phenotype develops in two phases. The first one is mostly characterized by 408 
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electrical dysfunction. Indeed at 2 weeks of age, Scn5a+/ΔQKP mice only exhibit prolonged QT 409 

interval and ventricular arrhythmias without any detectable signs of cardiac structural defects. 410 

This phenotype can be explained by the abnormally large INa,L and Na+ window currents 411 

observed in Scn5a+/ΔQKP mice, which are responsible for AP prolongation and development of 412 

early afterdepolarizations, a likely trigger for arrhythmias.17 This is consistent with other 413 

SCN5A mutations involved in LQTS3.2,18,19 Similarly, mice with cardiac-specific expression of 414 

human N1325S-SCN5A (N1325S mice ) and knock-in mice carrying Scn5a-delKPQ1508-1510 415 

mutation (equivalent to human first described delKPQ1505-1507 mutation) also showed AP 416 

prolongation, EADS and spontaneous ventricular tachyarrhythmias.20,21 In the second phase, 417 

this primary electrical defect is followed by cardiac structural defects and mechanical 418 

dysfunction, e.g., cardiomyocytes and left ventricular hypertrophy, histological signs of 419 

congestive liver,22 organized thrombi in left atrium23 and increased lung weight, which has been 420 

also reported as a sign of heart failure in N1325S mice.20 This strongly suggests that cardiac 421 

structural defects are secondary to arrhythmias. This sequence of events has been previously 422 

shown in patients with SCN5A p.R222Q mutation, in whom heart failure was secondary to 423 

incessant multifocal ventricular tachyarrhythmias.24  424 

Cardiac hypertrophy in 10-week old Scn5a+/ΔQKP mice is not consistent with the DCM observed 425 

in some human SCN5A-delQKP1507–1509 mutation carriers.6 Scn5a+/ΔQKP mice, if they would 426 

survive arrhythmias, may develop a DCM, but this could not have been observed due to the 427 

very shortened life expectancy of these animals. Another SCN5A mutation leading to the 428 

deletion of phenylalanine in position 1486 has also been identified in patients exhibiting LQTS, 429 

severe arrhythmias and reduced left ventricular function.25 N1325S mice exhibit heart failure in 430 

addition to long QT interval and ventricular arrhythmias and are characterized by a marked 431 

cardiac fibrosis, which is less pronounced in our model. The age of development of the 432 

structural disease is older in N1325S mice and is more consistent with the age of fibrosis 433 
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development in heterozygous Scn5a knockout (Scn5a+/-) mice.26 Thus, despite a more severe 434 

phenotype observed in Scn5a+/ΔQKP mice compared to N1325S mice, the smaller amount of 435 

fibrous tissue could be explained by their young age. 436 

 437 

Abnormal Ca2+ homeostasis in Scn5a+/ΔQKP mice  438 

Cardiac hypertrophy and mechanical dysfunction in 4-week-old Scn5a+/ΔQKP mice is 439 

concomitant with alterations of Ca2+ homeostasis. Interestingly, Scn5a+/ΔQKP mice recapitulate 440 

the alterations of expression and/or function of proteins involved in Ca2+ homeostasis 441 

commonly found in hypertrophic cardiomyopathy. Indeed, although Scn5a+/ΔQKP 442 

cardiomyocytes exhibited slower [Ca2+]i transient decay time, evocative of a lower SERCA2 443 

activity, they did exhibit increased [Ca2+]i transient amplitude and SR Ca2+ content. 444 

In the heart, intracellular Na+ concentration is a well-known modulator of Ca2+ homeostasis.10 445 

The slowed INa inactivation, without alteration of the peak current, and the larger Na+ window 446 

current most likely increase the total amount of Na+ entry in Scn5a+/ΔQKP cardiomyocytes and 447 

consequently the amount of Ca2+ by activating NCX1 reverse mode. It has been shown that 448 

during the first part of the AP, the large Na+ current activates NCX1 in reverse mode, 449 

contributing to triggering [Ca2+]i transient.27,28 Thus the larger [Ca2+]i transient amplitude in 450 

Scn5a+/ΔQKP mice can be explained by larger amount of Na+ entry through the Na+ channel at 451 

each twitch. Alternatively, at low pacing rates, it can be due to the increased SR Ca2+ load. But 452 

this is most unlikely at more physiological rates for mice. Indeed, computer modeling shows 453 

that although the [Ca2+]i transient is still predicted to be of higher amplitude in Scn5a+/ΔQKP 454 

mice than in WT mice at pacing cycle lengths of 200 and 100 ms, SR Ca2+ overload is prevented 455 

by the lower SERCA2 activity, most likely because of a lower phospholamban CaMKII-456 

dependent phosphorylation. This is consistent with the lower M281-282 oxidation and T287 457 

phosphorylation levels of CaMKII, observed in our model in contrast to what is observed when 458 
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the late Na+ current is pharmacologically induced by means of ATX-II29,30 and to what has been 459 

shown in N1325S mice.31 This is also in contrast to what is commonly observed in heart failure.32 460 

One explanation for this discrepancy is the down regulation of calmodulin expression in 461 

Scn5a+/ΔQKP cardiomyocytes at 4 weeks of age. Indeed, CaMKII is canonically activated by 462 

calmodulin binding to its CaMKII binding site, which occurs when Ca2+ binds to CaM.33 Lower 463 

levels of calmodulin are thus expected to induce lower levels of CaMKII activation. The 464 

mechanisms of the down regulation of calmodulin is unclear but might result from an adaptation 465 

to the increased Na+ and Ca2+ influx during prolonged AP. Similarly, we did not observe any 466 

abnormal PKA activity unlike when the late Na+ current is pharmacologically increased.30 467 

Anyhow, this is consistent with the absence of effect of β-blockers on the arrhythmias (see 468 

below). 469 

The longer [Ca2+]i transient time to peak can be ascribed to poor excitation-contraction coupling 470 

due to transverse tubule disorganization in Scn5a+/ΔQKP mice, as observed in experimental 471 

models of hypertrophy.34 Non-canonical roles of voltage-gated sodium channels has already 472 

been reviewed35 and a recent study reveals the mechanisms by which Nav1.5 dysfunction can 473 

induce cardiomyopathy36. In link with these observations, structural remodeling could result 474 

from cytoskeletal perturbation secondary to abnormal interactions between Nav1.5 and its 475 

interacting proteins, including cytoskeletal proteins. Indeed, interaction of N-cadherin, a 476 

component of the Nav1.5 macromolecular complex, with the sodium channel is drastically 477 

lower in 4-week old Scn5a+/ΔQKP mice. Such a disturbed Nav1.5-N-cadherin interaction has 478 

been involved in arrhythmogenic right ventricular dysplasia, another cardiomyopathy36. 479 

Moreover, QKP amino acids are located near the α-actinin-2 interaction site of Nav1.5,37 and 480 

Scn5a+/ΔQKP mice clearly show a disorganized α-actinin 2 network. Interestingly, mutations in 481 

α-actinin-2 have been previously shown to induce both hypertrophic cardiomyopathy and 482 

ventricular arrhythmias.38  483 
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 484 

Ranolazine but not β-blockers suppresses spontaneous arrhythmias in Scn5a+/ΔQKP mice  485 

Ranolazine is a INa,L inhibitor known to reduce QTc interval, and to suppress early 486 

afterdepolarizations and torsades de pointes.39 Our study shows that acute ranolazine shortens 487 

QTc and normalizes heart rhythm of 4-week-old Scn5a+/ΔQKP mice, when cardiac remodeling 488 

has already started. In contrast to other Nav1.5 blockers, ranolazine does not affect QRS 489 

duration in Scn5a+/ΔQKP mice. Similarly, Moss et al. showed that ranolazine shortens QTc 490 

interval and improves diastolic dysfunction in LQTS3 patients, without affecting ventricular 491 

conduction.40 Moreover ranolazine may also exert an antiarrhythmic effect by inhibiting Na+ 492 

overload, which would prevent [Ca2+]i increase. 493 

The recent guidelines for LQTS management indicate that β-blockers represent the first way to 494 

use for patients.11 In our study, propranolol alone had no beneficial effects on ventricular 495 

arrhythmias, which is consistent with the fact that management of LQTS3 patients is more 496 

complex than other LQTS patients (e.g. LQTS1). In fact, in LQTS3 patients, bisoprolol alone 497 

has no beneficial effects, but significantly reduces arrhythmias when associated with 498 

ranolazine.41 This effect might be directly linked to the inhibition of INa,L and secondary 499 

shortening of repolarization, but also to a decrease of Ca2+ overload as shown in Scn5a-500 

delKPQ1507-1509 mutation.42 Whether chronic treatment with ranolazine in our model could 501 

prevent remodeling of Ca2+ handling proteins and cardiac insufficiency remains to be 502 

investigated. However, our results suggest that targeting INa L specifically may be sufficient to 503 

limit potentially lethal arrhythmias. The main advantages of our model are the severity and the 504 

rapid onset of the disease, which should facilitate pharmacological investigations not only for 505 

deciphering the pathophysiological mechanisms of SCN5A-related DCM, but also for 506 

preclinical screening of new antiarrhythmic drugs or late Na+ current inhibitors.  507 

 508 
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To conclude, Scn5a+/ΔQKP mice recapitulate the clinical phenotype of patients carrying the 509 

equivalent mutation, including QT prolongation, ventricular arrhythmias and structural 510 

remodeling. Interestingly, the Nav1.5 functional defect is associated with a lower CaMKII 511 

phosphorylation. The dysfunction of Nav1.5 leads to arrhythmias, which precede structural 512 

defects and key Ca2+ handling proteins remodeling. This mouse model constitutes a useful tool 513 

for preclinical screening of INa,L inhibitors. 514 

515 
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Figure legends 666 

 667 

Figure 1: Ventricular arrhythmias, long QT interval and premature mortality in 668 

Scn5a+/ΔQKP mice. A. Representative lead I ECGs of 2-week (left) and 4-week old Scn5a+/+ 669 

(+/+) and Scn5a+/ΔQKP (+/ΔQKP) mice. Scale bars, 50 ms. B. QTc interval and QRS complex 670 

duration in Scn5a+/+ and Scn5a+/ΔQKP mice at the age of 2 weeks (n = 19 and 6, respectively) 671 

and 3-4 weeks (n = 142 and 22, respectively). * P < 0.05, *** P < 0.001 (Mann-Whitney test). 672 

C. Top. Representative 2:1 functional atrioventricular block (fAVB) and episodes of ventricular 673 

tachycardia recorded in 2-week (left) and 4-week old Scn5a+/ΔQKP (right) mice. Scale bars, 100 674 

ms. Bottom. Incidence of fAVB (left) and premature ventricular beats and/or tachycardia 675 

(PVB/VT, right) at the 2 ages in Scn5a+/+ and Scn5a+/ΔQKP mice (same groups as in B). 676 

* P < 0.05, *** P < 0.001 (Fisher exact test). D. Representative episode of ventricular 677 

fibrillation recorded in a 4-week old Scn5a+/ΔQKP mouse. Scale bar, 500 ms. E. The survival 678 

curves show a significant increase in premature mortality in Scn5a+/ΔQKP mice (n = 19) 679 

compared to Scn5a+/+ mice (n = 34; *** P < 0.001; Log-rank test). F. Electrophysiological 680 

follow-up of Scn5a+/ΔQKP mice between the age of 3 and 10 weeks. 681 

 682 

Figure 2: Cardiac structural remodeling in Scn5a+/ΔQKP mice. A. a. Body weight of Scn5a+/+ 683 

and Scn5a+/ΔQKP mice at the age of 2 (n = 13 and 6, respectively) and 4 weeks (n = 113 and 72, 684 

respectively). * P < 0.5, *** P < 0.001 (Student t-test). b. Heart weight (mg) / tibia length (mm) 685 

ratio (HW/TL) of Scn5a+/+ and Scn5a+/ΔQKP mice at 2 weeks (n = 13 and 6, respectively) and 4 686 

weeks (n = 11 and 13, respectively). *** P < 0.001 (Mann Whitney test). B. Top. 687 

Representative histological sections of Scn5a+/+ and Scn5a+/ΔQKP hearts at 2, 4 and 10 weeks 688 

showing left ventricular hypertrophy in 10-week old Scn5a+/ΔQKP mice. Scale bar, 1 mm. 689 

Bottom. Mean values of right (RV) and left ventricular (LV) transversal free-wall thicknesses 690 
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of 2, 4 and 10-week-old Scn5a+/+ (n = 6-12) and Scn5a+/ΔQKP (n = 4-5) mice observed by 691 

histology. * P < 0.05 (Mann-Whitney test). C. Histological sections of 4-week old Scn5a+/+ and 692 

Scn5a+/ΔQKP lungs do not show any differences (left, scale bar, 100 µm), although lung weight 693 

(mg) / tibia length (mm) ratio (LW/TL) of Scn5a+/+ and Scn5a+/ΔQKP mice at 2 weeks (n = 20 694 

and 9, respectively) and 4 weeks (n = 11 and 13, respectively) indicates lung congestion at the 695 

second age. *** P < 0.001 (Mann Whitney test). D. Representative histological sections of 4-696 

week old Scn5a+/+ and Scn5a+/ΔQKP livers show chronic congestion in Scn5a+/ΔQKP mice with 697 

blood stasis in capillary vessels. Scale bar, 100 µm. E. Left. Representative left ventricular 698 

sections stained with picrosirius red from 4-week-old Scn5a+/+ and Scn5a+/ΔQKP mice. Scale bar, 699 

100 μm. Right. Quantification of left ventricular fibrosis (mean percentage of collagen per 700 

histological section) measured in 12 Scn5a+/+ and 8 Scn5a+/ΔQKP mice. ** P < 0.01 (Mann 701 

Whitney test). 702 

 703 

Figure 3: Impaired Na+ current in Scn5a+/ΔQKP cardiomyocytes. A. Superimposed Na+ 704 

currents during depolarization to various potentials from -80 mV to +25 mV (100-ms duration, 705 

0.2 Hz; holding potential: -120 mV) in 4-week old Scn5a+/+ and Scn5a+/ΔQKP cardiomyocytes. 706 

B. Current density-voltage relationships in Scn5a+/+ and Scn5a+/ΔQKP cardiomyocytes (n = 11 707 

and 9 from 6 mice per group). C. Superimposed steady-state activation (G/Gmax, voltage 708 

protocol as in A) and inactivation (I/Imax at –20 mV after a 350-ms voltage prepulse, 0.2 Hz) 709 

curves of Scn5a+/+ (n = 11-18 from 6-10 mice) and Scn5a+/ΔQKP (n = 9 from 6 mice) Na+ 710 

channels. Lines: Boltzmann fits of the data. Inset: increase of the window current in the 711 

presence of the mutation. D. Fast and slow inactivation kinetics of the Na+ current of Scn5a+/+ 712 

and Scn5a+/ΔQKP cardiomyocytes (n = 11 and 9 from 4 and 5 mice, respectively). * P < 0.05, 713 

** P < 0.01, *** P < 0.001 (protocol as in A, Bonferroni test). E. Left. Representative late Na+ 714 

currents at -20 mV obtained by subtraction of the current before and after application of 30 715 
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µmol/L tetrodotoxin (TTX) in Scn5a+/+ and Scn5a+/ΔQKP cardiomyocytes. Right. TTX-sensitive 716 

late Na+ current measured at the end of a 350-ms pulse (at -20 mV) in Scn5a+/+ and Scn5a+/ΔQKP 717 

cardiomyocytes (n = 6 from 5 and 3 mice, respectively). * P < 0.05 (Mann-Whitney test). 718 

 719 

Figure 4: Scn5a+/ΔQKP mice exhibit prolonged cardiac action potentials and early after-720 

depolarizations. A. Representative ventricle action potentials (AP) from 4-week old Scn5a+/+ 721 

and Scn5a+/ΔQKP mice recorded at a pacing cycle length of 200 ms. B. Resting membrane 722 

potential (RMP) and AP amplitude (APA) in Scn5a+/+ and Scn5a+/ΔQKP ventricle preparations 723 

(n = 8 in each group). * P < 0.05 (Mann-Whitney test). C. Ventricle AP durations at 30% 724 

(APD30), 50% (APD50), 70% (APD70) and 90% (APD90) of full repolarization in Scn5a+/+ and 725 

Scn5a+/ΔQKP (n = 8 in each group). * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001 (Mann-Whitney 726 

test). D. Example of early after-depolarization (EAD) observed in a Scn5a+/ΔQKP ventricle 727 

preparation. Right. Distribution of Scn5a+/+ and Scn5a+/ΔQKP mice exhibiting EADs or not. 728 

** P < 0.01 (Fisher exact test). 729 

 730 

Figure 5: Scn5a+/ΔQKP mice exhibit cardiac Ca2+ handling defects. A. Top. Representative 731 

line scan recordings of [Ca2+]i transients in Scn5a+/+ and Scn5a+/ΔQKP cardiomyocytes. Bottom. 732 

Amplitude (F/F0), time to peak and decay time of the [Ca2+]i transient (n = 20-21 from 4-3 733 

mice). * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001 (Student t-test). B. Left. Representative line scan 734 

recordings of spontaneous Ca2+ waves in Scn5a+/+ and Scn5a+/ΔQKP cardiomyocytes (n = 31 and 735 

23 from 4 and 3 mice, respectively). Right. Distribution of cardiomyocytes with or without 736 

waves (top, Fisher exact test) and wave frequency (bottom, Mann-Whitney test), ** P < 0.01. 737 

C. Sarcoplasmic reticulum Ca2+ load (SR load) in Scn5a+/+ and Scn5a+/ΔQKP cardiomyocytes 738 

(n = 14 and 7 from 4 and 3 mice, respectively). ** P < 0.01 (Student t-test). 739 

 740 



 

RÉSULTATS – Projet 1 : Mutation Nav1.5 et SQTL 

~ 129 ~ 

 

Figure 6: Remodeling of cardiac Ca2+ handling proteins between the age of 2 and 4 weeks. 741 

Expression of (A) Na+/Ca2+ exchanger (NCX1), (B) sarcoplasmic Ca2+ ATPase (SERCA2), 742 

phospholamban (PLB), Thr17-phosphorylated PLB (pPLB-T17) and Ser16-phosphorylated 743 

PLB (pPLB-S16), (C) ryanodine receptor (RyR2), Ser2808-phosphorylated RyR2 (pRyR2-744 

S2808), Ser2814-phosphorylated RyR2 (pRyR-S2814) and Ser2030-phosphorylated RyR2 745 

(pRyR2-S2030), (D) Ca2+-calmodulin-dependent kinase II (CaMKII), Thr287-phosphorylated 746 

CaMKII (p-CaMKII), and oxidized-CaMKII (oxCaMKII), and (E) calmodulin (CaM), in 2-747 

week and 4-week old Scn5a+/ΔQKP heart (n = 4-10). Protein expression is expressed as ratio to 748 

glyceraldehyde-3-phosphate deshydrogenase (GAPDH) expression and normalized to its 749 

respective Scn5a+/+ ratio (n = 4-14). * P < 0.05 (Mann-Whitney test). 750 

 751 

Figure 7: Acute pharmacological treatment of Scn5a+/ΔQKP mice. A. Left. Representative 752 

lead-I ECG at baseline and during propranolol treatment (IP, 0.3-1-3 mg/kg). Scale bar, 500 753 

ms. Right. Incidence of premature ventricular beats and/or ventricular tachycardia (PVB/VT) 754 

in Scn5a+/ΔQKP mice (n = 9) at baseline and during propranolol treatment. B. Left. 755 

Representative lead-I ECG at baseline and during ranolazine treatment (IP, 30 mg/kg). Scale 756 

bar, 500 ms. Right. Incidence of PVB/VT in Scn5a+/ΔQKP mice at baseline and during ranolazine 757 

treatment (n = 14). * P < 0.05 (Fisher exact test). C. QTc interval and QRS complex duration 758 

in Scn5a+/ΔQKP mice (n = 14) at baseline and during ranolazine treatment. *** P < 0.001 759 

(Wilcoxon test). D. Top. Representative examples of ventricular APs in Scn5a+/ΔQKP mice at a 760 

pacing cycle length of 200 ms before (Baseline) and after 10-min superfusion of ranolazine (10 761 

µmol/L). Bottom. APDs (as in 4C) in Scn5a+/ΔQKP mice before and after ranolazine exposure 762 

(n = 4). * P < 0.05 (Wilcoxon test). E. Representative examples of ventricular EADs in 763 

Scn5a+/ΔQKP mice at a pacing cycle length of 200 ms before and after ranolazine exposure.764 
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Online supplemental material 1 

 2 

Supplemental methods 3 

Generation of Scn5a+/ΔQKP mice.  4 

We used Flp/FRT-mediated targeting to delete residues 1510–1512 (QKP) in exon 26 of the Scn5a gene 5 

(Supplemental Figure 1A). A Scn5aΔQKP targeting vector was cloned based on a 129Sv-derived 10.6-kb 6 

BstBI/SpeI genomic subclone spanning exons 24–28. In exon 26, the nucleotides encoding QKP amino 7 

acids were deleted (CAG AAG CCC), and a silent BamHI site was introduced for screening and 8 

identification of the mutant allele. As an insertion site for the selection cassette (a neomycin resistance 9 

cassette flanked by FRT sites), a PstI restriction site 148 bp upstream of exon 26 was chosen. The neomycin 10 

cassette was inserted in counter-orientation, because of a cryptic splice site that causes mis-splicing, and 11 

consequently, a partial gene deletion or a hypomorph in the allele carrying the neo gene. 129Sv-derived 12 

embryonic stem cells harboring the deletion were injected into C57Bl/6 blastocysts. Four male chimeras 13 

were born and bred with Flp deleter mice. Agouti offspring with deleted neomycin cassette (expressing the 14 

deletion) showed a high mortality at 5-7 weeks of age, whereas offspring carrying the Scn5aΔQKP allele as 15 

well as the neomycin cassette were healthy. All genotypes appeared in Mendelian rates, and the full 16 

coincidence of mortality and genotype was highly suggestive of a high linkage of morbidity with the 17 

Scn5aΔQKP allele (mortality at 31-60 days in 15/15 Scn5aΔQKP F1 mice; no premature mortality in 20 18 

Scn5a+/ΔQKP-neo mice, and no premature mortality in 35 wild type offspring; another 8 wild type F1 offspring 19 

were eliminated upon weaning and screening). Therefore, all mice used in the present study resulted from 20 

mating between Scn5a+/ΔQKP-neo and Flp-deleter mice. Mice were bred from a mixed 129Sv X C57Bl/6 21 

background toward a C57Bl/6J background (F2 to F10 generations; most experiments performed on F4-F5 22 

generations). Genotyping was done using the 5' GCAGCCTGAAGAGCCCTTAATG 3' (E102.8) and 23 

5' AAGGGAGAGGCTCAGGTGAAC¬3' (E102.9) primers to identify Scn5a+/+ and Scn5a+/ΔQKP mice, and 24 
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5' GCAGCCTGAAGAGCCCTTAATG 3' and 5' GAAGGGGCCACCAAAGAACG 3' (P-#127) primers to 25 

identify Scn5a+/ΔQKP-neo mice (Supplemental Figure 1B). 26 

 27 

Electrocardiography.  28 

Mice were anaesthetized with isoflurane (Abbott Laboratories, USA) for ECG recording. Anesthetic 29 

induction was achieved at 2% to 2.5% isoflurane for 2.5 to 3 min, and anesthesia was maintained at 0.8% 30 

to 1.0%. Body temperature was maintained at 37°C with a heating pad (Harvard Apparatus, USA). Six-lead 31 

ECG was recorded with 25-gauge subcutaneous electrodes on a computer through an analog-digital 32 

converter (IOX 1.585, EMKA Technologies, France) for monitoring and off-line analysis (ECG Auto 33 

v3.2.0.2, EMKA Technologies). ECGs were analyzed as previously described.1 QT intervals were corrected 34 

for heart rate using Bazett formula modified specifically for mice, QTc = QT/(RR/100)1/2, with QT and RR 35 

measured in ms. 36 

 37 

Morphological and histological analysis.  38 

Mice were euthanized by cervical dislocation and lungs, liver and heart were isolated. Lung weight/tibia 39 

length and heart weight/tibia length ratios were determined. Then, the heart, lungs and liver were washed 40 

with PBS, fixed in 4% paraformaldehyde and embedded in paraffin. Serial sections of 5 μm were stained 41 

with haematoxylin/eosin or picrosirius red as previously described.2 Sections were examined with a classic 42 

light microscope (Nikon Eclipse E-600) and pictures acquired with NIS-Elements software (v4.10, Nikon, 43 

Japan). Right and left ventricular transversal free-wall thicknesses were quantified by averaging three 44 

measurements for each heart: one close to the apex, one in the middle and one close to the base. 45 

 46 

Patch-clamp experiments.  47 
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Isolation of cardiomyocytes. Four-week-old mice were heparinized (600 IU/kg i.p.) and killed by cervical 48 

dislocation. The heart was quickly excised and the aorta was cannulated in cold Ca2+-free Tyrode solution 49 

containing (in mmol/L): NaCl, 135; KCl, 4; NaH2PO4, 1.2; MgCl2, 1.2; glucose, 11; HEPES, 10 (pH 7.4 50 

with NaOH), and perfused for 2 minutes in a Langendorff system (37°C) with the same solution. Then, the 51 

heart was perfused with a low-calcium solution (0.1 mmol/L) containing 0.15 mg/mL collagenase II 52 

(350 U/mg, Worthington) and 0.03 mg/mL protease XIV (4.7 U/mg, Sigma) for 7-10 minutes. Stop solution 53 

(Tyrode solution with 0.15 mmol/L CaCl2) was used for 2 minutes and the digested heart was gently chopped 54 

and triturated in the same solution. Isolated cells were washed in this solution and calcium concentration 55 

was progressively increased up to 1 mmol/L after 30 min and kept in this solution at room temperature 56 

before use. Quiescent, rod-shaped cells with clear cross-striations and smooth surface were selected for 57 

current measurements.  58 

Electrophysiological recording. Whole-cell patch-clamp technique was used to record sodium current. The 59 

cells were locally superfused during INa recordings with solution contained (in mmol/L) NaCl, 14 or 140; 60 

CsCl, 109 or 5; CoCl2, 2.5; CaCl2, 1; MgCl2, 2; TEA-Cl, 25; glucose, 5; HEPES, 10 and mannitol, 20; 61 

(pH 7.4 with CsOH). The pipette solution was filled with (in mmol/L): CsCl, 50; CaCl2, 1; Na-pyruvate, 5; 62 

MgCl2, 3; Na2ATP, 2.5; gluconic acid, 70; EGTA, 10; HEPES, 10; (pH 7.2 with CsOH). pClamp software 63 

(Axon Instruments, Union City, CA, USA) and a VE-2 (Alembic Instruments, Montreal, QC, Canada) were 64 

used for recordings. Series resistance was compensated.  65 

Data were analyzed using pClamp (Axon Instruments) and Prism5 (GraphPad Software, Inc.). Activation, 66 

inactivation, recovery from inactivation and slow inactivation parameters were determined at room 67 

temperature (20-22°C) using conventional voltage-clamp protocols, from a holding potential of -120 mV 68 

and in the presence of 14 mM external Na+. All current measurements were normalized using the cell 69 

capacitance. To quantify the voltage dependence of steady-state activation, data from individual cells were 70 

fitted with the Boltzmann function. For steady-state inactivation, a modified Boltzmann function was used: 71 
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𝐼 =
𝐼max − 𝐼late

(1 + 𝑒−

𝐸pp−𝑉1
2

𝑖𝑛𝑎𝑐𝑡

𝐾 )

+  𝐼late 72 

where Imax-Ilate is the inactivating component and Ilate, the non-inactivating component of the Na+ current 73 

during the test-pulse. 74 

Data for the recovery from inactivation was fitted by a 2-exponential function. Persistent sodium current 75 

was measured in the presence of 140 mM external Na+ as the 30 µmol/L tetrodotoxin-sensitive current at 76 

the end of a 350-ms step at -20 mV. 77 

 78 

Action potential recordings.  79 

For these experiments, mice of either sex were used at the age of 4 weeks. After euthanasia by cervical 80 

dislocation, the heart was quickly removed and immersed in a cold modified Tyrode solution containing (in 81 

mmol/L): NaCl, 108; NaH2PO4, 1.8; NaHCO3, 25; KCl, 27; MgCl2, 1; CaCl2, 0.6; glucose, 55 (pH 7.4 with 82 

5% CO2). After careful dissection, left atrial or right ventricular free wall was mounted in a tissue bath 83 

chamber, the endocardial surface facing up, and superfused with a modified Tyrode solution, bubbled with 84 

95% O2-5% CO2 gas mixture, warmed to 37 ± 0.5°C and containing (in mmol/L): NaCl, 120; NaHCO3, 27; 85 

NaH2PO4, 1.2; KCl, 5.4; MgCl2, 1.2; CaCl2, 1.8; glucose, 10 (pH 7.4 with 5% CO2). The flow rate in the 86 

tissue chamber was 12 ml/min. Preparations were paced with 2-ms square wave pulses with amplitude of 87 

twice diastolic threshold through bipolar Teflon-coated silver electrodes. Action potentials (AP) were 88 

recorded with borosilicate glass microelectrodes (resistances 15–25 MΩ when filled with 3 mol/L KCl) 89 

coupled to a VF102 amplifier (BioLogic, France), digitized with an EMKA-converter, and displayed with 90 

iox 1.8.0.18 software (10 kHz sampling, EMKA Technologies). APs were recorded at a pacing cycle length 91 

of 200 ms. AP characteristics were measured at steady state. We measured the resting potential (RP), the 92 

AP amplitude (APA), the maximum upstroke velocity of phase 0 of the AP (dV/dtmax) and the AP duration 93 

at 30% (APD30), 50% (APD50), 70% (APD70) and 90% (APD90) of full repolarization. This protocol was 94 
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performed under baseline conditions and after 10 min of superfusion with ranolazine (Tocris Bioscience, 95 

UK) at a concentration of 10 µmol/L. This concentration was chosen on the basis of comparative 96 

pharmacological data published in mammalian heterologous expression system2 and on Scn5a+/∆KPQ mice.4 97 

 98 

Calcium imaging.  99 

Isolation of cardiomyocytes. Four-week-old mice were anesthetized with intraperitoneal pentobarbital 100 

injection (150 mg/kg). The hearts were quickly excised and the aorta were cannulated in cold solution 101 

containing (in mmol/L): NaCl, 113; KCl, 4.7; MgSO4, 1.2; KH2PO4, 0.6; NaH2PO4, 0.6; NaHCO3, 1.6; 102 

glucose, 20; HEPES, 10; taurine, 30 (pH 7.4 with NaOH), and perfused for 4 minutes in a Langendorff 103 

system (37°C) with the same solution. Then, the heart was perfused with a low-calcium solution (0.1 104 

mmol/L) containing Liberase (26 U/ml; TM Research Grade, Roche) for 7-10 minutes. Digested heart was 105 

gently triturated in stop solution (solution with 0.2 mmol/L CaCl2 and BSA 0.5 mg/ml). Isolated cells were 106 

washed and calcium concentration was progressively increased to 1 mmol/L. Quiescent, rod-shaped cells 107 

with clear cross-striations and smooth surface were selected for current measurements. Only rod-shaped 108 

cells, quiescent when unstimulated and excitable were used for the experiments. 109 

Imaging. [Ca2+]i transients and Ca2+ sparks were recorded in intact myocytes loaded for 30 minutes with 110 

fluorescent Ca2+ dye (Fluo-3 AM, 5 µmol/L) by dissolving Fluo-3 AM (50 µg) in 100 µl of DMSO-Pluronic 111 

F-127 mixture (4:1 weight),5 and in control perfusion solution (in mmol/L): NaCl, 140; KCl, 4; CaCl2, 1.8; 112 

MgCl2, 1.1; HEPES, 10; glucose, 10 (pH 7.4, with NaOH). To record [Ca2+]i transients, cells were excited 113 

at 0.5 Hz by field stimulation using two parallel platinum electrodes. Spontaneous Ca2+ sparks were obtained 114 

in quiescent cells after [Ca2+]i transients recordings. SR Ca2+ load was estimated by rapid caffeine (10 115 

mmol/L) application, after 1 min of stimulation to reach the steady state. Images were obtained with 116 

confocal microscopy (Leica TCS SP8, objective w.i. 63x, n.a. 1.2) by scanning the cell with a white laser. 117 

Fluorescence was excited at 505 nm and emissions were collected at >510 nm. The line scan was selected 118 
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parallel to the longitudinal cell axis. Image analyses were performed by homemade routines using IDL 119 

software (Research System Inc.). Images were corrected for background fluorescence. The fluorescence 120 

values (F) were normalized by the basal fluorescence (F0) in order to obtain the fluorescence ratio (F/F0). 121 

Ca2+ sparks were detected using an automated detection system,6 and as an amplitude of fluorescence 122 

fourfold the standard deviation of the image. This criterion limited the detection of false events while 123 

detecting most Ca2+ sparks. Rising time was measured as the time between maximum and minimum values 124 

of the second derivative of the fluorescence transient corresponding to the Ca2+ spark. 125 

 126 

Western blot analysis.  127 

Protein samples were prepared from left ventricular free walls. Tissues were snap-frozen in liquid nitrogen, 128 

homogenized in ice-cold lysis buffer containing (in mmol/L): NaCl, 100, Tris-HCl, 50, EGTA, 2, Na3VO4, 129 

2, 1% NP40 and protease inhibitors (pH 7.5 with NaOH) and centrifuged at 14000 x g for 15 minutes. Forty 130 

micrograms of proteins were separated on SDS-PAGE gels (4-15% Mini-PROTEAN® TGX Stain-FreeTM 131 

Precast Gels, Bio-Rad, France) and transferred on nitrocellulose membranes (Trans-Blot® Turbo™ 132 

Nitrocellulose Transfer Packs, Bio-Rad, France). Membranes were blocked and incubated with primary 133 

antibodies targeted against Nav1.5 (D9J7S, Cell Signaling technology; 1:1000), SERCA2 (PA5-29380 134 

Thermo Scientific; 1:2000), Na+/Ca2+ exchanger NCX1 (Santa Cruz Biotechnology; 1:1000), CaMKII 135 

(PA5-22168 Thermo Scientific; 1:1000), p-CaMKII (MA1-047 Thermo Scientific; 1:2000), ox-CaMKII 136 

(GTX36254 GeneTex; 1:1000), phospholamban (PLB; Santa Cruz Biotechnology; 1:1000), pPLB-T17 137 

(Santa Cruz Biotechnology; 1:5000), pPLB-S16 (Santa Cruz Biotechnology; 1:1000), type 2 ryanodine 138 

receptor (RyR2; MA3-925 Thermo Scientific; 1:2000), pRyR2-S2808 (A010-30 Badrilla; 1:4000), pRyR2-139 

S2814 (A010-31 Badrilla; 1:4000), pRyR2-S2030 (A010-32 Badrilla; 1:4000), N-cadherin (4061, Cell 140 

Signaling technology; 1:1000) and calmodulin (CaM; 05-173 EMD Millipore; 1:1000). In addition, an anti-141 

GAPDH antibody (Santa-Cruz Biotechnologies; 1:10000 dilution) was used as an external/internal control. 142 
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Next, membranes were incubated with the ad hoc secondary horseradish peroxidase (HRP) antibody (Santa 143 

Cruz; 1:10000). Incubation was followed by detection using chemiluminescence (ECL™ Prime Western 144 

Blotting Detection Reagent, GE Healthcare Amersham™, UK). Western-blot quantification was performed 145 

with Image LabTM 5.2.1 software (Bio-Rad Software). 146 

 147 

 148 

Acute pharmacological treatments.  149 

For these experiments, Scn5a+/∆QKP mice were used at the age of 3 weeks. Baseline ECG was recorded for 150 

2 min before intraperitoneal (IP) injection of ranolazine (30 mg/kg)7 or propranolol (0.3-1-3 mg/kg) and 151 

measurements were acquired for 10 min post-drug administration. Maximum effect on ECG parameters was 152 

measured and compared to ECG parameters before drug administration. 153 

 154 

Immunohistochemistry. 155 

Six µm-width heart cryosections and isolated cardiomyocytes were immunostained for α-actinin 2 using 156 

monoclonal antibody (clone EA-53, Sigma Aldrich) and Alexa Fluor 488 goat anti-mouse antibody IgG 157 

(Invitrogen). To realize cryosections, the hearts were removed, immediately snap-frozen in isopentane and 158 

conserved at -80°C until sections were included in Tissue-Tek OCT compound (Sakura) and cut. Heart 159 

sections were fixed in cold acetone for 10 minutes while isolated cells were fixed in 4% paraformaldehyde. 160 

The samples were put on slides, and then blocked and permeabilized in a solution containing 1% BSA, 0.5% 161 

X100 Triton and 10% normal goat serum for 30 minutes at room temperature. The slides were incubated 162 

with primary antibody (1/200) for 2 hours, washed three times with PBS and then incubated with secondary 163 

antibody (1/200) for 45 minutes at room temperature. After three 5-minute washes, slides were mounted 164 

using ProLong Gold Antifade mountant with DAPI (Thermo Fischer Scientific) to counter-stain nuclei.  165 
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To visualize t-tubules network, freshly isolated cardiomyocytes were put on 8-well Ibidi microslides, 166 

incubated with 10 µM Di-8 ANEPPS (Invitrogen) in the dark at room temperature, and washed three times 167 

before observation. 168 

The samples were imaged with a Nikon A1 confocal microscope (objective o.i. 60x, N.A. 1.4, Nikon, 169 

France) and captured with NIS-Elements software. 170 

Directional analysis of α-actinin 2 and t-tubules staining were performed with ImageJ, as described by 171 

Wagner et al.8 Percentage of α-actinin 2 or t-tubules oriented between -45° and 135° were quantified by 172 

using cell longitudinal axis as reference. Transversal/longitudinal ratios were measured by considering as 173 

transversal or longitudinal the staining oriented between 80° and 100° and -10° and 10° respectively. 174 

 175 

Echocardiography  176 

Two-dimensional echocardiography was performed on mice using a Vivid 7 Dimension ultrasonography 177 

(GE Healthcare) with a 14-MHz transducer. Mice were anaesthetized with isoflurane (Abbott Laboratories, 178 

USA). Anesthetic induction was achieved at 5% isoflurane for 2.5 to 3 min, and anesthesia was maintained 179 

at 2.5%. In order to observe a possible structural remodeling, left ventricular diameter and free wall 180 

thickness, as well as septal thickness, were measured from long-axis images obtained by M-mode 181 

echocardiography. Systolic function was further assessed by calculation of the ejection fraction. 182 

 183 

Mathematical modeling of mouse ventricular action potentials - Single-cell model 184 

We used the 2001 mouse model of Pandit and collaborators9. All the equations are found in the website, 185 

only the model modifications are shown here. On the Scn5a+/+ model, GNa was increased from 1.064 to 2 µS 186 

to obtain a dV/dtmax of around 100 V/sec. Stimulation was shortened from 5 ms to 1 ms and its amplitude 187 

was increased from -0.6 to -3 nA to keep the same amount of injected charges. The model was run using 188 

OpenCell. Maximum step size was 0.001 s. For the Scn5a+/ΔQKP model, the late Na+ current (when fast 189 
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inactivation is complete) represented 3% of the peak current10 and both fast and slow steady-state 190 

inactivation curves were shifted by 6 mV to the depolarized potential, as observed in figure 3: 191 

Slow inactivation:  192 

ℎ∞  =
1 − 𝟎. 𝟎𝟑

1 + 𝑒
(

𝑉𝑚+76.1−𝟔
6.07

)
+ 𝟎. 𝟎𝟑 193 

Fast inactivation:  194 

𝑗∞  =
1

1 + 𝑒
(

𝑉𝑚+76.1−𝟔
6.07

)
 195 

From figure 3 also, time constant of fast inactivation, τh is voltage independent between -35 and 0 mV and 196 

corresponds to the Scn5a+/+ value at -25 mV: 197 

τℎ =  𝟎. 𝟎𝟎𝟐𝟏𝟎𝟓𝟎𝟐 if Vm > -40 mV, else τh equation as for Scn5a+/+. 198 

Time constant of slow inactivation, τj is twice as much in the Scn5a+/+ model if Vm > -40 mV: 199 

τ𝑗 = 𝟐 × (0.01163
(1+𝑒−0.1 (𝑉𝑚 + 32 ))

𝑒−2.535×10−7 𝑉𝑚
), else τj equation as for Scn5a+/+. 200 

In addition, SERCA2 Ca2+ flux was reduced by 3 in order to correspond to the 3-time increase of the [Ca2+]i 201 

transient decay time (see figure 5A), as following: 202 

𝐽𝑢𝑝 = 𝟏
𝟑⁄ × 𝐾𝑆𝑅

𝑣𝑚𝑎𝑥𝑓𝑓𝑏 −  𝑣𝑚𝑎𝑥𝑟𝑟𝑏

1 + 𝑓𝑏 + 𝑟𝑏
 203 

See Pandit et al.11, for variables and constants definitions. 204 

 205 

Immunoprecipitations of Nav1.5 channel complexes 206 

Flash-frozen left ventricles from Scn5a+/+ and Scn5a+/∆QKP mice were homogenized in ice-cold lysis buffer 207 

containing (in mmol/L): NaCl, 100, Tris-HCl, 50, EGTA, 2, Na3VO4, 2, 1% NP40 and protease inhibitors 208 

(pH 7.5 with NaOH). Prior to the immunoprecipitation, 2 µg of Nav1.5 antibodies (rαNav1.5, Cell 209 
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Signalling, D9J7S) were cross-linked to 25 μl of protein G-magnetic beads. After a 20-minute rotation at 210 

4°C, 2 mg of ventricular soluble protein fractions and antibody-coupled beads were mixed for 2 hours at 211 

4°C. Magnetic beads were then collected and washed rapidly four times with ice-cold lysis buffer, and 212 

isolated protein complexes were eluted from the beads in a mix containing NuPAGE sample reducing agent 213 

and NuPAGE LDS sample buffer (1X) at 99°C for 10 minutes. Western blots were then realized as described 214 

above on immunoprecipitated fractions and total lysates.215 
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Supplemental table 1: Effects of QKP deletion on sodium channel biophysical parameters. 216 

 cell capacitance  current density  activation  inactivation  recovery from inactivation  

 (pF) 

 late at 

–20 mV 

(pA/pF) 

 

V1/2 

(mV) 

K 

(mV) 

 

V1/2 

(mV) 

K 

(mV) 

 

Afast 

(%) 

τfast 

(ms) 

τslow 

(ms) 

Scn5a+/+ 

136.4±7.9 

(23) 
 

–0.6±0.3 

(6) 

 

–33.9±1.0 

(11) 

4.6±0.1 

(11) 

 

–68.2±0.7 

(18) 

–7.5±0.3 

(18) 

 

83.7±1.4 

(11) 

3.3±0.4 

(11) 

43.4±8.4 

(11) 

Scn5a+/ΔQKP 

238.3±13.5*** 

(13) 
 

–2.0±0.5* 

(6) 

 

–35.3±1.1 

(9) 

3.9±0.2** 

(9) 

 

–62.3±1.0*** 

(9) 

–6.7±0.2 

(9) 

 

77.0±2.9 

(5) 

3.0±0.2 

(5) 

30.3±2.2 

(5) 

V1/2 and K; voltage for half-activation or -inactivation of the Na+ current and slope of steady-state activation and inactivation curves, respectively; 217 

Afast and τfast: coefficient and time constant, respectively, of the fast component of reactivation kinetics, τslow: time constant of the slow component. 218 

(n): number of cells; * P< 0.05; ** P< 0.01; *** P< 0.001 vs. Scn5a+/+ (Mann-Whitney test).219 
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Supplemental figure 1: generation of Scn5a+/ΔQKP mice. A. Scheme of the different alleles of the 

Scn5a locus. For selection of homologously recombined ES cells, an FRT-flanked neomycin resistance 

cassette (green) was used. After Flp mediated recombination (delNeo, lower panel), the neomycin 

resistance cassette was excised, leaving a single FRT site upstream of exon 26. The primer binding sites 

used for genotyping are indicated in black, and the resulting PCR products in light blue bars. B. PCR 

screening of Scn5a+/+, Scn5a+/ΔQKP-neo and Scn5a+/ΔQKP mice.  
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Supplemental figure 2: expression of cardiac Nav1.5. Nav1.5 expression in Scn5a+/+, Scn5a+/+-Flp, 

Scn5a+/ΔQKP-neo and Scn5a+/ΔQKP hearts. Protein level expressed as ratio to glyceraldehyde-3-phosphate 

deshydrogenase (GAPDH) expression and normalized to the Scn5a+/+ ratio (n = 4-5 in each group). * 

P < 0.05 versus WT (Kruskal-Wallis test).  
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Supplemental figure 3: similar ventricle Ca2+ handling protein expression in Scn5a+/+and 

Scn5a+/+-Flp mice. Expression of Na+/Ca2+ exchanger (NCX1), Ca2+-calmodulin-dependent kinase II 

(CaMKII), phosphoThr-287 CaMKII (pCaMKII), sarcoplasmic Ca2+ ATPase (SERCA2), 

phospholamban (PLB), and Thr17-phosphorylated PLB (pPLB-T17) in Scn5a+/+-Flp heart. Protein 

expression is expressed as ratio to glyceraldehyde-3-phosphate deshydrogenase (GAPDH) expression 

and normalized to its respective Scn5a+/+ ratio (n = 8 in each group). 
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Supplemental figure 4: α-actinin 2 and t-tubule networks are disorganized in 4- but not 2-week-

old Scn5a+/∆QKP mice. A. Top: Representative α-actinin 2 (green) immunostained histological sections 

from 2-week-old (a) and 4-week-old (b) Scn5a+/+ (left) and Scn5a+/∆QKP mice (right). Scale bars = 75 

µm. Bottom: zoom of the red frames and corresponding graphs showing the percentages of α-actinin 2 

oriented between -45° and 135° compared to longitudinal cell axis. Scale bars = 10 µm. B. (a) Top: 

Representative α-actinin 2 immunostained cardiomyocytes isolated from 4-week-old Scn5a+/+ (left) 

and Scn5a+/∆QKP mice (right). Nuclei are stained in blue. Bottom: zoom of the red frames and 

corresponding graphs showing the percentages of α-actinin 2 oriented between -45° and 135° 

compared to longitudinal cell axis. Scale bars, 10 µm. (b) Transversal / longitudinal ratio of α-actinin 

2 fibers compared to longitudinal cell axis measured on 30 cardiomyocytes from 3 different mice in 

each group. *** P < 0.001 (Student t-test). C. Top: representative di-8-ANEPPS-stained 

cardiomyocytes isolated from 2-week-old (a) and 4-week-old (b) Scn5a+/+ (left) and Scn5a+/∆QKP mice 

(right). Scale bars, 10 µm. Bottom: zoom of the red frames and graphs showing the percentages of t-

tubules oriented between -45° and 135° compared to longitudinal cell axis. Scale bars, 7.5 µm. 

Transversal / longitudinal ratio of t-tubules compared to longitudinal cell axis measured on 25-38 

cardiomyocytes from 2-week-old (c) and 4-week-old (d) mice (3 mice per group). *** P< 0.001 

(Student t-test). 
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Supplemental figure 5: signs of left ventricular hypertrophy in Scn5a+/ΔQKP mice. (A) 

Representative 2-D echocardiography images of the left ventricle of 4-week old Scn5a+/+ and 

Scn5a+/ΔQKP mice in sinus rhythm. Heart rate (HR) (B), structural remodeling (C, D and E) and 

systolic function (F) were assessed (n = 5 in each group). * P< 0.05 (Mann-Whitney test). 
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Supplemental figure 6: Changes in interactions of Nav1.5 and various components of the Nav1.5 

macromolecular complex in Scn5a+/ΔQKP mice. Representative Nav1.5, N-cadherin, Ca2+-calmodulin-

dependent kinase II (CaMKII) and calmodulin (CaM) western blots of immunoprecipitated proteins and 

total lysates from left ventricles of 2-week (left) and 4-week (right) old Scn5a+/+ and Scn5a+/ΔQKP mice 

(n = 5–8) probed with anti-Nav1.5 rabbit monoclonal antibody. Protein abundance is expressed as the 

ratio of precipitated protein signal to precipitated Nav1.5, normalized to the mean ratio in the Scn5a+/+ 

condition. ** P < 0.01 (Mann-Whitney test). 

  



 

                                                                   RÉSULTATS – Projet 1 : Mutation Nav1.5 et SQTL          

                                                                 

 

~ 155 ~ 

 

 

 

Supplemental figure 7: recovery from inactivation of cardiac Na+ current. Fractional recovery 

from inactivation in Scn5a+/+, and Scn5a+/ΔQKP cardiomyocytes (n = 11 from 6 mice and 5 from 3 mice, 

respectively) measured using a twin protocol (inset, 0.2 Hz). The data are the mean fractional current 

measured during the 2nd depolarization pulse following a repolarization to -120 mV for various 

durations after the 1st depolarization pulse. 
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Supplemental figure 8: in silico model of Scn5a+/∆QKP predicts an increase of both APD90 and 

[Ca2+]i compared to wildtype condition at cycle lengths of 2000, 200 and 100 ms. A. Left panels: 

simulated action potentials of Scn5a+/+ and Scn5a+/ΔQKP ventricular cardiomyocytes at steady-state at 

cycle lengths of 2000 ms (top), 200 ms (middle) or 100 ms (bottom). Right panels: respective 

cytoplasmic ([Ca2+]i; top) and junctional, (JSR), and non-junctional (NSR) sarcoplasmic reticulum 

[Ca2+], ([Ca2+]SR; bottom) until steady-state. Initial values of the models correspond to the CellML 

default values. B. Simulated values of APD90 (left panel) and of diastolic and peak [Ca2+]i (right panel) 

in Scn5a+/+ and Scn5a+/ΔQKP cardiomyocytes at cycle lengths of 2000, 200 and 100 ms at steady-state. 

 

Supplemental figure 9: ranolazine has no cardiac effect in Scn5a+/+ mice. ECG parameters in 

Scn5a+/+ mice at baseline and 10 min after ranolazine injection (IP, 30 mg/kg, n = 5-13).
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Projet 2 : Identification et caractérisation fonctionnelle des 

premiers variants rares sur le gène SLC8A1 associés à un SRP 

et un raccourcissement de l’intervalle QT. 

I. Résumé du projet 

Le SRP et le SQTC sont des pathologies rythmiques cardiaques rares diagnostiquées 

respectivement à l’ECG par une élévation de la jonction QRS-ST > 0,1 mV associée à la 

survenue de fibrillation ventriculaire et un intervalle QTc raccourci. Ces maladies sont 

associées à un risque élevé de fibrillation ventriculaire et de mort subite cardiaque. Sept types 

de SQTC congénitaux ont été décrits à ce jour chez l’Homme, liés à des mutations sur des gènes 

codants pour des canaux potassiques ou calciques, et dernièrement à un gène codant pour un 

échangeur chlore/bicarbonate. Un autre SQTC congénital, dû à une mutation sur OCTN2, un 

transporteur de la carnitine, a été identifié en 2016, mais les mécanismes liant la concentration 

de L-carnitine à la durée de l’intervalle QTc ne sont pas encore compris. Seulement 5 gènes, 

codant pour des canaux calciques, potassiques ou sodiques, ont été liés à un SRP, et le risque 

arythmique parmi les patients présentant un aspect de repolarisation précoce à l’ECG est 

difficile à mesurer. L’objectif de cette étude est de caractériser les effets fonctionnels de 

mutations nouvellement identifiées sur le gène SLC8A1, corrélées à un SRP associé à un 

raccourcissement de l’intervalle QT chez plusieurs patients. 

Grâce à une approche combinant un séquençage d’exome haut débit direct ou sur un panel 

de gènes candidats codant pour des canaux ioniques ou leurs partenaires, 5 variants rares ont 

été identifiés sur le gène SLC8A1, qui code pour l’échangeur cardiaque Na+/Ca2+ NCX1, chez 

5 cas index Français et 1 cas index Japonais (le même variant est retrouvé chez 2 individus 

Français non-apparentés). Ces individus présentent un aspect de repolarisation précoce à 

l’ECG, associé à un intervalle QTc raccourci et des épisodes de fibrillation ventriculaire. NCX1 

participe à la régulation de l’homéostasie calcique dans le cardiomyocyte en extrudant 1 ion 
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Ca2+ de la cellule contre l’entrée de 3 ions Na+. Cet influx net de charges positives dans la 

cellule produit un courant entrant dépolarisant pendant la phase plateau du PA cardiaque. Une 

étude de patch clamp réalisée sur des cellules COS-7 transfectées avec l’ADNc de SLC8A1 

sauvage ou possédant les 4 mutations étudiées fonctionnellement a montré que ces mutants 

diminuent la densité de courant INCX de 65% à 95%. Des mesures de capture de Ca2+ radioactif 

par les cellules exprimant l’échangeur muté ont démontré des perturbations de la prise en charge 

du Ca2+ via NCX1. Ces pertes de fonction de l’échangeur ont été corrélées à des défauts 

d’expression sarcolemmique de NCX1 pour 3 des 4 mutants, détectés visuellement par 

immunofluorescence et quantifiés par des analyses biochimiques. Dans le but de comprendre 

comment des mutations sur NCX1 pouvaient être responsables de pathologies chez l’Homme, 

une simulation de perte de fonction de 50% de NCX1, les patients étant porteurs hétérozygotes 

des mutations, a été effectuée à l’aide d’un modèle in silico de PA et de pseudo-ECG. Un 

raccourcissement de la durée du PA et de l’intervalle QT est prédit. La modélisation met 

également en évidence des perturbations du décours des transitoires calciques à l’échelle 

cellulaire et l’apparition d’un aspect de repolarisation précoce sur le pseudo-ECG 

Pour conclure, les premières mutations sur le gène SLC8A1 responsables d’une pathologie 

chez l’Homme ont été identifiées et induisent un SRP associé à un raccourcissement de 

l’intervalle QTc. L’étude fonctionnelle de ces variants a démontré que des pertes de fonction 

de NCX1 sont susceptibles de provoquer des perturbations électriques ainsi qu’au niveau de 

l’homéostasie calcique dans le cardiomyocyte. La modulation de la fonction de NCX1 pourrait 

donc constituer une nouvelle cible thérapeutique dans un contexte de SRP, de SQTC ou de 

fibrillation ventriculaire. 
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II. Article 

L’article portant sur le projet n°2 est en cours de préparation. Une version est néanmoins 

présentée ci-dessous.  
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Abstract 21 

 22 

Background. Early repolarization (ER) syndrome (ERS) and short QT syndrome (SQTS) are rare 23 

arrhythmogenic cardiac diseases diagnosed on the ECG by a QRS-ST junction elevation and a shortened 24 

QT interval respectively. They are associated with an increased risk of ventricular fibrillation (VF) and 25 

sudden death. Seven types of congenital SQTS have been described so far, due to mutations in genes 26 

encoding for potassium or calcium channels and lastly for a chloride-bicarbonate exchanger. Five genes, 27 

encoding for potassium, sodium or calcium channels, have been linked to congenital ERS so far but 28 

arrhythmic risk among patients presenting an ER pattern on the ECG is difficult to predict. The aim of 29 

this study was to describe the role of newly identified mutations in SLC8A1 gene associated with ERS 30 

and shortened QT interval. 31 

Methods and results. By applying a combined high throughput exome, gene-panel and direct 32 

sequencing approach, we identified 5 rare variants in the SLC8A1 gene, encoding the cardiac Na+/Ca2+ 33 

exchanger (NCX1), in 5 French index cases and 1 Japanese index case, all presenting shortened QT 34 

intervals associated with early repolarization pattern on the ECG and VF. NCX1 participates in Ca2+ 35 

homeostasis in cardiomyocytes by extruding 1 Ca2+ ion driven by the entry of 3 Na+ ions. This net influx 36 

of positive charges into the cardiomyocyte is responsible for a depolarizing current during the plateau 37 

phase of the cardiac action potential. Patch-clamp experiments realized in COS-7 cells transfected with 38 

wild-type or mutated SLC8A1 cDNA showed that 4 mutations tested functionally decrease INCX current 39 

densities by 65% to more than 95% and the fifth was predicted to disrupt a splicing donor site. Ca2+ 40 

homeostasis disturbances were investigated by measuring radioactive Ca2+ uptake and demonstrated 41 

defects of Ca2+ uptake in cells expressing mutated NCX1. Immunofluorescence and biotinylation assays 42 

show a trafficking defect at the plasma membrane for 3 out of the 4 NCX1 mutants studied. 43 

To further characterize how mutations in the SLC8A1 gene could lead to a shortened QT in patients, we 44 

simulated the effects of a 50% loss of function of NCX1 in an in silico model of ventricular action 45 

potential, in a single cell and a 165-cells transmural wedge. In 50% loss of function simulation, 46 

shortening of action potential and QT interval durations are predicted, in addition to the appearance of 47 

an ER pattern on the pseudo-ECG. This model also enlightens disturbances in the time-course of Ca2+ 48 

transients.  49 
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Conclusion. We identified the first mutations in SLC8A1 responsible for an ER and a shortened QT 50 

interval on the ECG associated with VF. The functional study of these variants has demonstrated losses 51 

of function of NCX1, leading to electrical disorders and disturbances of Ca2+ homeostasis. NCX1 could 52 

constitute a new therapeutic strategy in the context of ERS and SQTS. 53 

 54 

Key words: SLC8A1, NCX1, short QT syndrome, early repolarization syndrome, Ca2+ homeostasis, 55 

ventricular fibrillation.  56 
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Introduction 57 

 58 

Among cardiac repolarization diseases, the short QT syndrome (SQTS), first described in 20001, is a 59 

highly lethal rare cardiac electrical disease which has been diagnosed in approximately 200 cases 60 

worldwide until today2. It is characterized by an abnormally short repolarization phase of the ventricular 61 

action potential, which results in a shortened QT interval on the ECG and an increased risk of ventricular 62 

fibrillation (VF). A SQTS is diagnosed in the presence of a corrected QT interval (QTc) < 340 ms, or < 63 

360 ms in the presence of either family/clinical history or an identified pathogenic mutation3. Until 2017, 64 

6 types of congenital SQTS had been described, due to gain-of-function mutations in genes encoding 65 

potassium channels (KCNH24,5, KCNQ16, and KCNJ27) or to loss-of-function mutations in genes 66 

encoding L-type calcium channel subunits (CACNB2b, CACNA1C and CACNA2D18,9). In 2017, 67 

Thorsen et al., discovered that a loss-of-activity mutation in the SLC4A3 gene, which encodes for the 68 

Cl-/HCO3
- exchanger, was responsible for a type 7 SQTS associated with VF in 2 families, probably by 69 

increasing pHi, which results in a shortening of the action potential duration10. More recently, a study 70 

based on induced pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes from patients suffering from type 1 71 

SQTS, highlighted, in addition to a shortening of action potential duration, disturbances in Ca2+ 72 

homeostasis to be a part of the pathophysiological mechanisms inducing the SQTS in patients11. 73 

Early repolarization (ER) is defined by an elevation (> 0.1 mV) of the QRS-ST junction and 74 

characterized by a QRS slurring or notching on the ECG present in 2-10% of the general population12. 75 

ER has been associated with an increased risk of VF or resuscitated cardiac arrest and has been reported 76 

as an early repolarization syndrome (ERS)13,14. Mutations in genes encoding for Cav1.2 (CACNA1C, 77 

CACNB2b and CACNA2D1)15, responsible for a decrease in ICa,L, or in KCNJ816 and SCN5A17 genes 78 

have already been linked to ERS. ER and shortened QT interval can occur together in patients. Indeed, 79 

the frequency of ER has already been shown to be higher in patients with SQTS18. Conversely, a 80 

shortened QT interval is observed in individuals suffering from ERS19. 81 

NCX1, the cardiac Na+/Ca2+ exchanger, participates in the regulation of Ca2+ homeostasis in the 82 

cardiomyocyte by extruding 1 Ca2+ ion for the entry of 3 Na+ ions, thus generating a net influx of positive 83 
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charges into the cardiomyocyte which is responsible for a depolarizing current during the plateau phase 84 

of the cardiac action potential. Very interestingly, in the mouse, heart specific knockout of Slc8a1 gene, 85 

which encodes NCX1, results in a shortening of both action potential and QTc durations20,21. 86 

By applying a combined high throughput exome, gene-panel and direct sequencing approach on patients 87 

presenting with shortened QT interval and ER associated with VF, we identified 3 missense variants, 1 88 

truncating variant and 1 splice site variant in the SLC8A1 gene. Functional characterization of 4 of these 89 

mutants, performed by expressing human WT or mutated SLC8A1 cDNA in COS-7 cells, showed that 90 

all the mutants tested are responsible for NCX1 loss of function by decreasing the exchange current INCX. 91 

For 3 out of the 4 mutants, we demonstrated that these losses of function are due to trafficking defects 92 

of the mutated proteins. A decrease in Ca2+ uptake in cells expressing the different mutations was also 93 

observed compared to those expressing the WT form of NCX1. Finally, in silico simulation of the 65% 94 

to 95% NCX1 loss of function measured in vitro highlighted altered [Ca2+] during Ca2+ transients and 95 

recapitulated the phenotype observed in patients by shortening both action potential and QT durations 96 

and inducing the appearance of an ER pattern on the pseudo-ECG.   97 
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Methods 98 

Patient phenotyping 99 

This study conforms to the Declaration of Helsinki. It was conducted in accordance with the French 100 

guidelines for genetic research and with the approval of the local medical ethics committees. Informed 101 

written consent was obtained from all patients. Baseline 12-lead ECGs were recorded at a paper speed 102 

of 25 mm/s. Echocardiography or cardiac MRI have been performed and did not reveal any structural 103 

abnormalities. Quantitative and qualitative ECG parameters have been measured independently by an 104 

experienced cardiologist. 105 

 106 

Genetic analysis 107 

Genomic DNA was extracted from peripheral blood leukocytes using standard protocols. The French 108 

cases were sequenced using a high throughput gene-panel sequencing and direct sequencing of the 10 109 

coding exons of SLC8A1 (NM_021097.2). Primers are available on request. Gene panel design, 110 

sequencing and filtering was performed as previously described22. Variants identified were further 111 

considered if they were rare (MAF< 1.10-4) in the non-Finnish European or East Asian or in all 112 

population included in the Gnomad database (http://gnomad.broadinstitute.org) and if they modified the 113 

primary sequence of the protein. Variant annotation has been completed with prediction tools such as 114 

SIFT and PolyPhen and prioritization scores such as GERP and PHRED. Putative splicing site variant 115 

have been tested with two independent algorithms available through 116 

www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html and http://www.umd.be/HSF3. 117 

 118 

cDNA constructs 119 

Human WT and mutant SLC8A1 (NM_021097.2) cDNAs, coding for WT and mutant NCX1, were 120 

provided by OriGene in a pcDNA3.1 vector (pcDNA™3.1, V79020, OriGene). For immunofluorescence 121 

experiments and biotinylation assays, due to the poor efficacy of antibodies directed against NCX1, a 122 
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myc-tag sequence was inserted on the extracellular loop between transmembrane segments 2 and 3 of 123 

the exchanger.  124 

 125 

Transfection 126 

COS-7 cells obtained from the American Type Culture Collection were cultured in Dulbecco’s modified 127 

Eagle’s medium (GIBCO) supplemented with 10% foetal calf serum and antibiotics (100 IU/ml 128 

penicillin and 100 µg/ml streptomycin) at 5% CO2 and 95% air, maintained at 37°C in a humidified 129 

incubator. For patch clamp experiments and biotinylation assays, two micrograms of GFP-containing 130 

plasmid DNA (pEGFP-N3, Clontech, used as a negative control) or a pcDNA3.1 plasmid, encoding WT 131 

NCX1 or one of the 4 mutants tested (P687HfsX2, E578G, P940S, or L218H) were transfected using 132 

FuGene 6 (Roche Molecular Biochemical) according to the standard protocol recommended by the 133 

manufacturer. For patch-clamp experiments, cells were cotransfected with 90% of WT or mutant 134 

pcDNA3.1-NCX1 (1.8 µg) and 10% of GFP cDNA (0.2 µg) as a reporter gene. Cells were used 48 hours 135 

after transfection. 136 

To establish HEK293 stable cell lines, the cDNA of WT or mutated SLC8A1 was transfected into 137 

HEK293 cells using Lipofectamine™2000 (Invitrogen, San Diego, CA) as directed by the manufacturer. 138 

To select stably transfected cells, geneticin (G418 sulfate) at a concentration of 800 μg/ml was added 139 

for approximately 15 days, at which time surviving single colonies were isolated and cultured with 400 140 

μg/ml of geneticin for 1–3 weeks. 141 

 142 

Cellular Electrophysiology 143 

For patch-clamp measurements, cells were mounted on the stage of an inverted microscope and 144 

constantly superfused with a Tyrode solution containing (in mM): NaCl, 140; KCl, 5.4; CaCl2, 1.8: 145 

MgCl2, 1; NaH2PO4, 0.33; glucose, 5.5; HEPES, 5 (pH 7.4) at a rate of 2 mL/min. The bath temperature 146 

was maintained at 36.2±0.2°C. Stimulation and data recording were performed with Axon pClamp 10 147 

through a Digidata 1440A A/D converter (Molecular Devices) using an Alembic VE-2 amplifier 148 
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(Alembic Instrument). Patch pipettes (tip resistance: 1.8–2.5 MΩ) were pulled from soda lime glass 149 

capillaries (Kimble-Chase) and filled with a solution containing (in mM): NaCl, 20; BAPTA, 20; CaCl2, 150 

13 (433 nM free Ca2+); CsCl2, 120; MgCl2, 3; aspartic acid, 50; MgATP, 5; ryanodine, 0.2; HEPES, 10 151 

(pH 7.2 with CsOH). Once the whole-cell configuration was achieved, the cells were locally perfused 152 

with an extracellular solution containing (in mM): NaCl, 140; CaCl2, 2; MgCl2, 1; ouabain, 0.02; 153 

nifedipine, 0.01; HEPES, 5 (pH 7.2 with CsOH). INCX was detected as a 5 mM NiCl2-sensitive current. 154 

Series resistance was compensated. 155 

The current-voltage (I-V) relationship were obtained by applying voltage ramps to the cell. The 156 

membrane was initially depolarized from a holding potential of -60 mV to +80 mV then hyperpolarized 157 

from +80 to -120 mV and then depolarized back to -60 mV at a constant rate of 640 mV/s. The 158 

descending ramp (from +80 to -120 mV) was plotted in the I–V relationship. Ca2 + current (ICa), K+ 159 

currents, Na+/K+ pump current and Ca2 + release channels of the sarcoplasmic reticulum were blocked 160 

by nifedipine, Cs+, ouabain and ryanodine, respectively. The current amplitude was measured at +50 161 

mV and normalized to cell capacitance to obtain the current density. 162 

 163 

45Ca2+ uptake measurements 164 

Ca2+ uptake experiments were performed on HEK293 cells stably expressing WT or mutated NCX1 165 

grown under geneticin. Two millions cells per well were seeded on 12 well plates. Twenty four hours 166 

after passage, cells were incubated for 40-50 minutes in BSS buffer containing (in mM): NaCl, 146; 167 

KCl, 4; CaCl2, 0.1; MgCl2, 2; HEPES, 10; Glucose, 10; Ouabain, 1; Monensin, 0.01; 0.1% BSA, pH 7.4. 168 

Cells were then incubated in modified BSS buffer with equimolar substitution of NaCl by Choline-Cl 169 

and of CaCl2 by 45CaCl2 for exactly 1 minute. After 3 washes with PBS, cells were lysed with RIPA 170 

buffer containing (in mM): NaCl, 150; Tris-HCl, 50; 1% NP40; 0.1% SDS; 0.5% deoxycholate; 171 

complete protease inhibitor mixture from Roche Diagnostics. After transferring the liquid into new tubes, 172 

mix scintillation cocktail Ultima Gold™ (PerkinElmer) was added and the tubes were shaken vigorously. 173 

45Ca radioactivity was quantified by liquid scintillation counter Aloka LSC-5100 (Aloka, Japan). 174 

 175 
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Immunofluorescence 176 

COS-7 cells immunostaining was performed in Ibidi µ-slide (µ-slide 8 Well, Ibidi®). After 2 washes 177 

with PBS, cells were incubated during 1 hour in blocking buffer (PBS containing 1% BSA and 3% fish 178 

gelatin). Cells were then incubated during 1 hour at room temperature with anti-myc primary antibody 179 

(mouse monoclonal anti-Myc tag antibody, 05-724, clone 4A6, Merck Millipore; 1:200) diluted in 180 

blocking buffer. After 3 washes with PBS, cells were fixed during 10 minutes in 4% paraformaldehyde. 181 

Cells were washed 3 times in PBS and stained with fluorescent secondary antibody (AlexaFluor®488, 182 

Life technologies; 1:200) for 1 hour at room temperature in blocking buffer. After washes, cells were 183 

incubated during 10 minutes with Hoechst B2883 (Sigma; 1:1,000) diluted in PBS to counterstain nuclei, 184 

washed again twice and conserved in PBS with 0.4% paraformaldehyde until observation. The samples 185 

were imaged with a Nikon A1 confocal microscope (objective o.i. 60x, N.A. 1.4, Nikon, France) and 186 

captured with NIS-Elements software (v4.10, Nikon, Japan). 187 

 188 

Cell surface biotinylation assays and Western blots 189 

COS-7 cells grown in 35-mm dishes were washed twice with cold PBS, incubated with 0.5 mg/mL EZ‐190 

Link Sulfo‐NHS‐SS‐Biotin (Pierce) in PBS, pH 7.4, for 30 minutes on ice, and washed 3 times with a 191 

Tris–saline solution (10 mmol/L Tris, pH 7.4, 120 mmol/L NaCl) to quench the biotinylation reaction. 192 

Two hundreds microliters per dish of lysis buffer containing (in mM): NaCl, 100; Tris-HCl, 50; EGTA, 193 

2; Na3VO4, 1; NaF, 50; PMSF, 1; complete protease inhibitor mixture from Roche Diagnostics and 1% 194 

Triton X-100, pH 7.4 were added and the cells were detached from the dishes and lysed at 4°C during 195 

20 minutes on a rotating wheel. The detergent-soluble fraction was collected after a centrifugation 196 

(14,000g, 15 min, 4°C) and protein concentration was assayed (Pierce BCA protein assay kit; Thermo 197 

Fisher Scientific). To purify biotinylated cell-surface proteins, 2 µg of detergent‐soluble cell lysates 198 

were incubated during 2 hours at 4°C with 100 µL of NeutrAvidin‐conjugated agarose beads (Pierce). 199 

The complexes were washed 3 times with lysis buffer and the proteins were cleaved and denaturated for 200 

30 minutes at 50°C in 70 µL of a mix containing reducing (NuPage Sample Reducing Agent, Thermo 201 

Fisher Scientific) and denaturating (NuPage LDS Sample Buffer, Thermo Fisher Scientific) agents. After 202 
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centrifugation, eluted proteins were separated from the beads, collected and analysed by Western blot 203 

in parallel to total cell lysates, for which 40 µg of proteins per well were loaded. Both sarcolemmal 204 

fraction and total cell lysate were separated on SDS-PAGE gels (4-20% Mini-PROTEAN® TGX Stain-205 

FreeTM Precast Gels, Bio-Rad, France) and transferred on nitrocellulose membranes (Trans-Blot® 206 

Turbo™ Nitrocellulose Transfer Packs, Bio-Rad, France). Membranes were blocked and incubated with 207 

primary antibodies targeted against Myc tag (05-724, clone 4A6, Merck Millipore; 1:1,000), transferrin 208 

receptor (13-6800, Thermo Fisher Scientific; 1:1,000) and GAPDH (Santa-Cruz Biotechnologies; 209 

1:10,000). Next, membranes were incubated with the ad hoc secondary horseradish peroxidase (HRP) 210 

antibody (Santa Cruz Biotechnologies; 1:10,000). Incubation was followed by detection using 211 

chemiluminescence (ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagent, GE Healthcare Amersham™, 212 

UK). Signals of sarcolemmal fractions were normalized with respect to transferrin receptor staining and 213 

then normalized to the control condition. Western-blot quantification was performed with Image LabTM 214 

5.2.1 software (Bio-Rad Software). 215 

 216 

In silico simulations 217 

We used the 2011 single human ventricular cell model of O’Hara and collaborators23 to simulate the 218 

effect of NCX1 loss of function on ventricular action potential (AP) and Ca2+ homeostasis. According 219 

to our results obtained in vitro (Figure 2), we tested the effect of a 50% decrease in NCX1 function. The 220 

model was run using OpenCell (https://www.cellml.org/tools/opencell). All the equations are found in 221 

the publication of O’Hara et al., only the model modifications are shown here. For the mutated NCX1 222 

models, a factor of 0.5 was attributed to NCX1 current INCX. Thus, the equation become: 223 

𝐼𝑁𝐶𝑋= 𝟎. 𝟓 . (𝐼𝑁𝐶𝑋,𝑖 + 𝐼𝑁𝐶𝑋,𝑠𝑠) 224 

with 𝐼𝑁𝐶𝑋,𝑖 =  𝐺𝑁𝐶𝑋
̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅ . 0.8 . 𝑎𝑙𝑙𝑜𝑖 . (𝑧𝑁𝑎 . 𝐽𝑁𝐶𝑋,𝑁𝑎,𝑖 +  𝑧𝐶𝑎  . 𝐽𝑁𝐶𝑋,𝐶𝑎,𝑖) 225 

and 𝐼𝑁𝐶𝑋,𝑠𝑠 =  𝐺𝑁𝐶𝑋
̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅ . 0.2 . 𝑎𝑙𝑙𝑜𝑠𝑠 . (𝑧𝑁𝑎 . 𝐽𝑁𝐶𝑋,𝑁𝑎,𝑠𝑠 +  𝑧𝐶𝑎  . 𝐽𝑁𝐶𝑋,𝐶𝑎,𝑠𝑠) 226 

See O’Hara et al.23, for definition of variables and constants. 227 
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To test the effect of NCX1 loss of function on pseudo-ECG, the transmural wedge model of O’Hara et 228 

al.20 was used. It is based on a wedge comprising 60 sub-epicardial cells, 45 mid-myocardial cells and 229 

60 sub-endocardial cells. 230 

 231 

Statistics 232 

Data are expressed as mean ± S.E.M. Statistical analysis was performed with Prism5 (GraphPad 233 

Software, Inc.). Each variant was compared to the control condition by using Student t-test or Mann-234 

Whitney U test for comparison of two groups. A P value below 0.05 was considered significant.235 
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Results 236 

Clinical reports and genetic investigations 237 

Specific ECG patterns have been observed among 6 patients (5 French and 1 Japanese) presenting an 238 

early repolarization pattern in the inferior/lateral leads associated or not with a shortened QT interval 239 

(average QT: 308 ms ± 19 ms; QTc: 319 ms ± 7 ms) and with a high and narrow T-wave in V2-V3. No 240 

structural abnormality could be detected by cardiac echography or MRI. They have been diagnosed on 241 

average at 32 ± 6 years old and 5/6 are males. Furthermore among them, 3 experienced an episode of 242 

VF and 3 others presented syncope or palpitation (Table 1). Seven family members of 2 probands have 243 

been recruited and ECGs have been recorded. In both families, the brother and the mother of the proband 244 

were also presenting ECGs indices in favour of a QT shortening, a high and narrow T-wave and J-wave 245 

elevation (Figure 1A and 1D and supplemental figure 1). 246 

Genetic investigation identified rare (MAF < 1/1000) variants in the gene SLC8A1. Among the 6 247 

probands, 4 carry a missense variant among p.E578G, p.P940S, and p.L218H (p.P940S has been found 248 

in 2 unrelated French probands), one carries a frameshift variant (p.P687HfsX2) leading to a premature 249 

stop codon and one carries a splice site (IVS8+2T>C) variant 2 nucleotides after exon 8 (Figure 1). 250 

These 5 genetic variants affect highly conserved residues (Gerp Score: 5.7 ± 0.1) and their prediction 251 

score of pathogenicity is high (PHRED: 29.9 ± 1.93). Segregation study among the pedigree presented 252 

in figure 1A and 1D reveals a perfect concordance between the phenotype and the genotype. The 253 

IVS8+2T>C variant is predicted (www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html; http://www.umd.be/HSF3) to 254 

disrupt a donor splicing site after exon #8. 255 

 256 

NCX1 variants induce a decrease in INCX 257 

We tested the ability of p.E578G, p.P940S, p.L218H and p.P687HfsX2 variants to affect the current 258 

generated by NCX1 (INCX) during a voltage ramp protocol. Figure 2 displays whole-cell voltage-clamp 259 

analysis performed in COS-7 cells expressing WT or mutated NCX1. After recording the baseline 260 

current, 5 mM Ni2+ were applied, permitting the calculation of the Ni2+-sensitive current, which 261 

corresponds to INCX (Figure 2A). COS-7 cells transfected with GFP alone (control cells) showed little, 262 
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if any, INCX (Figure 2B). All variants induced a decrease in INCX (Figure 2C-F). Since all cells groups 263 

had comparable membrane capacitance (Supplemental Figure 2B), average current densities à +50 mV 264 

were calculated in order to compare the effects of the different variants. As shown in Figure 2G (see 265 

also supplemental figure 2A), current densities were decreased by 65% in cells expressing p.P687HfsX2 266 

and p.E578G variants in comparison to WT NCX1, and to almost 100% in cells expressing p. P940S 267 

and p. L218H variants. 268 

 269 

SLC8A1 variants decrease radioactive Ca2+ uptake through NCX1 270 

The effects of the variants on NCX1 function were further evaluated by measuring intracellular Na-271 

dependent 45Cao uptake. COS-7 cells stably expressing NCX1 WT or NCX1 with the 4 mutations studied 272 

were loaded with 45Ca, a radioactive Ca2+ isotope, in a free Na+ medium. After cell lysis, the amount of 273 

45Ca captured by NCX1 exchanger was estimated by liquid scintillation counting. Na+-dependent Ca2+ 274 

uptake was significantly decreased in cells expressing the 4 NCX1 mutants in comparison to COS-7 275 

cells expressing WT NCX1 and reached the level of control cells transfected with an empty pcDNA 3.1 276 

plasmid (Figure 3). These data show that SLC8A1 mutations are responsible for severe disturbances of 277 

the reverse mode of the Na/Ca exchanger. 278 

 279 

Lower sarcolemmal expression of mutated NCX1 280 

To obtain molecular details on mutated NCX1 losses of function, we investigated their sarcolemmal 281 

expression in transiently transfected COS-7 cells. We initially compared the anti-myc immunostaining 282 

patterns of COS-7 cells expressing WT or mutated NCX1 (Figure 4A). We first observed that the NCX1 283 

p.E578G mutant shows a peripheral staining that matches the sarcolemma, similar to what was observed 284 

in the WT NCX1 condition. In contrast, the 3 other mutants tested showed a qualitatively different 285 

staining. Indeed, p.L218H and p.P687HfsX2 mutants, the latter leading to a truncated NCX1 protein 286 

(see below), showed either an absence of fluorescence or a weak staining compared to the WT condition. 287 

Moreover the staining, when present, was cytosolic or located in the perinuclear space rather than in the 288 

sarcolemma, suggesting trafficking defects for these 2 NCX1 mutants. The p.P940S mutant exhibited a 289 
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heterogeneous phenotype with some transfected cells presenting a sarcolemmal WT-like NCX1 staining 290 

whereas other cells displayed misdirected proteins, as for p.L218H and p.P687HfsX2 mutants. 291 

To quantify the loss of mutated NCX1 sarcolemmal expression observed in immunofluorescence 292 

analysis, we performed biotinylation assays followed by western blot analysis. We observed WT or 293 

mutated NCX1 expression in both total cell lysates and biotinylated fraction (Figure 4B). No changes 294 

were observed in the total protein expression, except for the p.P687HfsX2 NCX1 mutant, which leads 295 

to a stop codon at two thirds of the protein (Figure 4B, total protein fraction). For this condition, we did 296 

not observe any signal at the theoretical NCX1 molecular weight (110 kDa) on the blot, whereas a 297 

truncated form of NCX1 (< 110 kDa) is detected in the total fraction. Concerning the biotinylated 298 

fraction, we observed that the 3 mutants that had shown defects in sarcolemmal NCX1 expression in 299 

immunofluorescence experiments (p.P687HfsX2, p.P940S and p.L218H) consistently showed a lower 300 

sarcolemmal expression in comparison to WT NCX1 (Figure 4C). This is not the case for the p.E578G 301 

mutant. Taken together, these results indicate that trafficking defects could be at the origin of the 302 

measured functional NCX1 losses of function for 3 out of the 4 mutants tested. 303 

 304 

In silico modelling of NCX1 loss of function 305 

With the aim of establishing a link between the NCX1 losses of function demonstrated in vitro and the 306 

patients' phenotype, we performed a computational simulation of the mutations effects on the human 307 

cardiac action potentials and pseudo-ECG. We first used an in silico single ventricular cardiomyocyte 308 

model in which we simulated the effects of a 50% loss of INCX in M cells. At steady state (1,000th action 309 

potential, cf. supplemental figure 4) and at a cycle length of 1,000 ms, this decrease in exchange current 310 

is predicted to induce a 21 ms shortening of the mid-myocardial ventricular action potential at 90% of 311 

complete repolarization (APD90; 329 ms for 100% INCX condition versus 308 ms for 50% INCX condition; 312 

Figure 5A). By affecting the same parameters on the transmural wedge model of O’Hara and 313 

collaborators, we observed that a shortening in the action potential duration leads to a shortening of the 314 

QT interval on pseudo-ECGs at the 1 000th beat (Figure 5B). Very interestingly, an ER pattern is 315 

predicted to appear on the pseudo-ECG. The shortening of the action potential is predicted to be present 316 
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also in sub-endocardial and sub-epicardial cells at a cycle length of 1,000 ms and, to a lesser extent, at 317 

a cycle length of 500 ms (supplemental Figure 3A and 3B). At this latter frequency, the QT interval 318 

duration seems to be only slightly decreased in the 50% INCX condition compared to the 100% INCX 319 

condition (supplemental Figure 3C). 320 

Due to the physiological role of NCX1 in the regulation of Ca2+ homeostasis, we analysed the predicted 321 

time course of [Ca2+]i transients when INCX is decreased to 50%. At a cycle length of 1 000 ms, the model 322 

predicts a progressive increase with time of the peak [Ca2+]i , leading to a 2 fold higher [Ca2+]i in 50% 323 

INCX condition compared to 100% INCX condition when the steady state is reached in M cells (Figure 5C). 324 

This phenomenon is also observed in sub-endocardial and sub-epicardial cells (supplemental Figure 4).  325 
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Discussion 326 

 327 

In this study, we show the association between variants in the SLC8A1 gene, which encodes NCX1, and 328 

a form of ERS associated with shortened QT interval and VF. We also demonstrate that those variants 329 

lead to NCX1 loss of function, which can be explained by lower NCX1 sarcolemmal expression for 330 

three out of the four variants tested. Finally, our in silico simulation show that a 50% decrease in INCX, 331 

consistent with our in vitro results, can induce not only a shortening of ventricular action potentials and 332 

thus, a shortening of the QT interval, but also the appearance of an ER pattern on the pseudo-ECG. It 333 

also highlights disturbances in Ca2+ cycle as a potential arrhythmogenic mechanism in NCX1-related 334 

ERS and SQTS. 335 

To our knowledge, this study is the first to report NCX1 as a novel gene involved in an inherited cardiac 336 

arrhythmic disease. A previous study investigating the effects of a NCX1-truncating mutation generated 337 

in zebrafish reported the occurrence of cardiac fibrillation in these animals,24 but no mutation had been 338 

described so far in human. Yet, alterations in NCX1 expression and/or function have already been 339 

indirectly linked to cardiac diseases. In particular, higher NCX1 function and expression has been 340 

reported in the context of cardiac repolarization disease25 or heart failure26,27. Moreover, NCX1 has been 341 

shown to play a key role in arrhythmogenic events through the generation of delayed 342 

afterdepolarizations28. 343 

All SLC8A1 variants that we investigated led to a partial to complete loss of function of NCX1. The 344 

NCX1 exchanger is the major Ca2+ extrusion pathway in cardiac cells and acts in an electrogenic manner, 345 

by extruding 1 Ca2+ ion for the entry of 3 Na+ ions. This net influx of positive charges in the 346 

cardiomyocyte generates a depolarizing current during the plateau phase of the action potential. A loss 347 

of function of NCX1 is thus not surprising in the context of the patients' phenotype characterized by an 348 

early repolarization pattern and a QT interval shortening. Consistently, cardiac specific knockout of the 349 

SLC8A1 gene in mouse induces a shortening of both action potential and QTc interval durations in 350 
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isolated cardiomyocytes and on ECG recordings respectively20,21. Conversely, mice with cardiac NCX1 351 

overexpression exhibit a prolonged action potential duration29. Thus, the decrease in INCX observed with 352 

the 4 NCX1 mutants studied here possibly shortens action potential duration by reducing the 353 

depolarizing current during the plateau phase of the action potential and can be, at least in part, at the 354 

origin of the QTc interval shortening in the patients. This hypothesis is supported by our in silico data 355 

showing a shortening in action potential and QTc interval durations in conditions in which INCX is 356 

reduced by 50%, which corresponds to the happloinsufficiency expected in the patients with the most 357 

severe mutations. However, the action potential and QT interval shortening predicted by the model is 358 

rather modest compared to what is observed in most patients. This suggests that other mechanisms might 359 

be involved. Actually, this is what is observed in knockout mice, in which part of the action potential 360 

shortening is due to (i) a reduction of the amplitude and an acceleration of the inactivation of the L-type 361 

Ca2+ current and (ii) an increase in Kv4.2 expression leading to a larger transient outward K+ current, 362 

one of the main repolarizing currents in mouse20,21. 363 

Our study also correlated mutations in the SLC8A1 gene with ERS. Little is known about the 364 

mechanisms responsible for this pathology. ERS has been proposed to result from abnormally large 365 

transmural differences in the magnitude of the early repolarization phase of the cardiac action potential 366 

and could be caused by an increase in transient outward K+ current (Ito)30. We can hypothesize that in 367 

our case, NCX1 loss of function can lead to a higher Ito current and induce an early repolarization pattern. 368 

The mathematical model predicts a small increase in Ito, concomitant with the ER pattern on the pseudo-369 

ECG. Both phenomena are predicted to be particularly small but an additional increase in Ito due an 370 

increased expression of the underlying channel subunits, as observed in cardiac-specific NCX1 371 

knockout mice,20,21, cannot be excluded. Moreover, a decrease in INCX has been proposed to participate 372 

in the mechanisms leading to a J point elevation during hypercalcemia31. This phenomenon could be the 373 

consequence of increased transmural differences in the action potential notch, due to the INCX 374 

heterogeneity through the ventricular wall32. 375 
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As demonstrated with the p.A39V mutation in Cav1.28 and with the mutation p.R370H in AE3 376 

exchanger10 that induce congenital SQTS, defects in sarcolemmal expression or trafficking defects is 377 

likely to be at the origin of the observed NCX1 losses of function in 3 out of our 4 NCX1 mutants, 378 

leading to a happloinsufficiency in the affected patients. On the other hand, p.E578G mutant, when 379 

expressed in COS-7 cells, exhibits only a 50% decrease in INCX and Ca2+ uptake and a WT-like 380 

sarcolemmal localization and expression. Thus, we can hypothesize that the loss of function due to the 381 

expression of the p.E578G mutant can originate from alteration in Na+ and/or Ca2+ transport, as it is 382 

thought to be the case in others SQTS-related mutations that do not impact the trafficking of the mutated 383 

protein8,9. This idea is supported by the fact that this missense mutation, which replaces a negatively 384 

charged amino acids by a neutral one, is located in the second Ca2+ binding domain of NCX1. Point 385 

mutations in this Ca2+ binding domain have already been shown to almost entirely abolish Ca2+ binding33. 386 

As seen in immunofluorescence and biochemical results, p.P940S mutant shows a heterogeneous 387 

phenotype concerning its expression, with some cells presenting a sarcolemmal expression of the 388 

mutated NCX1 protein whereas others exhibit a lower sarcolemmal expression. These differences could 389 

be linked to the use of a suboptimal heterologous overexpression system model in this study. 390 

Among the 4 NCX1 mutants studied, the p.P687HfsX2 mutant shows only a 50% reduction in exchange 391 

current measured by patch clamp experiments compared to the WT NCX1 condition. The persistent INCX 392 

observed in COS-7 cells expressing p. P687HfsX2 mutant is confusing since this mutation leads to a 393 

truncated protein and almost no signal is observed in immunofluorescence experiments. As the protein 394 

is truncated after the fifth transmembrane segment among the 10 segments comprising NCX1, one can 395 

hypothesize that the amount of current observed in this condition could be due to a dimerization of 396 

truncated exchangers that would produce a residual current, reminiscent of dimerization of full-length 397 

NCX1 described in the literature34. 398 

In silico simulation of APs and ECGs predicts that a 50% reduction of INCX leads to abnormal Ca2+ 399 

transients in cardiac cells, with a 2-fold increase in [Ca2+]i at the peak of [Ca2+]i transients. Disturbances 400 
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in the time course of [Ca2+]i transients have already been observed when a truncating NCX1 mutation is 401 

induced in a zebrafish model of cardiac fibrillation21. Recently, a higher incidence of early and delayed 402 

afterdepolarization-like events on [Ca2+]i transients recordings has also been shown in the first induced 403 

pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes model of SQTS111. Taken together, these data and ours 404 

suggest that, in addition to a shortening of the action potential duration and thus of the refractory periods 405 

in cardiac cells, Ca2+ homeostasis disturbances could be involved in the mechanism of arrhythmias in 406 

SQTS. 407 

Our study has certain limitations that need to be considered. First, genetic investigations have only been 408 

performed by exome sequencing in Japanese cases whereas the French cases have been tested using a 409 

panel gene screening or direct Sanger sequencing approach. Even if 5 different mutations in the SLC8A1 410 

gene from different families have been correlated with a SQTS or ERS associated with VF (with 411 

p.P940S variant found in 2 unrelated probands) after precluding any other mutation in genes encoding 412 

ion channels or partner proteins, genome-wide (coding regions) sequencing would have been a more 413 

rigorous approach to ensure the causality of the variants. Moreover, the variant located in a splice site 414 

was not functionally characterized. Exon trapping assays are in progress to determine if the mutation 415 

leads to splicing defects. Furthermore, the functional characterization of the mutations was performed 416 

in a heterologous overexpression system, in a quite different context to that of a cardiomyocyte, and this 417 

can account for some discrepancies observed in our study. Future studies in knock-in mice and induced 418 

pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes models would help to understand the pathophysiological 419 

mechanisms of SLC8A1-related ERS and SQTS in a more relevant environment. 420 

To conclude, we reveal SLC8A1 as a new gene involved in genetically- inherited human diseases. We 421 

identified 5 mutations responsible for an ER pattern and a shortened QT interval on the ECG associated 422 

with VF. Those mutations lead to NCX1 losses of function probably due to defects in sarcolemmal 423 

expression of the exchanger in 3 out of 5 mutants tested. In silico simulation of the mutation effects 424 

predicts shortening in both action potential and QT durations, associated with the appearance of an ER 425 
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pattern on pseudo ECG and that Ca2+ transients disturbances could participate to the mechanisms at the 426 

origin of the phenotype observed in patients.  427 
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 543 

Table 1: Clinical parameters of the patients carrying rare variants in SLC8A1 gene 544 

 545 

Abbreviations are: SQT, short QT interval; JW, J wave; VF, ventricular fibrillation; RCA, resuscitated cardiac arrest; ER, early repolarization546 

Variants 

Protein 

 

p.P687HfsX2 

 

IVS8+2T>C   p.E578G 

 

p.P940S 

 

  p.L218H 

Nucleotide c. 2060 delC 2269+2T>C   c. 1733 A>G c. 2828 C>T   c. 653 T>A 

Age (years)  18  31   32  55 15    43 

Diagnosis  SQT + JW  SQT + JW   SQT + JW  SQT JW    SQT + JW 

VF  VF + RCA  No, syncope 

  

VF + RCA  

No, 

palpitation 

+ angor 

No, 

syncope 
 

  

VF 

ECG 

QTc (ms)  286  317   329  320 336    331 

ER  Slur  Slur & notch   Slur  No Slur    Slur & notch 
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 547 

Figure legends 548 

Figure 1: Electrocardiographic patterns and identification of rare variants in patients with early 549 

repolarization syndrome (ERS) and shortened QT interval. A. Top. Sequencing result showing 550 

deletion of a nucleotide C at position 2060 in the SLC8A1 gene. Bottom. Pedigree of the family with the 551 

c.delC 2060 variant in the SLC8A1 gene. Squares represent males and circles represent females. 552 

Individuals presenting an ER pattern and/or a shortened QT interval are in black whereas others are in 553 

white. Mutation carriers are marked by +/- whereas non-carriers are marked by -/-. The proband is 554 

marked with an arrow. He had a QTc of 286 ms and ER patterns (red arrows). He also had episodes of 555 

VF and a resuscitated cardiac arrest. B. Top. Sequencing result showing the variant c.1733 A>G in the 556 

SLC8A1 gene. Bottom. Representative ECG of an index case presenting with an ERS (ER patterns are 557 

indicated by red arrows) associated with a shortened QT interval (QTc = 329 ms). The patient had a 558 

resuscitated cardiac arrest. C. Top. Sequencing result showing the variant c.2818 C>T in the SLC8A1 559 

gene. Bottom. Representative ECG of an individual carrying the variant c.2818 C>T in the SLC8A1 560 

gene. He presented a QTc of 336 ms and ER patterns (red arrows). D. Top. Pedigree of a family with 561 

the c.2269 +2T>C variant in the SLC8A1 gene. Bottom. Representative ECG of the proband, who 562 

showed an ERS (ER patterns are indicated by red arrows) associated with a short QT interval (QTc = 563 

317 ms). E. Representative ECG of an individual carrying the c.653 T>A variant in the SLC8A1 gene. 564 

He showed a QTc of 331 ms, an ER pattern (red arrows) and episodes of VF. F. Scheme of NCX1 565 

showing the location of 4 newly identified variants. Numbers indicate the 10 transmembrane segments 566 

of the exchanger. XIP: 20-amino acids auto-inhibitory segment. CBD1/2: Ca2+-binding domains on the 567 

intracellular regulatory f-loop of NCX1. 568 

 569 

Figure 2: NCX1 variants induce a decrease in NCX1 current (INCX). A-F. Representative INCX traces 570 

before and during cell perfusion with 5 mM Ni2+ (left) and corresponding I-V curves obtained from the 571 

+80 mV to -120 mV voltage ramp (right), in COS-7 cells transfected with WT NCX1 (A), GFP (B), 572 

p.P687HfsX2 NCX1 (C), p.E578G NCX1 (D), p.P940S NCX1 (E) and p.L218H NCX1 (F). Green 573 

curves: before Ni2+ perfusion. Red curves: during Ni2+ perfusion. Blue curves: Ni2+-sensitive current. G. 574 

INCX current densities calculated at +50 mV in each condition (n = 10-15 cells). ** P < 0.01, *** P < 575 

0.001 versus NCX1 WT (Mann-Whitney U test). 576 



 

RÉSULTATS – Projet 2 : Mutations NCX1, SRP et QT raccourci 

 

 

~ 191 ~ 

 

 577 

Figure 3: NCX1 variants reduce Ca2+ uptake through NCX1. Na/Ca exchange was measured as 578 

intracellular Na-dependent 45Cao uptake. The graph shows the individual values (n = 6-42 experiments) 579 

and corresponding mean ± SEM of 45Ca oscillations (in counts per minute) in COS-7 stably expressing 580 

WT NCX1, p.P687HfsX2 NCX1, p.E578G NCX1, p.P940S NCX1 or p.L218H NCX1. Cells transfected 581 

with empty plasmid (pcDNA3.1) were used as controls. *** P < 0.001 versus NCX1 WT (Mann-582 

Whitney U test). 583 

 584 

Figure 4: Defects in sarcolemmal expression of 3 out of 4 NCX1 mutants. A. Representative three-585 

dimensional acquisition of immunostained COS-7 cells expressing myc-tagged (green) WT NCX1, 586 

p.E578G NCX1, p.P687HfsX2 NCX1, p.P940S NCX1 or p.L218H NCX1. Nuclei are stained in blue. 587 

The graphs above each picture represent the pixel intensity of the nucleus (blue curve) and of the myc-588 

tagged exchanger (green curve) along the white dash line. Scale bar = 10 µm. B. Representative Western 589 

blots of myc-tagged NCX1 (double bands, red arrows) of the total (top) and biotinylated (bottom) 590 

fractions from transfected COS-7 cells. Western Blot analyses of glyceraldehyde-3-phosphate 591 

dehydrogenase (GAPDH) confirmed that biotinylated fractions were not contaminated by cytoplasmic 592 

proteins whereas GAPDH was present in total cell lysates (TCL). Transferrin receptor (TransR), which 593 

is sarcolemmal, acted as a second control and was concentrated in the biotinylated fraction. C. NCX1 594 

expression from biotinylated fraction of each sample was normalized to TransR expression in the same 595 

blot and then expressed relative to WT NCX1 (n = 4-29 transfections). * P < 0.05 versus WT NCX1 596 

(Mann-Whitney U test). 597 

 598 

Figure 5: In silico model of NCX1 loss of function predicts a shortening of both APD90 and QT 599 

durations and changes in Ca2+ transients. A. Simulated 1 000th action potentials with INCX = 100% 600 

(black) or 50% (red) of its WT maximal conductance at steady-state at a cycle length of 1,000 ms (left) 601 

and corresponding simulated values of APD90 (right) obtained from the single human mid-myocardial 602 

ventricular cell model. B. The transmural wedge model, comprising sub-epicardial, mid-myocardial and 603 

sub-endocardial cells (left), predicts a shortening of the QT interval duration in 50% INCX conditions 604 

compared to 100% INCX condition at steady-state (1,000th beat). The model also predicts the appearance 605 
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of an ER pattern (red arrow) on the pseudo-ECG when INCX is reduced by 50%. C. Superimposed 1st to 606 

100th [Ca2+]i transients (left) and representation of 1st to 500th [Ca2+]i transients with time until steady-607 

state (right) in 100% or 50% INCX conditions. Note that the [Ca2+]i at the peak of [Ca2+]i transients is 608 

predicted to reach more than 2 µM in 50% INCX condition versus about 1.2 µM in the control condition. 609 
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Online supplemental data 7 

Supplemental figure 1: Electrocardiographic patterns of 2 affected relatives in pedigrees 8 

expressing the c.delC 2060 or c.2269 +2T>C variant in the SLC8A1 gene. A. Representative ECGs 9 

of the proband's mother (II-2, ER patterns are indicated by red arrows, QTc = 376 ms) and brother (III-10 

1, QTc = 316 ms) expressing the c.delC 2060 variant in the SLC8A1 gene. B. Representative ECGs of 11 

the proband's mother (I-2, ER patterns are indicated by red arrows, QTc = 402 ms) and brother (II-3, 12 

QTc = 346 ms) expressing the c. 2269 +2T>C variant in the SLC8A1 gene. 13 

 14 

Supplemental figure 2: NCX1 mutations induce a decrease in INCX without changes in COS-7 cells 15 

membrane capacitances. A. Average data of INCX at various potentials during the ramp protocol, 16 

measured as the Ni2+-sensitive current (n = 10-15 cells). B. COS-7 membrane capacitances calculated 17 

in the different conditions. 18 

 19 

Supplemental figure 3: Predicted NCX1 loss-of-function effects on action potential duration of 20 

sub-endocardial, mid-myocardial and sub-epicardial cardiomyocytes and on pseudo-ECG at 21 

1,000 ms and 500 ms cycle lengths. A. Simulated 1,000th action potentials from human sub-endocardial 22 

(top), mid-myocardial (middle) and sub-epicardial (bottom) ventricular cardiomyocytes with INCX = 23 

100% (black) or 50% (red) of its WT maximal conductance at steady-state at cycle length of 1,000 ms 24 

(left) or 500 ms (right) and B. corresponding simulated values of APD90. C. Simulated pseudo-ECG at 25 

steady-state (1,000th beat) from the transmural wedge model in conditions of INCX = 100% (black) or 26 

50% (red) of its WT maximal conductance, at cycle lengths of 1 000 ms (left) or 500 ms (right). 27 

 28 
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Supplemental figure 4: Predicted mutations effects on Ca2+ transients in sub-endocardial, mid-29 

myocardial and sub-epicardial cardiomyocytes at 1 000 ms cycle length. Superimposed 1st to 100th 30 

Ca2+ transients (left) and representation of 1st to 500th Ca2+ transients with time until steady-state (right) 31 

in 100% or 50% INCX conditions in cardiomyocytes from sub-endocardial, mid-myocardial and sub-32 

epicardial. Note that the [Ca2+] at the peak of Ca2+ transients is predicted to be 2 times higher in 50% 33 

INCX condition versus the control condition in the 3 cell types.34 
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Discussion générale 

L’activité électrique cardiaque est régie par le fonctionnement de canaux, échangeurs 

ou transporteurs ioniques exprimés à la membrane plasmique des cardiomyocytes. L’activité 

de ces protéines est finement régulée, notamment par le gradient électrochimique environnant 

ou l’interaction avec des protéines partenaires. La présence de mutations sur des gènes codant 

pour ces canaux ou échangeurs peut être responsable de troubles du rythme cardiaque 

héréditaires, incluant des pathologies perturbant la repolarisation cardiaque, comme le SQTL, 

le SRP ou le SQTC. L’identification et la caractérisation fonctionnelle de mutations induisant 

de telles pathologies chez les patients permettent de mieux comprendre les mécanismes 

physiopathologiques sous-jacents. En outre, cela facilite une prise en charge personnalisée des 

individus en fonction du gène muté et de la protéine dont la fonction est altérée.  

Des mutations de type gain de fonction sur le gène SCN5A, qui code pour Nav1.5, sont 

responsables du SQTL de type 3, qui représente environ 10% des SQTL congénitaux, parfois 

associés à des atteintes structurales du myocarde. La prise en charge pharmacologique des 

patients souffrant d’un SQTL de type 3 est discutée, notamment au vu du développement de 

nouveaux inhibiteurs de Nav1.5. Ces molécules, qui ciblent de façon plus ou moins spécifique 

la composante persistante du courant sodique passant par Nav1.5, semblent avoir des effets 

bénéfiques sur les patients, particulièrement en regard des β-bloquants classiquement prescrits 

en clinique, en remplacement ou en association avec ces derniers. Le nombre restreint de 

modèles d’étude du SQTL de type 3 freine le développement de thérapies pour cette pathologie. 

Le SRP et le SQTC sont des maladies dont la découverte est beaucoup plus récente et 

les mécanismes physiopathologiques encore mal compris. Comme le SQTL, elles sont 

associées à un phénotype sévère chez les individus atteints, et prédisposent à un risque élevé de 

mort subite cardiaque. Seuls 7 gènes ont été liés à des SQTC congénitaux et 5 a des SRP jusqu’à 

aujourd’hui, et des études complémentaires sont nécessaires pour mieux comprendre l’origine 

de ces maladies et développer des traitements pharmacologiques en vue d’une meilleure prise 

en charge des patients. 

 

Ainsi, au cours de cette thèse, le premier objectif a été de caractériser un nouveau 

modèle d’étude de SQTL de type 3 associé à une cardiomyopathie structurale : les souris 

Scn5a+/∆QKP. Suite à cette caractérisation, ce travail a porté sur l’identification des mécanismes 
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moléculaires à l’origine de la pathologie dans ce modèle, ainsi que sur l’administration de 

molécules pharmacologiques aux effets potentiellement bénéfiques sur le phénotype de ces 

animaux. 

Le second projet a visé à identifier et à réaliser la caractérisation fonctionnelle des 

premières mutations sur le gène SLC8A1, qui code pour l’échangeur cardiaque NCX1, induisant 

une pathologie chez l’Homme : un SRP associé à un raccourcissement de l’intervalle QT. 
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I. Projet 1 : Les souris Scn5a+/∆QKP, un nouveau modèle 

d’étude du SQTL de type 3 associé à une cardiomyopathie. 

Au cours du premier projet de cette thèse, la caractérisation des souris Scn5a+/∆QKP a 

montré que ces animaux mimaient assez fidèlement le phénotype observé chez les patients 

porteurs de la mutation 1507-1509 delQKP sur SCN5A. En effet, nous avons pu montrer que 

les souris Scn5a+/∆QKP présentent un allongement de l’intervalle QTc, des défauts de conduction 

et des troubles du rythme ventriculaire dès l’âge de 2 semaines, suivis de défauts structuraux 

visibles à 4 semaines et d’une mortalité prématurée. L’étude des mécanismes moléculaires 

sous-jacents a montré qu’une augmentation du courant INaLate était à l’origine de l’allongement 

du PA. De plus, des perturbations du cycle du Ca2+ sont mises en jeu, incluant des transitoires 

calciques plus amples et aux cinétiques ralenties, associés à une plus grande charge en Ca2+ du 

RS. L’étude de l’expression des protéines clés du cycle du Ca2+ a mis en évidence une 

diminution d’activation de la CaMKII, allant de pair avec une diminution de la phosphorylation 

des cibles de cette dernière. Plus en amont dans cette voie de signalisation, une diminution 

d’expression de la CaM semble être à l’origine de cette baisse d’activité de la CaMKII. En 

outre, une hausse de l’incidence de vagues calciques spontanées est corrélée à la présence 

d’EADs sur les enregistrements de PA ventriculaires. La ranolazine, au contraire des β-

bloquants, prévient partiellement la prolongation des PA et de l’intervalle QTc dans ce modèle. 

 

Il est intéressant de noter que, comme chez les patients porteurs de la mutation, les souris 

Scn5a+/∆QKP présentent une certaine hétérogénéité phénotypique. En effet, parmi les individus 

des 2 familles dans laquelle ségrége la mutation 1507-1509 delQKP, certains possèdent un 

allongement de l’intervalle QTc associés à des syncopes, mais sans altérations structurales du 

myocarde ni mort subite (Keller et al., 2003). En 2008, Shi et ses collaborateurs ont identifié la 

même mutation chez des individus au phénotype beaucoup plus sévère, incluant des épisodes 

de fibrillation ventriculaire fréquents chez des sujets très jeunes, une cardiomyopathie dilatée, 

et des morts subites dans les 3 générations de la famille étudiée (Shi et al., 2008). Les souris 

Scn5a+/∆QKP, pour leur part, présentent donc, au vu des symptômes décrits ci-dessus, un 

phénotype s’apparentant plutôt à celui de la deuxième famille étudiée. Néanmoins, certaines de 

ces souris décèdent très tôt (une médiane de survie de 5,4 semaines est observée) tandis 

qu’environ 20% de leur congénères survivent jusqu’à 10 semaines, une majorité de ce dernier 
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groupe montrant un rythme sinusal à l’ECG. La survenue de tachycardies ou fibrillations 

ventriculaires semble donc être corrélée à une mort prématurée de ces animaux. D’autre part, 

l’hypertrophie du myocarde mesurée chez les souris Scn5a+/∆QKP n’est pas retrouvée chez tous 

les individus. Nous n’avons malheureusement pas encore pu corréler l’âge de la mort des 

animaux avec les atteintes structurales du cœur, du fait de la difficulté de dater précisément le 

décès de l’animal et de prélever le cœur assez rapidement après l’observation de celui-ci. Le 

modèle semble donc montrer, comme chez les patients, une certaine hétérogénéité 

phénotypique.  

 

L’origine de l’allongement de l’intervalle QTc chez les souris Scn5a+/∆QKP réside dans 

l’augmentation du courant INaLate, comme cela avait pu être montré pour la même mutation en 

système de réexpression hétérologue (Keller et al., 2003). Cependant, alors que Keller et ses 

collaborateurs avaient démontré un décalage de la courbe d’activation de Nav1.5 vers des 

potentiels plus positifs, nous avons plutôt observé un décalage de la courbe d’inactivation vers 

des potentiels plus positifs. Cela est en accord avec la localisation de la délétion, au niveau de 

la boucle reliant les domaines III et IV du canal, qui joue un rôle important dans le processus 

d’inactivation de ce dernier (Ulbricht, 2005). 

 

Les défauts structuraux et les anomalies du cycle du Ca2+ semblent apparaître dans un 

second temps, à la suite des troubles du rythme. Ces observations laissent à penser que 

l’apparition d’un bloc auriculo-ventriculaire et la répétition de tachycardies ou de fibrillations 

ventriculaires pourraient fragiliser la structure du cœur, et mener aux atteintes structurales de 

celui-ci. Une étude sur la mutation R222Q de SCN5A appuie cette théorie puisque, selon ses 

auteurs, la répétition d’épisodes arythmiques chez les porteurs de ce mutant est la cause de la 

cardiomyopathie dilatée observée chez ces individus. En effet, dans cette étude, la prévention 

des arythmies prévient, voire fait régresser, la cardiomyopathie dilatée (Laurent et al., 2012). 

 

A l’échelle cellulaire, les cardiomyocytes isolés de souris Scn5a+/∆QKP montrent des 

défauts du décours des transitoires calciques. La simulation in silico des effets de la mutation 

prédit en outre une augmentation de la [Ca2+]i diastolique. Ces désordres de l’homéostasie 

calcique intracellulaire sont sans doute la conséquence de l’augmentation de la [Na+]i causée 

par la hausse du courant INaLate. Ce phénomène a déjà été décrit, et repose sur une augmentation 

de la fonctionnalité et/ou de l’expression de NCX1. En effet, la variation du gradient 
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électrochimique dans le compartiment sous membranaire induit une augmentation de la 

fonctionnalité de l’échangeur en mode inverse, qui va alors extruder plus d’ions Na+ et donc 

faire entrer plus de Ca2+ dans le cytosol (Bers, 2008; Sipido et al., 1997). Ceci illustre bien les 

liens entre des désordres des homéostasies sodique et calcique pouvant survenir dans un 

contexte de troubles du rythme cardiaque, et souligne le rôle clé joué par NCX1 dans la 

transition entre une hausse de la [Na+]i et des désordres subséquents de l’homéostasie calcique. 

 

Les perturbations de l’homéostasie calcique observées sont associées à un remodelage 

de l’expression des protéines du cycle du Ca2+, et notamment d’une diminution de l’expression 

de la CaM, qui pourrait avoir pour conséquence la diminution de l’activation de la CaMKII que 

nous avons pu démontrer. Ces observations vont à l’encontre de ce qui est habituellement décrit 

dans d’autres modèles d’insuffisance cardiaque (Luo and Anderson, 2013) ou chez les souris 

exprimant SCN5A-N1325S (Yao et al., 2011). Cependant, la formation préalable d’un complexe 

Ca2+-CaM est indispensable à l’activation de cette voie, et les modèles précédemment cités ne 

rapportent pas ce phénomène. La diminution d’expression de CaM pourrait constituer un 

remodelage adaptatif du fait de l’augmentation des influx de Na+ et de Ca2+ durant le PA, que 

l’on sait prolongé. D’autre part, la CaM interagit avec Nav1.5 (Deschênes et al., 2002; Kim et 

al., 2004; Tan et al., 2002; Wang et al., 2012), et même si aucune modification de l’interaction 

entre celle-ci et Nav1.5 n’est observée chez les souris Scn5a+/∆QKP, d’autres protéines comme 

la N-Cadherin voient leur interaction avec Nav1.5 modifiée dans notre modèle. De plus, une 

désorganisation des réseaux d’α-actinine 2 et de tubules t ont été démontrés. Cela souligne le 

rôle non-canonique de Nav1.5 dans la structure des cellules cardiaques, et les modifications 

d’interaction entre Nav1.5 et les composants du complexe macromoléculaire dont il fait partie 

pourraient participer aux défauts structuraux décrits dans notre étude. De telles altérations ont 

d’ailleurs été suggérées comme étant impliquées dans la dysplasie arythmogène du ventricule 

droit, un autre type de cardiomyopathie (Te Riele et al., 2017). 

 

L’administration de β-bloquants constitue le traitement de choix pour les patients 

souffrant d’un SQTL (Priori et al., 2015). Cependant, lorsque celui-ci est causé par des 

mutations sur SCN5A, leur administration est discutée. Comme dans une autre étude chez 

l’Homme sur des patients atteints d’un SQTL de type 3 (Moss et al., 2008), la ranolazine a 

montré des effets bénéfiques en administration aigue sur les souris Scn5a+/∆QKP. Ces effets 

peuvent être la conséquence d’une inhibition du courant INaLate, ce qui souligne la nécessité de 

développer de nouveaux inhibiteurs du courant INaLate, dans la lignée des molécules de dernière 
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génération comme le GS967. Les souris Scn5a+/∆QKP sont actuellement utilisées comme modèle 

d’étude du SQTL de type 3 associé à une cardiomyopathie structurale, pour analyser si une 

administration chronique d’inhibiteurs du courant INaLate permet de prévenir l’apparition des 

troubles du rythme et les atteintes structurales.  
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II. Projet 2 : Identification et caractérisation fonctionnelle 

des premiers variants rares sur le gène SLC8A1 associés à un 

SRP et un raccourcissement de l’intervalle QT. 

 

La seconde partie de cette thèse a consisté à réaliser la caractérisation fonctionnelle des 

premiers variants rares sur le gène SLC8A1. Un séquençage d’exome haut débit sur des gènes 

cibles ou sur un panel de gènes candidats codant pour des canaux ou échangeurs ioniques 

cardiaques et leurs protéines partenaires a été réalisé sur des patients présentant un aspect de 

repolarisation précoce à l’ECG, associé à un raccourcissement de l’intervalle QTc et la survenue 

d’épisodes de fibrillation ventriculaire. Six cas index ont ainsi pu être identifiés, possédant 

chacun une mutation sur le gène SLC8A1, qui code pour NCX1. La caractérisation fonctionnelle 

de 4 de ces variants en système de réexpression hétérologue a permis de montrer que les 

mutations aboutissaient à des pertes de fonction sévères de NCX1, de l’ordre de 65% à 95%, 

au niveau électrique (diminution de la densité de courant INCX) et au niveau de l’internalisation 

du Ca2+ via l’échangeur, en comparaison de la forme humaine sauvage de NCX1. Ces pertes de 

fonction ont été corrélées à des diminutions de l’expression sarcolemmique de NCX1 pour 3 

des 4 mutations étudiées. Pour comprendre de quelle manière ces mutations de SLC8A1 

pouvaient être responsables du phénotype observé chez les patients porteurs des variants, les 

effets d’une perte de fonction de 50% de NCX1 ont été simulés à l’aide d’un modèle 

informatique. Cette simulation prédit, comme chez les patients, l’apparition d’un aspect de 

repolarisation précoce sur le pseudo-ECG, ainsi qu’un raccourcissement de l’intervalle QT, 

ayant comme origine une diminution de la durée du PA ventriculaire. En outre, ce modèle a 

également prédit des défauts au niveau du décours des transitoires calciques à l’échelle du 

cardiomyocyte. Finalement, ce travail a permis de faire émerger un nouveau gène impliqué dans 

le SRP associé à un raccourcissement de l’intervalle QT, et a mis à jour NCX1 comme 

potentielle cible thérapeutique dans ce contexte. 

Des augmentations de la fonction ou de l’expression de NCX1 ont déjà été décrites dans 

d’autres pathologies cardiaques, telles que l’insuffisance cardiaque (Sipido et al., 2002; Xu et 

al., 2012) ou le SQTL (Zhang et al., 2011). Cependant, à l’inverse de notre étude, ces 

modifications se trouvent être secondaires, causées par une pathologie cardiaque déjà établie et 
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de cause connue. Un seul modèle comprenant une mutation sur SLC8A1 a été généré, chez le 

poisson zèbre, et montre, de façon intéressante, l’apparition de fibrillations cardiaque chez ces 

animaux (Langenbacher et al., 2005). 

 

Notre étude est en accord avec les données relevées chez les souris Slc8a1-/-, dans 

lesquelles l’absence de NCX1 est la cause, de façon assez logique, d’un raccourcissement de la 

durée du PA ventriculaire (Pott et al., 2005, 2007a). Les souris surexprimant NCX1 au niveau 

du cœur présentent, elles, un allongement du PA ventriculaire, semblable à ce qui est retrouvé 

dans le cas d’un SQTL (Pott et al., 2007b). 

 

Peu d’études décrivant des SQTC congénitaux se sont intéressées aux mécanismes 

moléculaires (autres que des modifications du courant passant par la protéine mutée) mis en jeu 

pour expliquer le phénotype présent chez les patients. Néanmoins, comme c’est le cas pour 3 

des 4 mutations étudiées dans cette thèse, 2 études ont démontré que des défauts d’expression 

sarcolemmique des protéines mutées étaient responsables du phénotype décrit. Ces travaux 

concernent des mutations perte de fonction touchant le canal Cav1.2 (Antzelevitch et al., 2007) 

et l’échangeur Cl-/HCO3
- (Thorsen et al., 2017). Le cas de la mutation E578G de NCX1, qui 

provoque des pertes de fonction de NCX1 sans défauts de localisation de l’échangeur, implique 

probablement d’autres mécanismes physiopathologiques. Du fait de la localisation de la 

mutation, qui remplace un acide aminé chargé négativement par un acide aminé neutre sur un 

domaine de liaison au Ca2+, il est envisageable que cette mutation induise des défauts 

biophysiques de NCX1 et perturbe le transport des ions Ca2+ et/ou Na+. Un tel phénomène est 

d’ailleurs observé lorsque des mutations ponctuelles sont induites sur ce domaine de liaison, 

avec une abolition quasiment totale du transport de Ca2+ via l’échangeur muté (Levitsky et al., 

1994). 

La mutation P687HfsX2 de NCX1 provoque une expression sarcolemmique quasiment 

nulle de l’échangeur, un phénomène plus ou moins attendu puisque cette mutation induit une 

protéine tronquée comprenant seulement environ 2 tiers de la séquence d’acides aminés totale 

de la protéine native. Cependant, de façon surprenante, lorsque cette mutation est exprimée en 

cellules COS-7, un courant d’échange INCX non-nul est mesuré, équivalent à 50% de celui 

mesuré dans la condition sauvage. Une hypothèse pour expliquer la présence de ce courant 

réside dans une potentielle dimérisation des protéines NCX1 tronquées. En effet, un tel 

phénomène concernant NCX1 a déjà été décrit dans la littérature (John et al., 2011). Cependant, 

il n’est pas à exclure que ce résultat, plutôt contre-intuitif, soit la cause du modèle utilisé dans 
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notre travail. En effet, des différences entre les résultats obtenus relatifs à l’étude d’une même 

mutation dans différents modèles ont déjà été relevées, notamment entre les systèmes de 

réexpression hétérologues et les souris knock-in (Watanabe et al., 2011a). 

 

Un travail sur le premier modèle de SQTC basé sur l’utilisation de cardiomyocytes 

dérivés de cellules souches pluripotentes induites de patients atteints d’un SQTC congénital dû 

à une mutation sur le gène KCNH2, a révélé un potentiel nouveau mécanisme 

physiopathologique pouvant être à la source du phénotype des patients (El-Battrawy et al., 

2018). Dans cette étude, les auteurs ont relevé que, en plus des diminutions des durées des 

périodes réfractaires, des désordres de l’homéostasie calcique intracellulaire pourraient faire 

partie du phénotype des patients victimes d’un SQTC congénital. En particulier, une forte 

incidence d’évènements arythmogènes sur l’enregistrement de transitoires calciques est 

observée sur les cellules dérivées de patients exprimant la mutation, ainsi qu’une hausse des 

[Ca2+]i diastoliques et systoliques. Dans notre travail, la modélisation in silico des effets de 

pertes de fonction de NCX1 a aussi prédit des modifications du décours des transitoires 

calciques, ce qui corrobore le fait que des modifications des [Ca2+]i pourraient participer aux 

mécanismes physiopathologiques dans un contexte de raccourcissement de l’intervalle QTc. 

 

Les travaux réalisés au cours du second projet de cette thèse, mis en perspective avec 

les autres études s’intéressant au SQTC et aux modèles de souris surexprimant ou sous-

exprimant NCX1, appuient l’idée selon laquelle NCX1 pourrait devenir une cible 

pharmacologique dans un contexte de maladie de la repolarisation cardiaque. En effet, le 

développement d’inhibiteurs de NCX1, dans le cas d’un SQTL, ou d’activateurs, dans le cas 

d’un SQTC, pourrait revêtir un réel enjeu thérapeutique. De telles molécules activatrices et 

inhibitrices de NCX1 ont été développées au cours des 40 dernières années (Annunziato et al., 

2004; Reuter et al., 2002). Cependant, ces molécules manquent de sélectivité et aucune n’est 

capable de différencier les différentes isoformes et variants d’épissages de NCX1. Compte tenu 

des nombreux rôles autres que cardiaques joués par les différentes isoformes de NCX, il est 

nécessaire d’augmenter la sélectivité des inhibiteurs ou activateurs de NCX. De plus, il sera 

indispensable de prendre en compte, au moment d’utiliser de telles molécules et de statuer sur 

leur ratio bénéfice/risque, leur action non-seulement sur l’activité électrique du myocarde mais 

également sur l’homéostasie calcique intracellulaire. 
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Conclusion et perspectives 

Ces travaux de thèse ont permis d’améliorer les connaissances concernant les 

mécanismes physiopathologiques de maladies de la repolarisation ventriculaire prédisposant à 

la survenue de mort subite cardiaque. Notre étude a été scindée en 2 parties, basées chacune sur 

un modèle d’étude distinct. La première partie a porté sur la caractérisation d’un nouveau 

modèle de SQTL de type 3 basé sur des souris knock-in, la compréhension des mécanismes 

moléculaires mis en jeu, et le test de molécules pharmacologiques à potentiels effets bénéfiques. 

La seconde partie a permis d’identifier des mutations sur le gène SLC8A1 responsables d’un 

SRP associé à un raccourcissement de l’intervalle QTc. La caractérisation fonctionnelle de ces 

mutants a ensuite été réalisée en système de réexpression hétérologue. 

Au cours de ces travaux, nous avons pu voir qu’à l’intérieur des cardiomyocytes, de 

fines régulations des flux de Na+ et de Ca2+ influent sur les propriétés électriques et mécaniques 

du myocarde. Des dérégulations des homéostasies sodique et calcique intracellulaires 

contribuent aux mécanismes physiopathologiques de maladies rythmiques cardiaques, et une 

meilleure compréhension de ces phénomènes aiderait au développement de nouvelles thérapies. 

Nous avons pu voir que de telles dérégulations des flux de Na+ et de Ca2+ dans le cardiomyocyte 

étaient retrouvées dans le SQTL et le SQTC. L’échangeur NCX1 étant la seule protéine 

responsable d’un échange d’ions Na+ et d’ions Ca2+, le développement d’inhibiteurs et 

d’activateurs spécifiques de l’isoforme cardiaque de cet échangeur pourrait constituer de 

potentielles pistes thérapeutiques. La génération de telles molécules nécessitera cependant dans 

un premier temps de comprendre quels sont les mécanismes moléculaires et cellulaires de 

régulation spécifiques des différentes isoformes et variants d’épissage de NCX. Des études sur 

les relations structure-fonction des différentes isoformes et variants de l’échangeur, et 

notamment de leur boucle f régulatrice, serviront sans doute au design de nouvelles molécules 

plus spécifiques. De plus, un modèle permettant un screening haut-débit d’inhibiteurs ou 

d’activateurs de NCX1 devra être développé. 

Les 2 projets traités au cours de cette thèse ont pu mettre en évidence la complémentarité 

des deux modèles d’étude choisis dans la compréhension des mécanismes à l’origine de 

pathologies de la repolarisation ventriculaire, en vue du développement de nouvelles thérapies. 

Un modèle cellulaire de surexpression nous a permis de tester in vitro, lors d’une première 

approche, les conséquences de mutations nouvellement identifiées, sur la fonction et 

l’expression de la protéine impactée, en l’occurrence NCX1, et de mettre en avant cette dernière 

comme potentielle nouvelle cible thérapeutique. Un modèle murin nouvellement développé, 
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basé sur une mutation déjà connue, a permis de tester des molécules thérapeutiques in vivo 

basées sur l’identification préalable des mécanismes physiopathologiques mis en jeu.  

Il serait intéressant de tester l’effet d’au moins une des mutations de NCX1 

nouvellement identifiées induisant un SQTC dans un modèle de souris knock-in. La génération 

d’une telle lignée de souris est actuellement en cours. L’étude de ces animaux nous permettra 

de compléter l’étude effectuée en cellules COS-7 dans un contexte plus physiologique et 

d’explorer les mécanismes physiopathologiques du SRP associé à un raccourcissement de 

l’intervalle QTc lié à des mutations sur le gène SLC8A1. En particulier, des expériences de 

cartographie électrique sur des cœurs isolés perfusés nous permettraient de valider la diminution 

de la durée des PRE comme étant à l’origine des arythmies dans cette pathologie. De plus, des 

enregistrements des sparks et vagues calciques sur des cardiomyocytes isolés permettraient de 

renforcer ou infirmer l’hypothèse selon laquelle des troubles de l’homéostasie calcique 

intracellulaire feraient partie des mécanismes physiopathologiques dans le SRP et le SQTC. 

Toujours sur des cellules isolées, il serait intéressant d’analyser si, comme chez les souris 

Slc8a1-/-, une perte de fonction de NCX1 est corrélée à une diminution du courant ICa,L et à une 

hausse du courant Ito, des mécanismes décrits comme étant à la base du raccourcissement de la 

durée du PA. 

A l’heure actuelle, les modèles d’étude basés sur des cardiomyocytes dérivés d’iPSC de 

patients permettent de s’orienter vers le développement de traitements plus personnalisés. La 

génération de telles lignées à partir de patients possédant une mutation sur le gène SLC8A1 

pourraient également permettre l’étude des mécanismes moléculaires mis en jeu dans le SRP 

associé à un raccourcissement de l’intervalle QT et de développer des traitements personnalisés, 

possiblement basés sur des activateurs de NCX1. Cependant, ce modèle possède lui aussi ses 

propres limites, notamment concernant le niveau de maturité de ces cellules. En particulier, les 

cardiomyocytes dérivés d’iPSC présentent un manque de tubules t, une organisation 

sarcomérique réduite et des différences au niveau de l’influx et de l’efflux de Ca2+ en regard de 

cardiomyocytes adultes, ce qui est dommageable pour l’étude de pathologies mettant en jeu des 

potentiels troubles de l’homéostasie calcique intracellulaire (Garg et al., 2018). L’étude de 

cardiomyocytes dérivés d’iPSC sous forme de tissu, sans individualisation des cellules par une 

digestion enzymatique, pourrait permettre à la fois de réduire ces défauts d’organisation, mais 

aussi de réaliser des études de la conduction électrique au sein de ce tissu pour mettre en 

évidence là aussi d’éventuelles modifications de la durée des PRE. 

Au cours de cette thèse, nous avons pu voir que les mécanismes arythmogènes du SQTL 

et du SQTC aboutissant à l’apparition de fibrillations ventriculaires semblaient être différents. 
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Pour le premier, la survenue d’EADs (Fabritz et al., 2003b) semble être le phénomène 

déclencheur des épisodes arythmiques, tandis qu’une diminution des PRE paraît en être la cause 

dans un contexte de SQTC (Tse et al., 2016). Néanmoins, si ces 2 pathologies présentent des 

phénotypes opposés au niveau du décours du PA, ce dernier étant prolongé dans un cas et 

raccourci dans l’autre, les conséquences de ces modifications aboutissent dans les 2 cas à une 

dispersion transmurale de la repolarisation au sein de la paroi myocardique (Tse et al., 2017). 

En effet, l’augmentation ou la diminution de la durée du PA entraîne une hausse de l’écart 

maximal des durées des PA entre les différentes couches des parois ventriculaires, cela 

favorisant la réexcitation du tissu myocardique. Cette observation pose la question de 

l’utilisation de l’intervalle QTc comme marqueur du risque arythmique en clinique et de son 

manque de précision notamment. D’autres marqueurs, plus représentatifs de la dispersion de 

l’intervalle QT, ont donc été proposés, prenant en compte l’intervalle entre le pic et la fin de 

l’onde T, et sont plus adaptés à l’évaluation du risque arythmique dans le cadre de pathologies 

de la repolarisation ventriculaire (Xia et al., 2005). Ainsi, la poursuite de la compréhension des 

mécanismes physiopathologiques dans des contextes de maladies de la repolarisation cardiaque 

permettra d’affiner l’évaluation du risque arythmique chez les patients.
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Résumé : La mort subite engendrée par des troubles 
du rythme cardiaque est souvent due à des anomalies 
de la repolarisation ventriculaire, qui peuvent être 
d’origine génétique. 
Dans la première partie de cette thèse nous avons 
caractérisé un nouveau modèle murin de syndrome du 
QT long congénital de type 3 associé à une 
cardiomyopathie: la souris Scn5a+/∆QKP. Ce modèle 
récapitule les conséquences de la mutation 
équivalente humaine sur le gène SCN5A (delQKP 
1507-1509) : la présence d’un intervalle QT prolongé, 
des troubles de la conduction, des tachycardies et 
fibrillations ventriculaires, associés à des altérations 
structurales cardiaques et une mort prématurée. La 
mutation induit une augmentation du courant sodique 
persistant, et des perturbations du cycle du calcium. 
Des inhibiteurs du courant sodique persistant 
raccourcissent l’intervalle QT, améliorent la 
conduction cardiaque et réduisent les troubles du 
rythme dans ce modèle. 

La seconde partie du travail a permis l’identification et 
la caractérisation des tout premiers variants rares sur 
le gène SLC8A1, codant pour l’échangeur Na+/Ca2+ 
sarcolemmique NCX1, induisant une pathologie chez 
l’Homme : un syndrome de repolarisation précoce 
associé à un raccourcissement de l’intervalle QTc. 
L’expression de ces variants génétiques en système 
de réexpression hétérologue montrent des pertes de 
fonction sévères du courant d’échange INCX et de la 
prise en charge du calcium par NCX1. Des défauts 
d’expression sarcolemmique de NCX1 expliquent ces 
pertes de fonction pour une partie des variants. La 
simulation in silico de ces pertes de fonction récapitule 
le phénotype observé chez les patients à l’ECG, via un 
raccourcissement de la phase de repolarisation du 
potentiel d’action ventriculaire. 
Ces deux projets mettent en évidence de nouvelles 
cibles thérapeutiques chez les patients atteints de 
pathologies de la repolarisation ventriculaire. 
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Abstract: Arrhythmias-induced cardiac sudden death 
is often due to ventricular repolarization abnormalities, 
which can be congenital. 
In the first part of this thesis, we have characterized a 
new murine model of congenital type 3 long QT 
syndrome associated with a cardiomyopathy: the 
Scn5a+/∆QKP mouse. This model recapitulates the 
consequences of the equivalent human mutation in the 
SCN5A gene (delQKP 1507-1509): the presence of a 
prolonged QT interval, conduction disorders, 
tachycardias and ventricular fibrillations, associated 
with cardiac structural defects and premature 
mortality. The mutation induces an increase of the 
persistent sodium current and perturbations of calcium 
cycle. Pharmacological inhibitors of the persistent 
sodium current shorten QT interval, improve cardiac 
conduction and reduce arrhythmias in this model. 
 

The second part of the thesis has permitted the 
identification and the functional characterization of the 
very first rare variants in the SLC8A1 gene, which 
encodes the sarcolemmal Na+/Ca2+ exchanger NCX1, 
associated with a pathology in human: an early 
repolarization syndrome associated with shortened 
QT interval. The expression of these variants in 
heterologous expression systems shows severe 
losses of function of both the exchange current INCX 
and the NCX1-related calcium uptake. Defects in 
NCX1 sarcolemmal expression explain these losses of 
function for part of the variants. In silico simulation of 
these losses of function recapitulates the phenotype 
observed in patients’ ECGs, by shortening the 
repolarization phase of the ventricular action potential. 
These two projects reveal new therapeutic targets in 
patients with ventricular repolarization diseases. 

 

 


