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Préface

Chaque battement du cceur prend son origine dans I’oreillette droite par une impulsion
¢lectrique spontanée dans la région du nceud sinusal. L’impulsion provoque initialement
la contraction des deux oreillettes, puis active le nceud auriculo-ventriculaire et enfin,
I’impulsion électrique se propage dans les ventricules via le faisceau de His et des fibres

de Purkinje, provoquant la contraction ventriculaire.

Un défaut de la génération de I’impulsion sinusale est appelé en clinique « dysfonction
sinusale ». L’implantation d’un pacemaker électronique est nécessaire pour rétablir
I’activité coordonnée du ceeur. Cependant, les programmes d’implantation de pacemaker
sont coliteux car cela demande une surveillance continue. Les effets secondaires ne sont
pas non plus négligeables et des complications suite a I’implantation peuvent intervenir.
11 est donc important de trouver une stratégie pharmacologique innovante pour proposer

une alternative économique et sociétale au pacemaker électronique.
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Reésume

Correction de la bradycardie et des troubles de conduction dans des modeles de

dvsfonction congénitale de DPautomatisme cardiaque par Dinhibition

pharmacologique du courant Ix.cn

La dysfonction du nceud sinusal (DNS) est I'une des principales pathologies de
I’automatisme cardiaque. La DNS désigne une multitude de troubles caractérisée par
I’incapacité du nceud sinusal (SAN) a générer ou a conduire 1’impulsion cardiaque.
La seule thérapie actuellement disponible pour la DNS est I’implantation d un pacemaker
¢lectronique. Des études épidémiologiques prévoient un nombre croissant d’implantation
de pacemakers électroniques au cours des 50 prochaines années a cause du vieillissement
de la population. Le développement de thérapies innovantes pour la DNS est donc un
enjeu médical et sociétal important. Comme notre équipe I’a déja proposé, 1’inhibition
pharmacologique du courant potassique activé par l’acétylcholine (Ik4cn) pourrait

constituer une nouvelle option thérapeutique pour traiter la DNS.

Nous avons donc testé I’inhibition du courant /g4cr par un peptide extrait du venin
d’abeille, la tertiapine-Q, pour corriger le DNS et le dysfonctionnement de la conduction
chez des souris modele de pathologies cardiaque humaine. En particulier, nous avons
étudié les souris portant I’inactivation des canaux calciques de type L Cay1.3 (Cay1.37),
les souris portant simultanément 1’ablation de Cay1.3 et des canaux calciques de type T
Cay3.1 (Cay1.37/Cay3.17"), les souris porteuses d’une perte de fonction des canaux HCN4
(HCN4-CNBD) et les souris haplo-suffisantes Nay1.5 (Scn5a*"). Nous avons enregistré,
par télémétrie, ’ECG chez ces modéles murins avant et aprés I’administration de

différentes doses de tertiapine-Q.

L’inhibition du courant /x4cr par la tertiapine-Q prévient les dysfonctions sinusales et
améliore la conduction auriculo-ventriculaire dans ces modeles de bradycardie
congénitale. Nos résultats ouvrent la possibilit¢ d’un développement d’un ciblage
pharmacologique d’/k4cn afin de parvenir a corriger la DNS et les troubles de la

conduction.

Mots clés : Neeud sinusal, activité pacemaker cardiaque, canaux ioniques, maladie

rythmique de ’oreillette, courant Ix.4cn
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Abstract

Inhibition of Kach channels by the bee venom peptide tertiapin-Q rescues inherited

cardiac conduction defects, sino-atrial bradycardia, and atrioventricular block in

models of congenital dvsfunction

Sinus node dysfunction (SND) is a widespread disease of heart automaticity. SND refers
to a multitude of sinus node (SAN) disorders characterized by failure to generate or
conduct the cardiac impulse. The only currently available therapy for chronic SND is the
implantation of an electronic pacemaker. Epidemiological studies forecast an increasing
need for pacemaker implantation during the next 50 years, with the ageing of the
population. It is thus an important medical and societal issue, to develop innovative
therapies for SND. As previously proposed by our team, pharmacologic inhibition of the
G-protein activated K current (/x4cn) could be a new therapeutic option to treat

bradycardia and SND associated with other cardiac pathologies.

We tested whether inhibition of Ix4cn by the peptide tertiapin-Q could rescue SND and
conduction dysfunction in Cay1.3”" and Cay1.37/Cay3.17" mice carrying ablation of L
(Cay1.3) or/and T-type (Cay3.1) calcium channels; mice carrying loss-of-function of f-

channels (HCN4-CNBD) and Nav1.5 (Scn5a™") mice.

We employed telemetric ECG recordings of heart rate (HR) in mice before and after

administration of different doses of Tertiapin-Q.

Pharmacological inhibition of Ik4cn by tertiapin-Q prevents SAN dysfunction and
improves conduction in three models of congenital bradycardia suggesting the possibility
of pharmacologic development of /x4cx targeting to manage SND and conduction disease,

to delay or replace the implantation of an electronic pacemaker.

Keywords: Sino-atrial node, cardiac pacemaker activity, ion channels, sick sinus

syndrome, pharmacological inhibition, Zx4cx
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Ir: courant funny (courant activé par I’hyperpolarisation)
Ixacn : Courant potassique activé par I’acétylcholine
IP : Intraperitonéale

KO : KnockOut

LTCC : Canal Calcique de type L

M; : Récepteur Muscarinique de type 2

NAV: Nceud Auriculo-Ventriculaire

NCX : Echangeur Na*/Ca**

PA : Potentiel d’Action

PIP2 : Phosphattidylinositol-4,5 Biphosphate

PIP3 : Phosphattidylinositol-3,4,5 Triphosphate

PKA : Protéine Kinase dépendante de I’AMPc

RS : Réticulum Sarcoplasmique

RyR : Récepteur a la Ryanodine

SAN : Nceud sinusal (SinoAtrial Node)

SANDD : Dysfonction du nceud sino-atrial et surdité (Sinoatrial Node Dysfunction and
Deafness)

SERCA : Sarco/Endoplasmic Reticulum Ca**-ATPase

SNA : Systeme Nerveux Autonome

SSS : Maladie rythmique de I’oreillette (Sick Sinus Syndrome)
TTCC : Canal Calcique de type T

TTX : Tétrodotoxine

VDCC : Canal Calcique voltage dépendant

VDKC : Canal potassique voltage dépendant

WT : Souris sauvage (Wild Type)
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Valorisation des travaux de recherche

Les travaux effectués au cours de ces 3 années et demie de thése font I’objet d’un article
qui sera soumis a publication. Les résultats ont ¢galement été présentés lors de congrés

ou de colloques scientifiques, sous forme de présentations orales et/ou de posters.

De plus, plusieurs formations scientifiques et complémentaires ont été réalisées pendant

ces années.

Publications :

e Etude principale de la these (1 auteur)

Chung You Chong A, Bidaud I, Carcouet A, De Waard S, Ronjat M, De Waard M,
Vincent A, Charpentier F, Mangoni ME, Mesirca P. Blockade of G protein-activated K*
(Girk4) channels by the bee venom peptide tertiapin-Q normalizes heart rhythm in mice
models of congenital sino-atrial bradycardia and atrioventricular conduction dysfunction

(en cours de rédaction)

e Article de collaboration

Pietro Mesirca, Isabelle Bidaud, Frangois Briec, Stéphane Evain, Angelo G. Torrente,
Khai Le Quang, Anne-Laure Leoni, Matthias Baudot, Laurine Marger, Antony Chung
You Chong, Joél Nargeot, Jorg Striessnig, Kevin Wickman, Flavien Charpentier, Matteo
E. Mangoni. G-protein-gated Ixacn channels as therapeutic targets for treatment of sick-

sinus syndrome and heart block (PNAS, 2016)
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Communications :

s Orales :

Inhibition of Ixach current rescues sino-atrial bradycardia and atrioventricular block in
models of congenital sino-atrial dysfunction

e Colloque du printemps de la cardiologie, Nantes, 06 et 07 Avril 2017
e Colloque patch club, Montpellier, 30 Juin 2017
e Colloque patch club, Montpellier, 08 Juin 2018

e Colloque canaux ionique, Sete, 09 au 12 Septembre 2018

s Posters :

Inhibition of Ixach current rescues sino-atrial bradycardia and atrioventricular block in
models of congenital sino-atrial dysfunction

e Colloque du printemps de la cardiologie, Nantes, 06 et 07 Avril 2017

Journée de I’école doctorale CBS2, Montpellier 24 Mai 2017
e Colloque canaux ionique, Sete, 09 au 12 Septembre 2017
e Colloque du LabEx, ICST, 29 novembre au 1¢* Décembre 2017

e Colloque du Printemps de la Cardiologie, Montpellier, 04 au 06 Avril

2018
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Formations :

2016 : Expérimentation animale, niveau 1; RAM Montpellier (70h)
2018 : Ecole d’Electrophysiologie de Montpellier

o Module théorique (70h)

o Module pratique (25h)
2018 : Construire et exploiter des tableaux de calculs et des graphiques
2017-2018 : Développement personnel (28h)
2019 : Management et conduite de projet (70h en cours)

2019 : Anglais stage intensif : (42h en cours)
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1. Notions historiques sur la découverte du systéme de
conduction cardiaque

Comment le cceur bat-il ? Cette question cruciale a animé les recherches des
physiologistes pendant des siccles. Des le deuxiéme siécle, Claudius Galen a observé
qu’un cceur, extrait de la cage thoracique, continue de battre pendant un certain temps.
Ceci indiquait déja que le coeur n’a pas besoin des nerfs pour assurer sa fonction
contractile. Il a fallu attendre le XIX®™ siécle et les découvertes du site d’origine de
I’impulsion électrique et du réseau de conduction pour comprendre et expliquer les
battements cardiaques. Apres la découverte des fibres de Purkinje en 1839, ce sont
successivement le faisceau de His (1893), les branches (1904), puis le nceud auriculo-
ventriculaire (1906) et le nceud sinusal (1907) qui sont découverts (Silverman et al.,

2006).

En 1839, Jan Evangelista Purkinje découvre un réseau de fibres plates
et gélatineuses dans le sous-endocarde ventriculaire du cceur de
mouton. Apres avoir pensé qu’il s’agissait de fibres cartilagineuses,

il a ensuite estimé que ces fibres étaient de nature musculaire.

Il faudra attendre les travaux de Tawara, en 1906, pour comprendre

J-E Purkinje
(1787-1869

le role de ces fibres dans la conduction cardiaque distale (Tawara,

1906).

Sur un cceur de tortue battant lentement, Walter Gaskell a mis
en évidence que la conduction du battement cardiaque se
déroule de maniére coordonnée, comme une onde musculaire
péristaltique allant du sinus veineux vers le sinus auriculaire
puis vers le ventricule. Il a noté que certaines régions

cardiaques étaient plus susceptibles que d’autres a générer de la

rythmicité. Il a défini le sinus veineux comme étant le
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générateur dominant de [’automaticité. Ces observations soutiennent [’origine
myogénique et la propagation de I’'impulsion cardiaque. En effectuant une ligature au
niveau du sillon auriculo-ventriculaire et en coupant diverses portions atriales, Gaskell a
induit des BAVs de degrés variés (1882-83). Il a conclu que la propagation de I’impulsion
ralentit au niveau de la jonction entre les oreillettes et les ventricules. En 1886, dans des
ceeurs de grenouille et de tortue, il a démontré que la rupture ciblée des connections
musculaires, formant un anneau, bloque la contraction coordonnée des oreillettes et des
ventricules (Gaskell, 1882, 1883). Ces travaux démontrent, pour la premiere fois,

I’existence de fibres musculaires spécialisées reliant les oreillettes aux ventricules.

Wilhelm His est reconnu pour sa découverte du réseau de conduction entre le nceud
auriculo-ventriculaire et les branches (1893). En étudiant
I’effet de sections cardiaques réalisées a différents stades du
développement embryonnaire, His a démontré que les
battements du cceur apparaissent en amont du développement
des nerfs et des ganglions spinaux. Ces observations

soutiennent la théorie « myogénique » qui défend 1’absence

N0
"

& du role du systéme nerveux dans la genése des contractions
Wilhelm His (1863-1934)

cardiaques ; par opposition a la théorie « neurogénique »
encore en cours a 1I’époque. Se basant sur les travaux de Gaskell et en effectuant une
dissection minutieuse, His identifie une structure interrompant l'anneau fibreux séparant
les oreillettes des ventricules. Il postule, sans d'abord le prouver, que cette structure sert
a conduire 1'influx des oreillettes vers les ventricules. Il découvre ainsi le faisceau de His.
Sur des cceurs de lapin, il démontrera que la section de ce faisceau induit des contractions

asynchrones entre les oreillettes et les ventricules.

En disséquant 150 ceeurs, Sunao Tawara individualise, a la base du septum atrial, une
structure formée par des cellules emmélées « comme dans un nceud ». Il met en évidence
le nceud auriculo-ventriculaire. Plus distalement, il observe que le faisceau de His se
prolonge et se divise en deux branches, droite et gauche. En collaboration avec Aschoff,

il réalise rapidement que ces fibres particuliéres pourraient étre les fibres gélatineuses
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découvertes et décrites par Purkinje, 58 ans plus tot. Il confirme cette hypothése en
étudiant des cceurs de moutons et d’humains. Le génie de Tawara a été de comprendre la
fonction des cellules de Purkinje et d’identifier le réseau électrique du systéme de
conduction atrioventriculaire. Pour Tawara, le systéme de conduction a pour origine le
nceud auriculoventriculaire, il pénétre ensuite la portion fibro-cartilagineuse du septum,
se poursuit par le faisceau de His qui se divise en 2 branches pour se terminer au niveau
des ramifications terminales des fibres de Purkinje (Tawara, 1906). Les travaux de
Tawara ont contribué¢ a une meilleure compréhension de la physiologie cardiaque et de

son contrdle électrique.

A : ventricule gauche de coeur humain B : ventricule droit de ceeur bovin

Photographies de ventricules prises par Tawara avec, en superposition, son dessin du nceud, des
branches et des ramifications terminales

La découverte des bases anatomiques a 1’origine de I’impulsion €lectrique controlant le
rythme cardiaque chez les mammiferes est attribuée a Arthur Keith et son étudiant Martin
Flack. En 1906 en étudiant un cceur de taupe, ils découvrent une structure particuliére et
différente des cellules musculaires environnantes au niveau de 1’oreillette droite, a la
jonction de la veine cave supérieure. Apres des observations plus fines, Keith et Flack
mettent en évidence que ces cellules ressemblent a celles décrites par Tawara dans le
nceud atrioventriculaire. De plus, ils démontrent que ces cellules spécifiques sont
localisées au niveau de la région initiale de la contraction cardiaque décrite par Gaskell.
Leurs découvertes ont été publiées en 1907 dans le Journal of Anatomy (Keith and Flack,

1907). Le nceud sino-auriculaire de Keith et Flack constitue la zone pacemaker du cceur.
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Au fil des années, diverses avancées ont permis de compléter ces travaux sur le site
d’origine de I’impulsion électrique et de sa conduction. En 1901, W. Einthoven a

développé un galvanométre a corde permettant de mesurer 1’électricité cardiaque.

Photographie du galvanométre a cordes montrant le branchement des électrodes sur le
patient qui plonge ses mains et ['un de ses pieds dans des solutions salines.

Entre 1910 et 1915, T. Lewis a utilisé le systeme d’électrocardiogramme d’Einthoven
pour vérifier la localisation du nceud sinusal par la « négativité électrique primaire ».
Il a tracé son chemin excitateur a travers les oreillettes et les ventricules, fournissant ainsi

la confirmation de ce systéme électrique complexe.
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2. Automatisme cardiaque et systéeme de conduction

Chez les mammifeéres, 1’activité électrique cardiaque est engendrée par une population de
myocytes spécialisés, capables de fournir des oscillations électriques périodiques
spontanées de leur potentiel membranaire. Ces myocytes sont appelés
cellules « pacemakers » (Mangoni and Nargeot, 2008). Les cellules pacemakers sont
localisées dans le tissu nodal. Ce tissu spécifique intrapariétal donne naissance aux
impulsions électriques puis les conduit a grande vitesse vers les cellules myocardiques,
engendrant ainsi les contractions cardiaques.

Le tissu nodal est constitué :

e du nceud sinusal (SAN) (aussi appelé nceud de Keith et Flack) situé dans
’oreillette droite pres de I’abouchement de la veine cave supérieure ;

e du nceud auriculo-ventriculaire (NAV) (également nommé nceud d’Achoff-
Tawara) localisé¢ dans le septum interventriculaire a la jonction de 1’oreillette
droite avec le ventricule droit ;

e du réseau des fibres de Purkinje dont les ramifications vont au contact du

myocarde ventriculaire.

Les cellules pacemakers ont pour caractéristique principale d'avoir un potentiel de
membrane instable qui, lorsqu'il atteint une certaine valeur, déclenche un potentiel
d'action (PA). Les cellules du SAN sont celles qui ont la fréquence de décharge la plus
rapide. En condition physiologique normale, ce sont elles qui imposent leur rythme au
ceeur. Les cellules du SAN recoivent une importante innervation sympathique et
parasympathique dont I'équilibre régle la fréquence cardiaque. Nous reparlerons de cet

aspect ultérieurement.

Du fait de leur automaticité intrinséque plus rapide, les cellules pacemakers du SAN
inhibent Dactivit¢ pacemaker du NAV et du réseau de fibres de Purkinje.
En cas de dysfonctionnement du SAN, le NAV peut prendre le relais comme étant le
centre du pacemaker dominant. Dans des conditions de bloc complet de la conduction
auriculo-ventriculaire, appelé¢ en clinique «bloc de troisieme degré », les fibres de
Purkinje sont capables d’engendrer un rythme viable, méme a des fréquences

relativement faibles (Dobrzynski et al., 2013; James, 2003).
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Dans les voies de conduction auriculaires, les potentiels d'action se propagent de proche
en proche dans le myocarde des oreillettes droite et gauche provoquant leur contraction
et ’expulsion du sang vers les ventricules. Les potentiels d’action gagnent ensuite le
nceud auriculo-ventriculaire, qui constitue le lieu de passage obligé des potentiels d'action
entre oreillettes et ventricules. Le role du NAV est de filtrer les impulsions électriques
qui lui parviennent, de les éliminer en partie, de les coordonner et d'en faire un influx
¢lectrique homogene transmis au faisceau de His jusqu'a ’apex du cceur (Figure 1).
La systole ventriculaire se produit alors, le sang des ventricules est chassé vers ’artére

pulmonaire et I’aorte.

PFN

Figure 1 : Schéma du ceeur avec le systeme de conduction cardiaque (en rouge). Le nceud sino-atrial
(SAN) se situe a [’abouchement de la veine cave supérieure (SCV) dans [’oreillette droite (RA).
Le neeud auriculo-ventriculaire (NAV) est délimité par la veine cave inférieure (ICV), le corps fibreux
central (CFB) et la valve tricuspide(TV). Le nceud auriculo-ventriculaire se prolonge par le faisceau de
His (AVB) qui se divise en branches (BB), droite et gauche, se ramifiant ensuite pour donner les fibres de
réseau de Purkinje (PFN). Les autres abréviations sont : oreillette gauche (LA), les veines pulmonaire
(PV), la valve mitrale (MV), ventricule droite (RV) ventricule gauche (LV). D apres (Mangoni and Nargeot,
2008)
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2.1 Le nceud sinusal (SAN)

Le tissu pacemaker du nceud sinusal (SAN), est localisé entre la veine cave supérieure et
la veine cave inférieure (Boyett et al., 2000). Il s’étend vers la face endocardique de la

crista terminalis (Figure 2).

Figure 2 : Modéle du neeud sino-atrial de lapin superposé a
un schéma du cceur (vue dorsale) ; En rouge, les cellules
centrales du neceud sinusal, en bleu, le tissu périphérique du
neeud  sinusal.  D’apres  (Dobrzynski et al, 2005).
Abreéviations : Ao : aorte, CS : sinus coronarien, ICV : veine
cave inférieure, PA: artere pulmonaire, PV : veine
pulmonaire, RA : oreillette droite, RV : ventricule droit, SCV :
veine cave supérieure

Dans le SAN, trois types de cellules, aux morphologies distinctes, coexistent.
On distingue les cellules en fuseau, les cellules en forme d’araignée et les cellules
allongées (Figure 3). Dans le SAN de lapin et de souris, les cellules en fuseau sont
généralement plus petites que les cellules allongées et celles en forme d’araignée.
Le cytoplasme des cellules en fuseau apparait transparent et pauvre en myofilaments.
Le cytoplasme des cellules allongées est plus sombre que celui des cellules en forme
d’araignée. Ceci peut résulter de la plus forte densité en myofilaments contenus dans ces
cellules allongées comparativement aux cellules en forme d’araignée. Le cytoplasme des
cellules en forme d’araignée est ramifi¢. D’apres Toyoda et collaborateurs (Toyoda et al.,
2017), les cellules en fuseau et en araignée constituent la morphologie prédominante des
cellules pacemakers. Dans le SAN de lapin, les cellules en fuseau sont considérées comme
les cellules pacemakers primaires (Boyett et al., 2000). Ces cellules semblent concentrées
au centre du SAN alors que les cellules allongées, plus grandes, sont localisées vers
périphérie du nceud sinusal (Honjo et al., 1996). Cependant, dans le SAN de lapin,
de petits groupements de cellules en fuseau et allongées sont observées (Verheijck et al.,

1998).
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Figure 3 : Morphologie des cellules isolées de SAN de souris. Spindle : cellule en fuseau, Elongated :
cellule en forme d’araignée, Spider : cellule en forme allongée, Atrial : cellule atriale. De (Mangoni and
Nargeot, 2008)

En plus des cellules pacemakers, le SAN contient également des cellules atriales, des
fibroblastes et des adipocytes (Dobrzynski et al., 2005). La région sinusale est
relativement riche en collagéne. Ce dernier n’a pas d’effet sur les propriétés de conduction
du SAN. II faut noter qu’au cours du vieillissement, la taille et la position du SAN ne
changent pas mais que sa structure évolue. Un remodelage est effectivement observé,

suite a ’enrichissement en collagéne (Alings et al., 1995).

2.2 Le nceud auriculo-ventriculaire

Le nceud auriculo-ventriculaire fait partie de 1’axe de conduction auriculo-ventriculaire.
Il est localis¢ au niveau de la partie inférieure du septum inter-auriculaire, entre
I'abouchement du sinus coronaire et l'insertion de la valve septale de la tricuspide
(Figure 4A). Sa fonction principale est de conduire le potentiel d’action des oreillettes
vers les ventricules. C’est I’'unique point de passage de I’impulsion électrique entre les
oreillettes et les ventricules. Le NAV doit conduire lentement le potentiel d’action afin
de permettre un délai entre la systole atriale et ventriculaire (Chandler et al., 2009) et
permettre ainsi une bonne coordination de contraction entre les oreillettes et les
ventricules. Le NAV a un aspect fonctionnel permettant de bloquer les impulsions
¢lectriques anarchiques des oreillettes vers les ventricules ce qui proteége les ventricules

d’un rythme trop rapide. Il sert donc de filtre électrique. Le NAV peut également servir
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de pacemaker cardiaque quand les cellules du nceud sinusal sont défaillantes. Les cellules
du NAYV sont de forme allongée et fusiforme (Figure 4B) (Hancox and Levi, 1994;
Marger et al., 2007; Marger et al., 2011b).

Superior
Posternor Anterior

Inferior

Tendon of
Todaro

Coronary
sinus

Figure 4 : A : Schéma de coeur de lapin avec les jonctions AV. Ce schéma montre la localisation du NAV
d’apres (Li et al., 2006) Abréviations : Ao : aorte, FO : fosse ovale, IVC : veine cave inférieure, PA : artere
pulmonaire, RA : oreillette droite, RV : ventricule droit, SVC : veine cave supérieure. D apreés (Dobrzynski
etal, 2013) B : Morphologie des cellules du neeud auriculo-ventriculaire.

2.3 Faisceau de His et fibres de Purkinje

Le faisceau de His et les fibres de Purkinje constituent les tissus de conduction
ventriculaires. Le faisceau de His est localis¢ dans la partie haute du septum
interventriculaire.

Le tronc du faisceau de His se divise en deux branches, une droite pour le ventricule droit
et une qui nait du tronc et qui chemine sous l'endocarde du ventricule gauche pour se
ramifier en plusieurs rameaux qui parcourent toute la paroi du ventricule gauche jusqu'a
la branche gauche du faisceau de His. Le réseau terminal de la branche droite se nomme

réseau de Purkinje.

La portion ventriculaire du systéme de conduction cardiaque qui part du NAV jusqu’au
myocarde contractile ventriculaire est importante et vitale. En effet, la structure de ce
systéme assure 1’activation simultanée du myocarde ventriculaire pour avoir ’activité de

pompage du sang la plus efficace possible.
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Figure 5: Réseau His-Purkinje dans le ventricule droit et gauche du lapin. A. Marquage
immunoenzymatique des neurofilaments sur la surface endocardiale de [’oreillette gauche. B. Marquage
immunoenzymatique des neurofilaments sur la surface endocardiale de [oreillette droite. Ci :
Grossissement de [’origine de la branche du faisceau gauche (LBB) dans le septum membraneux pres de
la racine de ’aorte. Cii : Faisceau de His antérieur gauche. Ciii : division du faisceau de His postérieur
gauche formant les fibres de Purkinje. Civ : Faisceau de His gauche et fibres de Purkinje connectés aux
muscles papillaire (PM). Cv : fibres de Purkinje dans le ventricule gauche. Cv : Faisceau de His droit.
Cvii : Faisceau de His gauche allant dans la surface septale croisant la chambre ventriculaire. Cviii :
réseau de fibres de Purkinje périphérique dans le ventricule droit. De (Dobrzynski et al., 2013).
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e [Fuaisceau de His

Le faisceau de His est le composant isolé de I’axe de la conduction auriculo-ventriculaire
(Figure 5). Ce faisceau est reconnaissable anatomiquement quand il se retrouve isolé.

I est composé d’une branche gauche et d’une branche droite asymétrique (Figure 1).

e Réseau de Purkinje

Le réseau de Purkinje se situe au niveau de la terminaison du faisceau de His (Figure 5).

Les cellules du réseau His-Purkinje ont principalement une morphologie dite
« rod-shaped » ; elles sont plus grandes que les cellules du SAN et NAV mais plus petites

que les cellules ventriculaires (Figure 6).

La principale fonction du réseau His-Purkinje est de conduire rapidement le potentiel
d’action entiérement dans le ventricule afin d’assurer la contraction du muscle
ventriculaire. La seconde fonction de ce réseau est d’agir comme le pacemaker

ventriculaire en cas de bloc cardiaque.

Figure 6 : Photo de gauche : Morphologie des cellules des fibres de Purkinje de souris (Miquerol
et al., 2004). Photo de droite : Morphologie des cellules ventriculaire de souris (Hamaguchi et al.,
2013)
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2.4 Communication intercellulaire au sein du tissu nodal : role des
connexines

Les cellules cardiaques communiquent entre elles grace a des jonctions communicantes
appelées, en anglais, gap junction. Ces jonctions communicantes mettent en relation le
cytoplasme de deux cellules voisines. Elles constituent un canal traversant les deux
membranes cellulaires. Chaque canal est constitué¢ de deux connexons. Un connexon est
lui-méme constitué de 6 connexines (Cx). Ces Cx déterminent les propriétés de

conduction dans les différents tissus cardiaques (Gros and Jongsma, 1996) (Figure 7).

Ces jonctions communicantes interviennent dans la propagation de I’influx électrique
dans le cceur (couplage électrique). Elles jouent, également, un rdle crucial dans la vitesse

de conduction de I’influx électrique (Rohr, 2004).

Jonction communicante

Figure 7: Schéma de la structure des jonctions
communicantes entre 2 cellules voisines.

Connexine

Les connexines déterminent les propriétés de conduction dans les différents tissus
cardiaques (Gros and Jongsma, 1996). Les trois connexines principalement exprimées

dans le ceeur sont les connexines 40, 43 et 45.

e [a Cx43 constitue, de loin, I’isoforme cardiaque majoritaire.
Chez I’homme et le bovin, la Cx43 est présente dans les myocytes cardiaques
des oreillettes et des ventricules ainsi que dans les myocytes conducteurs du
faisceau de His et du réseau de Purkinje. Elle est faiblement observée dans le
SAN et le NAV (Davis et al., 1995; Moorman et al., 1998). La connexine 43
serait le principal déterminant de la conduction intercellulaire dans les

ventricules.
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e La Cx45 est exprimée majoritairement dans le SAN, le NAV, le faisceau de
His. Son role est essentiel pour coordonner la synchronisation des activités
contractiles des cardiomyocytes embryonnaires et pour la progression normale

de la cardiogenese.

e La Cx40 est fortement exprimée dans les myocytes atriaux, le NAV,
le faisceau de His et le systéme de conduction ventriculaire (Davis et al., 1995;
Delorme et al., 1997; Gros and Jongsma, 1996; Miquerol et al., 2004; van
Veen et al., 2005 ). Elle contribue tres significativement a la propagation de

I’activité électrique dans les oreillettes et le systéme de conduction.

Dans le SAN et la zone paranodale, les jonctions communicantes sont petites et peu
nombreuses comparées aux autres tissus cardiaques. Il y a donc un faible couplage
¢lectrique dans le SAN. Le nceud sinusal est protégé de 1’influence hyperpolarisante de
I’oreillette droite grace a I’expression de la connexine 45 et qui évite un

dysfonctionnement du rythme cardiaque (Dobrzynski et al., 2005).

Dans le NAV, la faible vitesse de conduction est due a un faible degré de couplage
¢lectrique entre les cellules qui les constituent. Les Cx43 et Cx40 y sont faiblement
exprimées. De plus, la Cx40 a haute conductance n’est pas exprimée dans la partie
compacte du NAV (Miquerol et al., 2004; Pennisi et al., 2002; van Kempen et al., 2003 ).
En revanche, la Cx45 est exprimée abondamment dans le NAV. Cela favorise une faible
vitesse de conduction. L’absence du Cx43 est ['une des raisons du ralentissement de la

conduction du potentiel d’action par le NAV.

La principale fonction du réseau His-Purkinje est de conduire rapidement le potentiel
d’action entierement dans le ventricule afin d’assurer la contraction du muscle
ventriculaire. Cela est rendu possible par 1’expression massive de connexines et plus

particulierement les Cx40 et Cx45 (Coppen et al., 1998).

Les connexines peuvent avoir un réle dans le développement de certaines pathologies.
Ainsi, des variations dans I’expression des Cx40 et Cx43 ont été observées chez des

patients souffrant de fibrillation auriculaire ou d’insuffisance cardiaque.
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Des modifications du patron d’expression de la Cx43 ont été retrouvées dans
I’hypertrophie cardiaque et I’infarctus du myocarde (Severs et al., 2004). Un déficit trés
important en Cx43 perturbe la vitesse de conduction et entraine des arythmies

ventriculaires fatales (Kalcheva et al., 2007).

2.5 Régulation par le systéme nerveux autonome

Le systeme nerveux autonome (SNA) découvert dans les années 1830 et 1840,
est considéré comme le régulateur principal de I’automatisme cardiaque. Dans le coeur
adulte, la branche sympathique du systéme nerveux autonome accélére le rythme
cardiaque, tandis que la branche parasympathique le ralentit.
Le contréle automatique de l'activité du stimulateur est généré par la balance entre ces
deux branches (Mangoni and Nargeot, 2008). Le rapport entre ces deux contributions
varie selon les especes (Opthof, 2000), avec un tonus sympathique prédominant chez les
petits mammiferes, tandis que les grands mammifeéres sont sous un controle vagal
prédominant. Par exemple, chez la souris, la fréquence cardiaque intrinséque est
nettement inférieure a la  fréquence cardiaque in  vivo. Inversement,
le bloc pharmacologique du systéme nerveux parasympathique chez I’homme accélére la

fréquence cardiaque basale.

2.5.1 Le systéme nerveux sympathique

L'activation du systéme nerveux sympathique est associée a 1’action : son role est de
mettre [’organisme en état d’alerte et de le préparer a une activité accrue. L’effet du tonus
sympathique s’exerce par la libération de noradrénaline qui active les récepteurs
B-adrénergiques dans le nceud sinusal. Le résultat est 1’accélération du rythme cardiaque.
Les récepteurs P-adrénergiques sont des récepteurs a 7 segments transmembranaires
couplés via une protéine Gs a une enzyme de la membrane plasmique nommée adénylate
cyclase (AC). La stimulation des récepteurs 3 induit donc la formation d’AMP cyclique
(AMPc) (Figure 8). L’AMPc est I’initiateur de toute une cascade de signalisation incluant
I’activation de la protéine kinase A et d’autres partenaires régulés par I’AMPc, tels que

les canaux HCN4 et Cay1.3. Cela se traduit par 1’augmentation de la pente de la
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dépolarisation diastolique du nceud sinusal et une accélération conséquente de la

fréquence cardiaque (Figure 9).

2.5.2 Le systéme nerveux parasympathique

L’activation du systéme nerveux parasympathique, a l'inverse du systéme nerveux
sympathique, correspond a une réponse de relaxation. Ses médiateurs chimiques,
I’acétylcholine (ACh) et 1’adénosine (Ado), utilisent la méme voie de signalisation.
L’adénosine active le récepteur Adénosine 1 (Al) et I’ACh stimule le récepteur
muscarinique de type 2 (M2), activant la protéine Gj (protéine inhibitrice de 1’AC)
(Figure 8). La protéine G est constituée de sous-unités a et fy. La sous-unité By active
directement les canaux Girk4-Girkl. La sous-unité a quant a elle, régule négativement
I’adénylate cyclase. La conséquence de cette inhibition est une diminution de la
production d’AMPc, ce qui inverse le processus de signalisation impliqué dans la

stimulation sympathique du cceur

Voie sympathique Vit parisy wathique

Figure 8 : Représentation schématique de I’action des voies sympathique et parasympathique sur la
cellule pacemaker. D apres (Mangoni et Nargeot, 2008).

43



200 ms control

o
ACh 3 nM
0 \ Figure 9 :

J Régulation
adrénergique et

mV = cholinergique de
Dactivité spontanée
cardiaque.

-50 q

Accélération de [activité spontanée induite par [isoprénaline (10 nM ; agoniste des récepteurs
[-adrénergiques) et ralentissement induit par ['acétylcholine (3 nM dans le neeud sinusal).
D’apres (DiFrancesco, 1993).

3. La cellule pacemaker

3.1 Description des courants ioniques impliqués dans Ila
génération du rythme

Les canaux ioniques sont des protéines membranaires capables de changer de
conformation et d’osciller entre des états fermés, inactivés et ouverts, en fonction du
potentiel de membrane et/ou des ligands spécifiques. IlIs facilitent et controlent le passage
des ions a travers la membrane lipidique et constituent un systéme de transport
macromoléculaire spécifique (Figure 10). Les canaux ioniques constituent un passage
favorable pour la diffusion rapide et passive des ions en fonction de leur potentiel

¢lectrochimique, générant ainsi le potentiel d’action cardiaque (Noble, 1960, 1966).

SANC o
. e A y
L &' i
S
P | - Figure 10 : Représentation schématique d’une
® . . portion de cellule pacemaker du SAN représentant
’/ : ,//7 les différents courants ioniques impliqués dans
llj I Pautomatisme cardiaque. D aprés (Monfredi et al.,
',’ yf 2013).
o yi I

44



3.1.1 Courant Ir

Dans la cellule pacemaker, le courant ‘funny’ (/y) est un des courants dominants dans la
génération de 1’automatisme cardiaque. Ce courant a été découvert dans les cellules
sinusales de lapin par deux groupes différents : en 1979 par le groupe de Brown, Noble
et DiFrancesco (Brown et al., 1979) et, en 1980, par le groupe de Yanagihara et Irisawa
(Yanagihara et al., 1980). Ensuite, Ira été identifié dans toutes les cellules cardiaques de
mammiferes battant spontanément : les cellules du tissu nodal et les cellules du systéme
de conduction cardiaque (DiFrancesco, 1993). Le courant transporté par Iy est généré par
le passage de Na® et K*. Au cours de la dépolarisation diastolique (DD) le courant I net

est entrant.

Une large famille de génes de canaux HCN a été clonée chez la souris (Ludwig et al.,
1998; Santoro et al., 1998) et chez ’humain (Seifert et al., 1999; Vaccari et al., 1999).
Les quatre isoformes clonées sont appelées protéines canal HCN (Hyperpolarization-
activated Cyclic Nucleotide-gated); HCN1 a HCN4. L’analyse de la séquence des
isoformes de HCN indique que ces canaux appartiennent a la super famille des canaux

K" potentiel dépendant et des canaux du CNG (Cyclic Nucleotide Gated).

Toutes les isoformes de HCN forment des canaux tétramériques (Figure 11).
Chaque monomere est caractérisé par la présence de 6 domaines transmembranaires
(S1-S6) avec un senseur de potentiel positif situé¢ dans le 4™ segment transmembranaire
(S4). Dans la portion C-terminale des canaux HCN, il y a le domaine CNBD
(Cyclic Nucleotide Binding Domain) qui est le site de fixation de I’AMPc.

Extracelular  Figure 11 :  Représentation schématique du canal HCN.
Haut : Représentation schématique du canal (tétramere, constitué de

4 sous-unités).

Bas :  Représentation schématique d’'un monomére avec les
6 segments transmembranaires, dont le segment S4 (en rouge) contenant
le senseur de potentiel. Le domaine CNBD situé a l’extrémité C terminale
permet la fixation de I’AMPc. (Postea and Biel, 2011)
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La séquence primaire des 4 isoformes de HCN est fortement conservée au niveau des
portions transmembranaires. L’homologie de séquence plus faible au niveau des
extrémités N- et C- terminales des diverses isoformes peut expliquer leurs propriétés
biophysiques différentes : cinétique, seuil d’activation et modulation par les nucléotides
cycliques (Viscomi et al., 2001). Par exemple, la cinétique d’activation de HCN2 est plus
rapide que celle HCN4, mais toutes deux sont plus lentes que HCN1 (Altomare et al.,
2001; Viscomi et al., 2001). De plus, HCNI a une sensibilité plus faible a I’AMPC que
HCN2 et que HCN4. L’isoforme HCN3 n’est pas modulée par I’AMPc (Stieber et al.,
2005).

La biologie moléculaire a permis d’identifier des différences importantes dans la
distribution tissus-spécifique de chacune des 4 isoformes. HCN1, HCN2 et HCN4 se
retrouvent dans I’ensemble des compartiments cardiaques (Stieber et al., 2004).
HCNI est présente dans le SAN, mais elle constitue 1’isoforme majoritaire du cerveau.
HCN4 est I’isoforme majeure de la portion centrale du SAN. Dans le NAV, HCN4 est
I’isoforme principalement exprimée, suivie par HCN1 et HCN2. HCN3 est rarement
exprimée dans le cceur adulte (Marionneau et al., 2005), mais elle est présente dans le

cceur au stade embryonnaire (Stieber et al., 2003b) (Figure 12)

Figure 12 : Expression de ’'ARNm et de la
pLas protéine HCN4 au stade embryonnaire 10.5
C D i Jours. (A) Détection en hybridation in situ de

HCN4 par une ribosonde spécifique sur une
coupe sagittale d’un embryon sauvage.

&

.,,-_'{ ?}. gt A=chambre atriale, BC= Bulbus cordis, CV=

'\?n;:\_,‘ A veine cardinale. (C) Détection
fi W immunohistochimique de HCN4. Ao= Aorte,

- B= Bronche, rCV et ICV= veine cardinale

= droite et gauche. (D) Grossissement de (C)

montrant HCN4 marqué dans la veine

oV - cardinale droite. (E) Coupe transversale des

s veines cardinales avec absence de coloration
de HCN4. D apres (Stieber et al., 2003a)

0 =
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Ce courant est caractérisé par 2 propriétés particulicres.

En premier lieu, il est activé par une hyperpolarisation du potentiel de membrane et non
par une dépolarisation comme la plupart des autres courants ioniques connus.
C’est pour cela que ce courant avait ét¢ appelé « f », comme funny (le courant « drole »).
Dans les cellules du SAN et du NAYV, le seuil d’activation de /r est compris entre -50 et
-65 mV (Baruscotti et al., 2005). Pour les cellules des fibres de Purkinje,
le seuil d’activation est encore plus négatif : entre -90 et -60 mV (DiFrancesco, 1981a).
En second lieu, le courant Ir posséde une faible sélectivité face aux ions Na’ et K'.
Toutefois, la perméabilité pour les ions Na* est 4 fois supérieure a celle pour les ions K*

(DiFrancesco, 1981b).

Le courant /r est modulé par le systéme nerveux autonome (SNA). Il est augmenté par
I’activation de la voie P-adrénergique. L’activation des récepteurs [ induit une
augmentation de la production d’AMPc, qui en retour se lie directement au canal f. Ceci
provoque une régulation positive de /r en déplagant sa courbe d’activation vers des
voltages positifs, sans affecter la conductance du canal (DiFrancesco and Tortora, 1991).
La facilitation d’ouverture du canal dépendante de I’AMPc augmente la raideur de la
pente de la phase de dépolarisation diastolique (DiFrancesco, 1993). A contrario,
I’activation des récepteurs muscariniques, durant la stimulation parasympatique,
provoque une diminution du taux d’AMPc et un déplacement de la courbe d’activation
du courant Iy vers les potentiels plus négatifs. Ceci induit la diminution de la pente de la
phase de dépolarisation diastolique (voir aussi Figure 9) (DiFrancesco and Tromba,
1988) ; (DiFrancesco et al., 1989). Des travaux sur les myocytes de Purkinje (Chang et
al., 1991), ainsi que sur les cellules pacemakers du nceud sinusal (Liao et al., 2010)
montrent que les canaux HCN natifs sont aussi une cible de régulation par la
phosphorylation via la protéine kinase A. Le rdle de la régulation PKA-dépendante, par

rapport a celle médiée par I’AMPc reste a élucider.
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3.1.2 Courants calciques voltage dépendants

Les différentes classes de canaux calciques activés par le potentiel (VGCC) jouent un role
central dans des processus physiologiques. En réponse aux changements de potentiels de
membrane des cellules excitables, les VGCC générent un courant calcique entrant.
L’influx calcique traversant ces canaux induit la dépolarisation membranaire.
Comme les ions Ca®* sont aussi un second messager universel, I’influx calcique régule
¢galement une grande variété de processus intracellulaires dépendants du calcium tels la
contraction musculaire, la transcription des genes, la sécrétion hormonale, la libération
des neurotransmetteurs, I’excitabilité et la plasticité synaptique (Nanou and Catterall,
2018; Striessnig et al., 2014; Zamponi et al., 2015). Le ciblage subcellulaire comme la
dynamique d’entrée du calcium nécessitent d’étre étroitement controlés par des
sous-unités accessoires, des modifications post-traductionnelles des lipides et des

protéines.

Les canaux calciques sont formés par différentes sous unités (Figure 13).

Extracellular ﬁ i

90000 @ 90900000
‘ \ QU [\ Figure 13 : Représentation schématique d’un

canal calcique avec la sous-unité principale

ai et les sous-unités auxiliaires (f et az-9).

000600600606

Intracellular

l

Le pore sensible au potentiel de tous les VGCC est constitué par la sous-unité o, qui
forme I’élément central des différents types de canaux ioniques. La sous-unité o est
constituée de quatre domaines. Chaque domaine contient 6 segments transmembranaires
(S1 a S6). Le senseur de potentiel se localise au niveau du S4. Dix isoformes de

sous-unité ai, codées par des génes différents, ont été isolées (Figure 14).
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Figure 14 : Famille de géne codant pour les VDCCs.
D’apres (Mangoni et al., 2006a)

Les sous-unités o s’associent avec des sous-unités auxiliaires (B et o2-0) pour former des
complexes hétéro-oligomériques. Les sous-unités [3 sont étroitement associées a la face
cytoplasmique de la sous-unité a, alors que les sous-unités 02-d sont ancrées dans la
membrane plasmique et interagissent avec les domaines extracellulaires de la
sous-unité o (Figure 13). Ces sous-unités accessoires influencent ’activité du canal.
Elles sont impliquées dans la dépendance au potentiel, les cinétiques d’activation et de

dé-activation. Elles régulent, également, le trafic des protéines vers la membrane

(Dolphin, 2012).

La famille des VGCC est tres vaste. Elle est divisée en 3 sous-familles : canaux calciques
de type T, de type L et de type « non-L » comme les canaux de type P/Q, N et R.
Chaque sous-famille est ensuite subdivisée en isoformes (Tableau 1 (Striessnig et al.,
2014)). Les canaux calciques de type L (LTCC) et de type T (TTCC) sont aussi nommeés,
respectivement, canaux calciques de « hauts » et de «bas » seuils du fait de leurs
caractéristiques de leur voltage d’activation. /caz est activé a des potentiels plus positifs
que Icq1. Alors que Ica est activé entre -50 et -30 mv avec un pic situé autour de 0 mV,
Icat s’active a des potentiels compris entre -60 et -50 mV avec un pic situé autour de
-30mV (Hagiwara et al., 1988). En outre, ces 2 courants sont aussi identifiés par leur
dépendance au potentiel. L'inactivation de Ic.r est plus rapide que celle d’/car.
Icqr démarre son inactivation a -90mV et il est totalement inactivé autour de -40 mV.
La conductance des canaux de type T est plus faible que celle des types L, respectivement

autour de 8 et 16 pS (Hagiwara et al., 1988; Perez-Reyes, 2003).
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Pour les canaux calciques de type L, la sous-unité Cay1.1 est majoritairement exprimée
dans le muscle squelettique dans lequel elle est responsable du couplage entre excitation
et contraction (Tanabe et al., 1988). Elle est trés faiblement présente dans le coeur
(Marionneau et al., 2005). La sous-unité Cay1.2 est exprimée dans I’ensemble des
différents tissus cardiaques (Marionneau et al., 2005; Rosati et al., 2007)), dans le muscle
lisse (Moosmang et al., 2003), dans le pancréas (Schulla et al., 2003), dans le cerveau et
dans les glandes surrénales (Moosmang et al., 2005). La sous-unité Cay1.3 est exprimée
dans le cerveau, dans le pancréas, dans la cochlée et dans les tissus nodaux du SAN et du
NAV (Marionneau et al., 2005). La sous-unité Cay1.4 est exclusivement exprimée dans

la rétine (Baumann et al., 2004; Striessnig and Koschak, 2008).

Les canaux calciques de type non L (type P/Q, N et R) sont principalement exprimés dans
les neurones et les cellules endocrines. Seule la sous-unité Cay2.3 est exprimée, dans une
faible mesure, dans les oreillettes. Du coté de canaux calciques de type T, seules les
sous-unités de type T Ca,3.1 et Cay3.2 sont présentes dans le cceur
(Mangoni et al., 2006a). La sous-unité¢ Ca,3.2 est fortement exprimée dans le coeur
embryonnaire, mais son expression décline a I’age adulte. Au stade adulte, la sous-unité
Ca,3.1 est présente essentiellement au niveau des tissus automatiques. La sous-unité

Cay3.3 est exclusivement neuronale.
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TABLE 1

Voltage-Gated Ca2" Channel Types and Their Pore-Forming Subunits®

Type o1 Subunit (Old N lature, Gene) Predominant Tissue Expression Pharmacology
Cavl L Cavl.1 (alS; CACNAIS) Skeletal muscle Dihydropyridines (isradipine and nifedipine), phenylalkylamines (verapamil), and benzothiazepines (diltiazem)
Cavl.2 (a1C; CACNAIC) Heart/smooth muscle, neurons (somatodendritic), and endocrine cells
Cavl.3 (elD, CACNAID) Heart, neurons (somatodendnitic), endocnine cells, and sensory cells
Cavl.4 (alF, CACNAIF) Retina and immune cells
Cav2 P/Q Cav2.1{olA, CACNAILA) Neurons and endocrine cells @-Agatoxin TVA and @-conotoxin MVIIC
N Cav22(olB, CACNAILB) Neurons and endocrine cells @-Conotoxin GVIA
R Cav2.3 (alE, CACNAIE), Cav? Cardiac/smooth muscle, endocrine cells, and neurons SNX-432
Cavdi T Cav3.l({alG, CACNAIG) Neurons and cardiac muscle TTA-AZ and 7944
Cav3.2 (alH, CACNAIH) Cardiac/vascular smooth muscle, kidney, and hiver
Cav3.3 (ell, CACNAILD) Neurons

Tableau 1 : Les différents sous-types de canaux calcique activés par le voltage et leur localisation tissu spécifique. D apres (Striessnig et al.,

2014)



Les VGCC cardiaques font I’objet de multiples mécanismes régulateurs impliquant a la
fois des sites de régulation intramoléculaires, des interactions avec des seconds messagers
et des protéines kinases. L'influx calcique traversant les VGCC peut autoréguler 1’activité
du canal tant de maniére négative (CDI : Inactivation Calcium Dépendante) que positive
(CDF, Facilitation Calcium Dépendante). Les canaux calciques de type L subissent une
inactivation via les calmodulines et une facilitation par le biais de la calmoduline kinase
II (CaMKII). Au contraire, seule la facilitation par les CaMKII a été décrite pour les
canaux calciques de type T (Christel et al., 2012). Les canaux calciques de type L sont
¢galement fortement régulés par la protéine kinase A dépendante de I’AMPc (De Jongh
et al., 1996; Ramadan et al., 2009). La régulation des canaux calciques de type T par la
protéine kinase A dépendante de I’AMPc est encore controversée (Chemin et al., 2006).
Cependant, dans une étude récente, Li et collaborateurs (Li et al., 2012) ont démontré que
dans les myocytes cardiaques 1’activité des canaux VGCCs de type T est augmentée par
I’isoprotérénol, un agoniste -adrénergique, et que cette régulation est strictement liée a
la machinerie adénylate cyclase / AMPc¢/ protéine Kinase A, comme pour les canaux de

type L.

Une des différences essentielles concernant la modulation des canaux de type T et des
canaux de type L réside dans leur sensibilité divergente aux dihydropyridines (DHPs).
Les DHPs sont connues pour agir sur les canaux L sans affecter les canaux de type T
(Hagiwara et al., 1988). Néanmoins, ce concept a ¢té discuté par différentes études qui
démontrent un effet de certains types de DHPs sur différentes sous-unités des canaux

VGCCs de type T (Bladen et al., 2014a; Bladen et al., 2014b).
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3.1.3 Courant sodique voltage dépendant

Les canaux sodiques sont formés par une sous-unité a pseudo-tétramerique qui s’associe
avec une ou deux sous-unités 3. Chaque sous-unité o est composée de 4 répétitions d'une
structure de base comportant 6 domaines transmembranaires. Le pore est formé par les
boucles comprises entre les domaines 5 et 6. Le domaine senseur du voltage est composé
par le domaine 4, riche en résidus chargés positivement. Les sous-unités [ sont

régulatrices (Figure 15).

canal Nay
ore sous-unité N
p Figure 15 :
Structure des
SOUS unlte _ o B sous-unite canaux Na'v avec
1 R . la sous-unité
B2
c a et les sous-
unités
d régulatrices.
senseur du

voltage Phosphorylatlon

Comme le démontrent les expériences d’expression hétérologue, la sous-unité o
détermine les principales propriétés électrophysiologiques et pharmacologiques d’un
canal sodique donné. Les différentes sous-unités 3 ont, quant a elles, la fonction de

moduler la sous-unité a (Patton et al., 1994).

La sous-unité o du canal sodique a un profil d’expression tissus-spécifique. A ce jour,
neuf sous-types de sous-unité sodique Nayl, nommées Nay1.1 a Nay1.9, ont été clonées.
Une nouvelle famille de canaux sodiques Na,2 a été découverte récemment, mais sa

fonction reste peu encore connue (Tableau 2) (Goldin, 2001).

Navl.1, 1.2, 1.3 et 1.6 sont les canaux sodiques principaux du systéme nerveux central.
Nayl.7, 1.8 et 1.9 constituent les canaux sodiques majoritaires du systeme nerveux
périphérique. Nav1.4 est la sous-unité principale du muscle squelettique alors que Nav1.5
est la sous-unité sodique du cceur. La plupart de ces canaux sodiques ont également des

niveaux d’expression significatifs hors de leur tissu primaire.
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Table 1. Mammalian sodium channel « subunits

Gene Chromosomal

Type symbol location Primary tissues

Nay1.1  SCNI1A Mouse 2 Human CNS neurons
2q24

Nay1.2 SCN2A Mouse 2 Human CNS neurons
2q23-24

Nay1.3  SCN3A Mouse 2 Human CNS neurons
2q24

Nay1.4  SCN4A Mouse 11 Human  SkM
17q23-25

Na,1.5 SCN5A Mouse 9 Human Uninnervated SkM,
3p21 heart

Nay,1.6  SCN8A Mouse 15 Human  CNS neurons
12g13

Nay1.7 SCNOA Mouse 2 Human PNS neurons
2q24

Nay1.8 SCNI0A Mouse 9 Human DRG neurons
3p22-24

Na,1.9 SCNI11A Mouse 9 Human DRG neurons
3p21-24

Nay SCN7A Mouse 2 Human uterus, astrocytes,

SCN6A 2q21-23 hypothalamus

Tableau 2: Les différents sous-types de
canaux sodiques activés par le voltage et leur
localisation tissu spécifique. De (Goldin,

2001)

Tous les sous-types de canaux sodiques connus a ce jour peuvent étre classés en fonction
de leur sensibilité a tétrodotoxine (TTX). La TTX est une neurotoxine isolée a partir du

poisson japonais Fugu (Figure 16) (Catterall et al., 2003; Yu and Catterall, 2003).

Channel (Gene) Tissue Chromosome TTX sensitivity
Na,1.6 (SCN8A)  CNS 15 -
Na,<1.2 (SCN24)  CNS 1
Na,1.1 (SCN1A) CNS
Na,1.3 (SCN34) CNS 2 TTX
sensitive
| Na,1.7 (SCN9A) PNS (ICeq ~ 10 nM)
Na, g
L Na,<1.4(SCN4a) ~ Skeletal
muscle o
Na,1.5 (SCN5A) Heart :
1 TTX
Na,1.8 (SCN10A)  PNS 3 resistant
Na,1.9 (SCN114) PNS ] 1Cs021pM

Figure 16 : Arbre cladistique représentant les canaux sodiques voltages dépendants
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Plusieurs évidences démontrent que le principal canal sodique cardiaque est I’isoforme
Navy1.5 (Gellens et al., 1992). Ce canal est classé parmi les canaux sodiques résistants a
la TTX. De plus, de récentes études ont identifi¢ le role de la sous-unité Nayl1.8
(TTX résistante) dans la conduction cardiaque. La sous-unité Nay1.8 serait impliquée au
niveau des intervalles PR et QRS des ECG de surface (Chambers et al., 2010).
Etant donnée 1’expression spécifique de ce canal dans les neurones nociceptifs sensoriels
de petit et de moyen diamétre au sein des ganglions rachidiens dorsaux (DRG), ces
données sont treés surprenantes. Les isoformes TTX résistantes et TTX sensibles des
canaux sodiques ont été détectées dans les préparations d’ARN cardiaque. En particulier,
Marrionneau et collaborateurs ont mis en évidence 1’expression des mRNAs codants pour
les sous-unités Nayl.l, Nayl.3 and Nayl.7 dans le SAN et le NAV
(Marionneau et al., 2005).

3.1.4 Courant potassique

Les canaux potassiques voltages dépendants (VDKCs) controlent la phase de
repolarisation du potentiel d’action dans les cellules spontanément actives et dans le
myocarde. Dans les cellules pacemaker, 3 principaux canaux potassiques voltage
dépendant ont été identifiés : les courants rectifiants rapides (/i) et (Iks), ainsi que le

courant transitoire sortant (/) (Boyett et al., 2000).

Les canaux Iy, Ik sont formés de tétrameres de sous-unités identiques (Figure 17).
Chaque sous-unité a possede 6 hélices transmembranaires (S1-S6). S1-4 est le domaine
sensible au voltage avec les résidus chargés positivement sur le segment S4 (senseur de
voltage). S5-6 constitue le pore du domaine qui conduit le courant ionique.
Le canal Ik est composé¢ de KCNQI, formant le pore et de la sous-unité auxiliaire

KCENI1(Barhanin et al., 1996). Le canal Ik, est constitu¢ de la sous unité hERG.
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Figure 17 : Courants cardiaques correcteurs retardés Iks, Ik Panel A: Composition moléculaire et
architecture de ces canaux. Panel B: Enregistrements des courants Ik et Ix.. Adapté de (Decher et al.,
2004).

Les canaux Ik sont activés lentement par des voltages dépolarisants. Ces quatre sous-
unités forment un canal fonctionnel. L’assemblage de la protéine KCNE1 (une protéine a
un seul domaine transmembranaire) avec KCNQ1 lui confére sa cinétique lente unique
(Barhanin et al., 1996). L’activité physiologique du canal /xs nécessite le co-assemblage

de KCNQI et KCNEL.

Le courants Ik, est conduit par le canal hERG (aussi dénommé Kv11.1 ou KCNH2).
Ce canal a été le cloné, pour la premicre fois, dans le cerveau comme un homologue du
canal potassique “ether-a-go-go” (EAG) de la drosophile. Par la suite, son lien avec les
variants de LQTs 2 associé¢s au syndrome du QT long (LQT2), a été mis en évidence

(Curran et al., 1995; Sanguinetti et al., 1995; Warmke and Ganetzky, 1994).

Alors que les canaux ks et Ix- sont tous les deux activés par les voltages dépolarisants
pendant la phase de repolarisation des potentiels d’action, ils différent biophysiquement
sur plusieurs points (Sanguinetti and Jurkiewicz, 1990). Leurs fonctions différentes
peuvent étre étudiées en utilisant des bloqueurs spécifiques de chacun de ces canaux :

E4031 pour Ix- et Chromanol 293B pour /xs (Matsuo et al., 2015).
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En conditions normales, /x-joue un réle majeur dans la repolarisation. Il est caractérisé
par une rectification entrante importante provoquée par I’inactivation voltage dépendante.
A des potentiels plus positifs, les canaux sont inactivés et conduisent un courant sortant
plus petit. Lorsque la repolarisation progresse, les canaux Ik, récuperent de 1’inactivation
et produisent un courant sortant de grande amplitude qui repolarise le potentiel

membranaire.

Les canaux Iks ont une petite inactivation, ils s’activent lentement. Ils impactent
graduellement la repolarisation cellulaire (Figure 17). Le role de Ik est rehaussé sous
I’effet de certains facteurs de stress comme la stimulation adrénergique. Sous de telles
conditions, les courant /ks sont plus grands, s’activent plus rapidement et se déactivent
plus lentement pour permettre une action raccourcie du potentiel d’action. Ceci permet
de maintenir des temps de remplissage diastoliques adéquats quand la fréquence

cardiaque augmente.

Le courant /,, est caractérisé par une activation rapide et une cinétique d’inactivation
typique. Pharmacologiquement, il peut étre identifié grice a sa sensibilité a la
4 amino-pyridine (4-AP). Les canaux [, sont codés par la famille de géne Kvl et Kv4.
A ce jour, leur composition dans le SAN et le systéme de conduction n’est pas encore
connue. La protéine KChIP2 s’associe avec le complexe du canal Iy et régule

I’inactivation et I’adressage du canal a la membrane cellulaire (An et al., 2000).

Le courant potassique activé par ’acétylcholine (Ix.4cn)

Le courant Ix4cn est fortement exprimé dans le SAN, les oreillettes et le NAV
(DiFrancesco et al., 1989); (Giles and Noble, 1976; Noma and Trautwein, 1978).
Dans ces tissus, Ix4cn est activé par les récepteurs muscariniques M» et par le récepteur
Aj a I’adénosine par une liaison directe des sous-unités des protéines G au complexe du
canal Girk4-Girkl (Wickman and Clapham, 1995; Wickman et al., 1999).
Quatre isoformes Girk1-4 (Kir3.1 a Kir 3.4 selon la nouvelle nomenclature) codent pour
les canaux Ix4cr (Wickman and Clapham, 1995). Au niveau cardiaque, les canaux Girk4-
Girk1 sont des complexes tétramériques contenant les canaux Girkl et Girk4 (Wickman

et al., 1999) (Figure 18). Cependant les souris déficientes pour le canal Girk4 n’ont pas
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d’Ixacn cardiaque (Wickman et al., 1998), car le canal Girkl requiert le canal Girk4 pour

étre adressé a la membrane des cellules (Kennedy et al., 1999).

Figure 18 : Structure tétramérique de Girkl/4. D aprés (Yamada et al., 1998)

3.1.4 Courant Ist

Le courant entrant soutenu (/i) est décrit comme €étant un nouveau courant entrant dans
les cellules du SAN de plusieurs especes de mammiferes, incluant le lapin, le cochon
d’Inde, le rat et la souris (Cho et al., 2003 ; Guo and Noma, 1997 ; Guo et al., 1995 ;
Shinagawa et al., 2000 ; Toyoda et al., 2005).

Le courant I est activé a bas potentiel (autour de -70 mV chez la souris). Il soutient un
courant entrant persistant pendant toute la phase de la dépolarisation diastolique. Il a été
proposé que ce courant joue un role physiologiquement important lors de la dépolarisation
diastolique (Mitsuiye et al., 2000). Le manque de bloqueur spécifique de ce canal limite
la compréhension de son role physiologique dans I’activité pacemaker automatique du
SAN. Alors que le courant I est porté par les ions Na', sa pharmacologie ressemble
fortement a celle des courants Ic,.. En effet, /; n’est pas affecté par la tétrodotoxine
(TTX) qui bloque les canaux sodiques voltage-dépendant, mais il est inhibé par de
multiples bloqueurs organiques chimiques des canaux calciques, comme les DHPs.
11 est renforcé par ’activateur du courant Ic,z, le Bay-K8644. De plus, comme Icqz, Ly
est également stimulé par I’activation 3-adrénergique. Ces propriétés pharmacologiques
¢tant fortement spécifiques au courant Icqz, ceci a suggéré la possibilité que le pore
formant la sous-unité¢ o des canaux calciques de type L, qui contient le site de liaison
aux bloqueurs et activateurs calciques est essentiel pour I’activité d’ /. Cette hypothese a

¢été¢ confirmée récemment au laboratoire, grace a I’identification de Cay1.3 comme un
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déterminant critique pour la génération de I (Toyoda et al., 2017). Le mécanisme exact

par lequel les canaux Cay1.3 générent le courant Na" Iy, reste toutefois a élucider.

3.2 Description du potentiel d’action pacemaker

Le potentiel d’action pacemaker est le résultat d’une interaction fonctionnelle complexe
entre plusieurs classes de canaux ioniques. Il est caractéris¢ par une phase de
dépolarisation spontanée du potentiel de membrane connue sur le terme de
« dépolarisation diastolique », car elle correspond a la phase diastolique du cycle
cardiaque. La dépolarisation diastolique nécessite a chaque instant un courant net entrant,
généré par les canaux ioniques de la membrane plasmique, pour pouvoir maintenir la
dépolarisation du potentiel de membrane. Il est possible de visualiser l'activation
séquentielle des canaux ioniques au cours de l'activité automatique a l'aide de la

modélisation numérique (Figure 19).
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Figure 19 : (B) Exemple typique du potentiel d’action d’une cellule sinusale avec les différents courants
ioniques impliqués. Activation séquentielle des différents courants au cours de la DD et du PA.

Le premier courant a s'activer pour initier la dépolarisation diastolique est le courant /.
Au tout début de la dépolarisation diastolique, nous observons aussi l'activation des
canaux calciques voltage-dépendants de type T (/cq7). Quand la membrane se dépolarise
autour de -50 mV, les canaux calciques de type L Cav1.3 s’ouvrent. L’ouverture de ces
canaux induit une entrée supplémentaire de calcium dans la cellule, qui en complément
de I’échangeur Na/Ca, dépolarise davantage le potentiel de membrane jusqu’a ce qu’il
atteigne le seuil du potentiel d’action (en général autour de -40 mV). A ce potentiel, les
canaux Cayv1.2 de type L et les canaux sodiques sensibles a la TTX s’ouvrent afin de
générer la phase ascendante du potentiel d’action. La repolarisation du potentiel d'action
nécessite un courant net sortant (Figure 19). Celui-ci est fourni par les canaux potassiques
voltage-dépendants. Parmi ces canaux, le mieux caractérisé est le canal HERG1, qui code
pour le canal I, sensible. Le courant /x, est présent principalement dans la phase tardive
de la repolarisation et dans la phase diastolique a cause de sa cinétique de désactivation
lente. Par conséquent, la somme des courants entrants qui génerent la dépolarisation
diastolique comme Ij; Icar et Icavi.3 doit étre supérieure a Ix- pour pouvoir maintenir la

dépolarisation diastolique. (Di Francesco and Noble, 1985; Mesirca et al., 2018).
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4. Physiopathologie de ’automatisme cardiaque: la maladie
rythmique de Poreillette

La maladie rythmique de [Doreillette, aussi appelée aussi SSS pour
« Sick Sinus Syndrome », a été décrite par Short, pour la premicre fois en 1954. Celui-ci
a énoncé que « parmi le grand nombre de patients atteints de syncopes, il y en a quatre
dont I’examen a révélé de la bradycardie sinusale alternant avec des phases prolongées
de tachycardie auriculaire ». Ces 4 patients ne présentaient aucune lésion structurale au

niveau du nceud sinusal (Short, 1954).

Historiquement, le terme de maladie rythmique de I’oreillette (ou SSS) a été formulé par
Lown B, 13 ans plus tard en 1967, dans son article intitulé¢ ‘Electrical Reversion of
Cardiac Arrhytmias’. 11 a défini le SSS comme « un défaut dans 1’élaboration ou la
conduction de Iimpulsion sinusale caractérisée par une activité atriale chaotique, des
changements de contours de ’onde P, de la bradycardie entrecoupée de battements
ectopiques multiples et récurrents, avec des €pisodes de tachycardie auriculaire et nodale
(Figures 20 et 21) (Lown, 1967). Cette définition du SSS est toujours valable de nos

jours.

LI

Control

I min Post cardioversion

Figure 20 : Electrocardiogramme humain représentant une longue phase de fibrillation atriale, objet
d’une cardioversion électrique. La cardioversion arréte la fibrillation, toutefois le retour au rythme
sinusal dévoile un SSS sous-jacent. Il faut remarquer l’irrégularité des ondes P accompagnée de
battements nodaux fréquents.
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“Sick Sinus"
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Figure 21 : Maladie de I’oreillette montrant des changements de morphologie des ondes P, comme
enregistré en dérivation 2, au niveau de la veine cave supérieure et dans oreillette droite.

Les origines du SSS peuvent étre divisées selon des causes intrinséques et des facteurs

extrinséques qui perturbent la fonction du nceud sinusal (Tableau 3).
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Facteurs favorisant les causes du SSS

Causes intrinseques Causes extrinseques qui miment ou qui

exacerbent le SSS

Fibrose dégénérative Dysfonction du SAN

Toute maladies infiltrantes Hypersensibilité du sinus carotidien

Amylose Syncope neurocardiogeéne
Maladie du tissu conjonctif Syncope vasovagal

Hémochromatose Augmentation du tonus vagal (survient chez les

Sarcoidose athlétes et pendant le sommeil)

Dysfonction des canaux ioniques Troubles métaboliques

Remodelage du SAN Hyperkaliémie
Hypocalcémie
Hypokaliémie
Hypothermie
Hypothyroidie
Hypoxie
Apnée
Syndrome d’apnée obstructive du sommeil
Agents pharmacologiques
Médicaments Anti-arythmiques (classe I et II)
Béta-bloquant
Inhibiteurs des canaux calciques (non
dihydropyridine)
Digoxine
Lithium

Médicaments sympatholytiques

Toxine

Tableau 3 : Causes du Sick Sinus Syndrome (Adan and Crown, 2003, Dobrzynski et al., 2007, Epstein
et al., 2008; Mangrum and DiMarco, 2000)
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Les causes intrinséques incluent la fibrose dégénérative du tissu pacemaker,
les dysfonctions des canaux ioniques et le remodelage du nceud sinusal. La cause
intrinséque la plus commune est la dégénérescence du SAN liée a 1’age. Des recherches
récentes et la compréhension des familles atteintes de SSS d’origine congénitale ont mis
en évidence que les dysfonctions héréditaires des canaux ioniques du nceud sinusal
occupent une part significative du développement du SSS 1i¢ a I’age. Chez certains
patients, le remodelage du SAN, se produisant lors de I’insuffisance cardiaque et de la
fibrillation atriale, semble jouer un role dans le développement du SSS. Certains
processus pathologiques infiltrant, dont les maladies des tissus conjonctifs,
hémochromatose, sarcoidose et amylose peuvent ¢également provoquer des
dysfonctionnements du SAN d’origine intrinséque (Benson et al., 2003,Jones, 2007
#2753; Dobrzynski et al., 2007; Holm et al., 2011; Jones et al., 2007; Mangrum and
DiMarco, 2000; Yeh et al., 2009).

Plusieurs causes externes peuvent affecter la fonction rythmique du nceud sinusal, en
mimant ou exacerbant le SSS. Ceci peut survenir lorsqu’il y une augmentation anormale
du tonus vagal telle qu’une hypersensibilité du sinus carotidien, une syncope vasovagale
et une dysfonction automatique. En outre, les dérangements métaboliques comme
I'hypothyroidie, 1'hyperkaliémie, [I’hypokaliémie, I’hypocalcémie, [’hypoxie et
I’hypothermie peuvent entrainer une dépression de la fonction rythmique de stimulation
du nceud sinusal. L'apnée obstructive du sommeil peut, également, provoquer une
bradycardie par hypoxie profonde lors d'épisodes d'apnéiques. L’augmentation de la
pression intracranienne (réflexe de Cushing) peut déclencher une bradycardie. Plusieurs
agents pharmacologiques utilisés en clinique, comme les B-bloquants, les bloqueurs des
canaux calciques, la digoxine, les médicaments sympatholytiques, les médicaments anti-
arythmiques, le lithium, peuvent produire un effet similaire sur le SAN. (Alboni et al.,
1991; Chandran et al., 2013; Chen-Scarabelli and Scarabelli, 2004; Gauer, 2011;
Mangrum and DiMarco, 2000; Moya et al., 2009; Oudit et al., 2007).

Le SSS est relativement commun chez les personnes agées. Il affecte une personne sur
600 dans la tranche d’age de plus de 65 ans. La moyenne d’age d’apparition du SSS se
situe entre 73 et76 ans (Dobrzynski et al., 2007).
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Du fait du vieillissement de la population, Jensen et ses collaborateurs ont estimé que le

nombre de diagnostic de SSS, au moins aux Etats-Unis, va plus que doubler au cours des

50 prochaines années (Jensen et al., 2014) (Figure 22).
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Un rapport de Wauthy, en 2011, montre les chiffres d’implantation des pacemakers en

Europe de I’ouest (Figure 23). Le nombre d’implantation ne fait qu’augmenter d’année

en année (Figure 24).
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Figure 23 : Nombre d’implantation de pacemaker électronique en 2011 en Europe de I’ouest.
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Figure 24 : Nombre d’implantation de pacemaker en Europe de 2005 a 2011.

Les patients agés affectés par le SSS n'ont souvent pas d'antécédents cardiaques
préexistants ni de signes de maladie cardiaque. Bien que la maladie du SSS soit
prépondérante chez les personnes agées, elle peut survenir a tout age, y compris durant
I’enfance. Dans ce cas, elle est généralement associée a une cardiopathie congénitale ou

a une chirurgie cardiaque corrective antérieure.

Plus de 50 % des patients atteints de SSS développent un syndrome dit de
tachy-bradycardie. Dans ce syndrome, la SSS est accompagné de fibrillation atriale ou de
flutter. L’existence d’une tachycardie atriale conduit a une augmentation du risque
d’accident vasculaire cérébral embolique. Ces patients ont également un risque de
développer des BAV (0,5-1,5 % / an) (Andersen et al., 1998; Kristensen et al., 2001).
Chez les sujets atteints de SSS, une réponse inadaptée a 1’exercice peut parfois suggérer

une incompétence chronotropique (Epstein et al., 2008).

Le seul traitement efficace pour pallier les symptomes du SSS est I’'implantation d’un
pacemaker électronique permanent. A ce jour, le SSS constitue 1’indication la plus
fréquente d’implantation d’un pacemaker électronique. Aux Etats-Unis, les cas de SSS
représentent 30 a 50 % des implantations (Adan and Crown, 2003; Monfredi and Boyett,
2015).
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Malgré son efficacité incontestable, il faut considérer que 1I’implantation d’un pacemaker
¢lectronique présente des contraintes, des limitations et des complications.
Parmi celles-ci, nous pouvons citer : la perforation du myocarde, I’hématome au niveau
de la plaie, les infections, le délogement ou le dysfonctionnement de la sonde au niveau
auriculaire et/ou ventriculaire, le pneumothorax ou I’hémothorax, le probléme de
I’implantation en pédiatrie, les dysfonctions du dispositif, le colt, les aspects

psychologiques et les contraintes pour la vie quotidienne (Kiviniemi et al., 1999).

Dans I’ensemble, les complications liées aux pacemakers €lectroniques ne sont pas
mineures. En 2007, un rapport a publié¢ les résultats d’une enquéte, réalisée par la
commission d’excellence clinique, sur les pacemakers permanents implantés dans les
hopitaux publics de Nouveau Galles du sud en Australie. Ce rapport montre que le taux
global de complications liées a I'implantation de stimulateurs cardiaques atteint environ

\

12 % (Figure 25). Cette valeur est conforme a ce qui est décrit dans la littérature

internationale.
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L'incidence relativement élevée de SSS combinée au pourcentage non négligeable du taux
de complications, survenant pendant ou apres l'implantation d'un stimulateur cardiaque,
souligne I'importance d'étudier et de découvrir de nouvelles thérapies alternatives contre
cette pathologie. Les nouvelles thérapies devront pallier a cette pathologie sous différents
angles : la génération de pacemakers biologiques (Rosen, 2014) et/ou le développement

de nouvelles approches pharmacologiques ou de thérapie génique (Mesirca et al., 2014).

67



5. La tertiapine-Q

Un extrait de venin d’abeille (Apis mellifera) a été testé sur des ovocytes de xénope
co-exprimant 2 sous-unités cardiaques différentes des canaux potassiques activés par les
protéines G, Girkl et Girk4. Le fractionnement des composants de ce venin par une
chromatographie liquide a haute pression (HPLC) a permis 1’identification d’un peptide
actif dont la composition et la structure ont pu étre déterminées par spectroscopie de
masse et RMN. Il s’agit d’un petit peptide de 21 acides aminés, appel¢ tertiapine (Gauldie
et al., 1976; Xu and Nelson, 1993) (Figure 26).

La tertiapine a un effet inhibiteur sur I’hétérodimere Girk1/Girk4 avec une forte affinité
(ICso = 8 nM). Afin d’étudier sa sélectivit¢ sur d’autres canaux potassiques,
la tertiapine a été testée sur les sous-unités Kirl.1 et Kir2.1. Alors que la tertiapine n’a
pas d’effet significatif sur les canaux Kir2.1, elle a un effet inhibiteur puissant sur les
canaux Kirl.1 de rat (ICso =2 nM). Des ¢tudes complémentaires ont démontré que les
canaux Kir3.1/Kir3.2 neuronaux et les canaux BK humains (Slol, KCal.l) sont
¢galement inhibés par la tertiapine-Q (Kanjhan et al., 2005), une forme synthétique

stabilisée de la tertiapine.
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Figure 26 : Ci-dessus : Structure primaire de la tertiapine. La méthionine (M13) est en vert et les acides
aminés basiques en bleu. Les * indiquent les résidus impliqués dans le blocage du canal (Doupnik, 2017).
A droite : Structure secondo-tertiaire de la tertiapine (Protein Data Bank in Europe)
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Relation structure/ activité

La forte affinité de la tertiapine-Q pour les canaux Girkl et Girk4-Girkl a permis
d’identifier les acides aminés impliqués dans les interactions entre la tertiapine-Q et les
canaux potassiques (Jin et al., 1999 ; Ramu et al., 2001 ; Ramu et al., 2004 ; Ramu et al.,
2008)). Ces travaux ont mis en évidence la présence d’une méthionine, en position 13,
qui est facilement oxydée par I’air (Jin and Lu, 1999). L’oxydation de cette méthionine
diminue [D’affinit¢ de la tertiapine pour les canaux Girkl et Girk4-Girkl d’un
facteur 4 ou 5. La substitution de la M13 par une glutamine (Q) permet de générer un
peptide non oxydable et stable qui a un ICso équivalent a la tertiapine sauvage non oxydée.
La tertiapine-Q inhibe les canaux Kirl.1 et Girkl et Girk4-Girk1 avec des ICso respectifs
de 1 nM et 13 nM. Au cours de ma theése, j’ai utilis¢é uniquement de la

tertiapine-Q.

La séquence primaire de la tertiapine contient 4 résidus cystéine qui forment des ponts
disulfures entre les résidus Cys3-Cysl4 et Cys5-Cysl8. Ces ponts disulfures sont
nécessaires au maintien de la structure tertiaire du peptide. La substitution de chacun de
ces résidus Cystéine par des alanines met en évidence que ces cystéines contribuent et

sont nécessaires a la haute affinité pour 1’inhibition des canaux Kirl.1.

Quatre résidus Lysine en position 16,17, 20, 21 forment une interface hautement basique,
qui permet des interactions é€lectrostatiques avec le canal. Sur la face opposée de la
tertiapine, I’arginine en position 7 permet aussi de former des contacts électrostatiques

avec les canaux Kir (Figure 27).
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180°

Figure 27 : Structure tertiaire de la tertiapine : la structure tertiaire met en évidence les résidus basiques
exposés a la surface, qui permettent I’interaction avec le canal potassique.

Du fait de sa haute affinité et de ses propriétés inhibitrices, la tertiapine-Q est un outil de
choix pour la compréhension du réle physiologique des courants /x4ci. L’administration
intraveineuse de tertiapine-Q inhibe la fibrillation atriale chez le chien (Hashimoto et al.,

2006; Ravens et al., 2013 ; Walsh, 2011).
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En 2014, mon équipe de recherche a montré que I’inactivation génétique du canal Girk4
permet de corriger les arythmies cardiaques induites par I’inhibition conditionnelle et
cceur-spécifique du canal HCN4 (responsable du courant /) (Mesirca et al., 2014).
La souris hHCN4-AY A, porteuse de cette mutation dominante négative au niveau du pore
du canal HCN4, ne posséde plus de courant Ir. Cette inhibition génétique de la
conductance du canal HCN4 induit des altérations de la libération de Ca®* intracellulaire
au niveau du nceud sinusal et provoque des troubles séveres et complexes du rythme
cardiaque : dysfonctionnement du nceud sinusal, BAV et arythmie ventriculaire
(Figure 28). Le croisement de cette souris hHCN4-AYA avec la souris Girk4™", dont le
gene codant pour le canal K+ activé par 1’acétylcholine (/kacr) a €té invalidé€, a permis de
corriger les troubles de la génération et de conduction (Figure 28). Ceci démontre que
I’effet de la perte du canal HCN4 peut-étre corrigé génétiquement et
pharmacologiquement par I’inhibition du canal GIRK4. Cette étude ouvre des perceptives
thérapeutiques trés prometteuses pour la prise en charge de la bradycardie et des

arythmies associées au SSS.

WT 1 HCN4-AYA
.. ; ; o ™S,  Atrial bigeminism

Normal ECG Atrioventricular block
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Y "l"r"‘ >|f' |‘ l \ i N | \ ‘ ‘ [ 1] ‘ ‘ | | ‘ .'
_ | ‘ ! 1(} _; [ X | N ’ -‘()-"“TL"‘J“.“"/ LF‘ N ."1"“"~"‘? "-"“”,'-"'.-‘-\,"l"
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Figure 28 : Electrocardiogrammes des souris WT, HCN4-AYA, Girk4”" et HCN4-AYA/Girk4”". D aprés
(Mesirca et al., 2016a).
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C’est dans ce contexte que s’inscrivent mes travaux de recherche. L’objectif de ma these
est de tester si I’inhibition pharmacologique du courant /x4ci peut corriger la bradycardie
et les troubles de conduction auriculo-ventriculaire d’origines congénitales.
Pour ce faire, j’ai utilisé des approches pharmacologiques et génétiques, ainsi que des

souris modeles de SSS.
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6. Modéle murins

Toutes les souris utilisées dans notre équipe sont de fond
génétique C57BL/6J et sont élevées en secteur EOPS

(Exempt d'Organisme Pathogene Spécifique) : soit sur le

plateau central d’élevage de Montpellier (PCEA), soit sur le

plateau iExplore de 1’Institut de Génomique Fonctionnelle (IGF). Les souris sont
stabulées a une température constante comprise entre 21 et 22°C. Elles sont soumises a
un rythme nycthéméral imposé de 12 heures de lumiere et 12 heures d’obscurité.

Elles ont un acceés, ad libitum, a 1’eau de boisson et a la nourriture.

Dans le paragraphe qui suit, je vais vous présenter I’ensemble des modeles murins que

j’ai utilisé au cours de ma thése en mettant en évidence leurs caractéristiques principales.

1.1 Souris Ca,1.3 KO (Ca,1.37)

En 2000, I’équipe de Jorg Striessnig (Institut de pharmacologie d’Innsbruck, Autriche) a
généré la souris Cay1.3 KO (Cay1.37). Pour ce faire, une cassette « néomycine » a été
introduite au niveau de I’exon 2 du geéne codant pour la sous-unit¢ Cayl.3.
Cette insertion induit la troncature de ce canal calcique de type L avant son premier
segment transmembranaire, le rendant ainsi non fonctionnel (Platzer et al., 2000).
Cette souris KO constitue un outil de choix pour I’étude du réle fonctionnel de la sous-
unité Cay1.3 dans la génération de I’activité pacemaker cardiaque et de son implication
déterminante dans la dépolarisation diastolique des cellules pacemakers du SAN
(Mangoni et al., 2003). D’un point de vue phénotypique, la souris Cay1.3”" présente une
surdité¢ congénitale accompagnée de dysfonctions sinusales : bradycardie et arythmie.
Le tracé électrocardiographique de la souris Cay1.3”" révéle un allongement et une
variabilité importante de son intervalle RR. Il présente également une prolongation de
I’intervalle P-R, révélatrice d’un défaut de la conduction auriculo-ventriculaire (Figure

29). Des BAV de type 2 sont également détectés sur les ECG.
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Figure 29: Trace électrocardiographique d’une souris sauvage (WT ; +/+) et d’une souris Ca,1.3”"
(Mangoni et al., 2006a).

En 2011, une nouvelle canalopathie humaine affectant la sous-unité Cay1.3 a été décrite
dans deux familles d’origine pakistanaise (Baig et al., 2011). Il s’agit de la SANDD pour
«Sino Atrial Node Dysfunction and Deafness ». Cette pathologie humaine est
caractérisée par une surdité congénitale associée a des troubles séveres de la fonction
sinusale. Chez ces individus atteints de surdité, I’insertion d’un résidu « Glycine » a été
identifiée dans une région fortement conservée dans les canaux calciques de hauts seuils.
Cette mutation, localisée a proximité du pore du canal, dégrade la conductance du canal

et altére ses propriétés d’ouverture (Figure 30).

o
T

Figure 30 : A. Représentation topologique simplifiée de la sous-unité Cayl.3. Le rond noir localise la
position de l'insertion de la Gly, responsable de la SANDD, entre les résidus 403-404.

B. Enregistrement de PECG d’un sujet sain (a) et de 3 patients SANDD homozygotes(b- d) pour la
mutation de la sous-unité Cav1.3 (D apreés (Baig et al., 2011))
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L’association de la surdité aux troubles de la fonction sinusale retrouvés chez ces patients
ressemble fortement au modéle de souris Cay1.3”". Les mutations induisant le SANDD
mettent en évidence que la souris Cay1.3” est un trés bon modéle pour I’étude du réle de

la sous-unité Cay1.3 dans la fonction pacemaker cardiaque humaine.

1.2 Souris Ca,3.1 KO (Ca,3.17")

La souris Cay3.17" a été générée par 1’équipe de Shin en 2001 (Kim et al., 2001).
C’est I’exon codant pour la partie N-terminale de la sous-unité Ca,3.1 qui est délété chez
cette souris. Sa caractérisation phénotypique a mis en évidence que I’inactivation
génétique de la sous-unité Cay3.1 induit un ralentissement significatif de la fréquence
cardiaque (10 % ) et de la conduction auriculo-ventriculaire. L’inactivation du géne
cacnalg codant pour cette sous-unité¢ Cay3.1 de ce canal calcique de type T ralentit
I’activité pacemaker des cellules du SAN isolées en réduisant la pente de la dépolarisation

diastolique et en agissant sur la conduction au niveau du NAV (Mangoni et al., 2006b).

1.3 Souris double KO Ca,1.3 et Ca,3.1 (Ca,1.37"/Ca,3.17")

En croisant les souris Cay1.3”" et Ca,3.17", décrites précédemment, I’équipe de Matteo
Mangoni a généré la souris double KO : Cay1.37/Ca\3.17". La perte combinée des canaux
calciques Cayl.3 et Ca,3.1 a un effet additif sur le ralentissement de la fréquence
cardiaque et sur la prolongation de la conduction auriculo-ventriculaire (Figure 31).
L’intervalle PR enregistré chez les souris double KO est plus long que celui des souris
KO pour un unique canal calcique. Des BAV, caractérisés par la présence de plusieurs
onde P consécutives non suivies de complexe QRS, sont également présents (Marger et

al., 2011a).
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Ces souris possedent un phénotype similaire aux humains atteints de bloc de conduction
cardiaque congénital (Congenital Heart Block, CHB). Les jeunes patients atteints de CHB
présentent une bradycardie accompagnée de troubles de la conduction caractérisés par
des BAV. CHB affecte les feetus et/ou les nouveau-nés dont les meres développent des
auto-anticorps. L’application d’IgG, provenant des meres ayant des enfants atteints de
CHB, sur des SAN de jeunes lapereaux provoque une double inhibition des courants Icat
et Icar ainsi que de la bradycardie sinusale. A contrario, I’application sur les SAN de
jeunes lapins d’IgG, prélevés chez des méres ayant des enfants en bonne santé, n’affecte
pas les courants ioniques et la génération des potentiels d’action. Ces résultats mettent en
¢vidence I’effet des IgG maternels sur I’inhibition des courants Icat et Icar et le
développement de la bradycardie observée dans CHB. Ces découvertes peuvent avoir une
relevance clinique en suggérant que la bradycardie sinusale peut devenir un marqueur

potentiel de la détection et de la prévention de CHB (Hu et al., 2004).

1.4 Souris Girk4 KO (Girk4™")

Afin de comprendre le role du courant /k4cn dans la régulation du rythme cardiaque,
I’équipe de David Clapham a généré une souris KO pour I’isoforme Girk4 du canal
potassique activé par la G protéine (Wickman et al., 1998). D’un point de vue
phénotypique, cette souris posséde une Iégére augmentation de la fréquence cardiaque de

base. La souris Girk4”" a permis de mettre en évidence que le courant Jx4cx contribue,

80



a hauteur de 50 %, a la bradycardie déclenchée par une stimulation vagale ou par
’administration d’adénosine. Les souris Girk4™ sont incapables d’ajuster leur fréquence
cardiaque en un laps de temps bref (< a 2 s). Ix4cn est donc un effecteur critique de la voie

parasympathique pour la régulation de la fréquence cardiaque (Mesirca et al., 2013).

1.5 Souris double KO Ca,1.37/Girk4”"

Cette lignée murine a été générée par I’équipe de Matteo Mangoni en croisant les souris

Cay1.3”" et la souris Girkd” (Mesirca et al., 2016b) précédemment décrites.

La souris issue de ce croisement met en évidence que 1’invalidation génétique du canal
Girk 4 chez la souris Cay1.37 corrige les dysfonctions sinusales, prévient 1’apparition de
tachy-bradycardie et normalise la conduction auriculo-ventriculaire des souris Cay1.37".
Cette approche génétique compensatoire peut représenter un paradigme nouveau pour la
correction des défauts sinusaux en agissant sur la balance entre les courants entrants et

sortants de la cellule pacemaker.

1.6 Souris HCN4-CNBD

Afin de pouvoir élucider le role de I’AMPc dans la régulation des canaux HCN4 du SAN,
I’équipe de Dirk Isbrandt a généré la souris HCN4-CNBD dont le canal HCN4 est porteur
de la mutation hHCN4 —573X (Alig et al., 2009). Cette mutation est une substitution du
résidu en position 573 en un codon stop, qui provoque la délétion du domaine COOH-
terminal de HCN4 et la perte du domaine de liaison de I’AMPc (domaine CNBD pour

Cyclic Nucleotide-Binding Domain) situ¢ dans cette région (Figure 32).
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HCN4-573X

Figure 32 : Représentation schématique de la topologie du canal HCN4 avec ses 6 segments
transmembranaires (S1 a S6), ses domaines N et C terminaux. La mutation HCN4-573X induit [’insertion
d’un codon stop, provoquant la perte du domaine C-terminal ou est situé le domaine de liaison de I’ AMPc :
domaine CNBD (Schulze-Bahr et al., 2003).

Chez la souris HCN4-CNBD, I’expression du canal muté est inductible (systeme Tet Off
sous controle de la doxycycline) et cceur spécifique (promoteur MHCA de la chaine
lourde de la myosine). Chez la souris HCN4-CNBD, la mutation hHCN4 —573X entraine
une réduction notable de la fréquence cardiaque tant au repos et que pendant 1’exercice
physique. Chez 1’humain, une mutation a été identifiée chez une patiente atteinte de
dysfonction sinusale, s’exprimant par une bradycardie sévere et accompagnée d’épisodes
intermittents de fibrillation atriale. Cette mutation est la délétion d’une paire de base

(1631delC) située dans I’exon 5 du gene codant pour HCN4 (Schulze-Bahr et al., 2003).

1.7 Souris Scn5a*- (Na,1.57)

Un modéle de souris dont le géne Scn5a codant pour le canal Na* cardiaque Nay1.5 a été
invalidé a été développé en 2002 (Papadatos et al., 2002). La perte du canal sodique codé
par le géne ScnSa induit de tres sérieux défauts au cours de la morphogénése ventriculaire
provoquant la létalité intra-utérine des souris homozygotes KO. En revanche, les souris
Scn5a hétérozygotes survivent normalement. Les cceurs des souris Scn5a*” présentent de
nombreux défauts dont une altération de la conduction auriculo-ventriculaire,
un retardement de la conduction intra-myocardique, une augmentation de la période
réfractaire ventriculaire et une tachycardie ventriculaire. En vieillissant, les souris

ScnSa™" développent des troubles de la conduction de plus en plus marqués. Ces troubles

82



s’accompagnent du développement d’une fibrose ventriculaire (Leoni et al., 2010; Royer
et al., 2005). Les souris Scn5a”" constituent un modéle d’étude de choix pour I’étude du
syndrome de Brugada et pour les troubles progressifs de la conduction cardiaque,
telle que la maladie de Lenegre. Les enregistrements télémétriques réalisé€s sur ces souris
ScnSa”" ont été réalisés a linstitut du Thorax de Nantes, en collaboration avec le
Dr Flavien Charpentier et son équipe. A la différence de toutes les autres souris utilisées

dans cette étude, les souris Scn5a™ sont de fond génétique SV140.

1.8 Souris WT

Les souris sauvages ou WT que j’ai utilisées au cours de ma thése proviennent soit des

+/

élevages commerciaux (Janvier Laboratory et Charles River), soit des souris ™" issues de

I’¢levage de nos propres lignées.
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7. Enregistrement telémétrique des ECG in vivo

L’enregistrement, en continu, des ECG est réalisé sur les souris vigiles grace au systéme
de télémétrie développé par la société Data Sciences International (St.Paul, MN, USA)
(Figure 33). Le principe de cette technique consiste a capturer les signaux télémétriques
émis entre le transmetteur (implanté dans la souris en sous-cutané) et la plaque réceptrice
(située sous la cage de la souris). Le signal télémétrique analogique du transmetteur est
enregistré et converti en signal digital par le systéme d’acquisition pour pouvoir étre lu et
analysé sur le logiciel Dataquest A.R.T. Les signaux sont enregistrés, en continu, a la
fréquence d’échantillonnage de 2000 Hz. Les électrocardiogrammes obtenus sont ensuite
analysés avec des logiciels spécifiques : ECG auto 1.5.7 (EMKA technologie, Paris,
France) et/ou Ponemah 5.20-SP7 (DSI, St-Paul, NM, USA).

Plateforme
pour animaux

Animalerie -

" Labo

LT L:|i

Figure 33 : Enregistrement des électrocardiogrammes in vivo par télémétrie. A gauche, une photographie
du transmetteur et une radiographie d’'une souris implantée avec ce transmetteur. A droite, une

schematisation du systeme d’acquisition du signal télemétrique : la souris implantée avec un transmetteur
est placée sur une plaque réceptrice. Les signaux télémétriques émis sont convertis puis transmis d
[’ordinateur.
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2.1 Implantation des transmetteurs en sous-cutané

Nous utilisons des sondes télémétriques de type ETAF10, pesant 1,6 grammes.

Compte tenu du poids de ce transmetteur, les souris a implanter doivent peser au

minimum 17 grammes.

2.1.1 Anesthésie

La souris est anesthésiée a I’isoflurane dans une cage d’induction. L’induction de
I’anesthésie est effectuée avec une concentration d’isoflurane comprise entre 2,5 et 3 %.
La fréquence respiratoire de la souris doit rester réguliere et lente. Si elle devient
saccadée, le pourcentage d’isoflurane est réduit a 2 %. Une fois que la souris est endormie,
elle est transférée hors de la cage d’induction : un masque est maintenu sur son museau
pendant toute la durée de I’intervention. L’entretien de 1’anesthésie est réalisé avec une
concentration d’isoflurane variant entre 2 et 1,5 %. Pendant toute la durée de
I’intervention, la souris est maintenue sous une lampe chauffante, afin de prévenir

I’hypothermie.

2.1.2 Protocole chirurgical

Apres la tonte du pelage d’une partie de la peau du dos et du thorax, la peau de la souris
est abondamment désinfectée a la Bétadine® dermique 10 %. Une solution de lidocaine
(4 mg/kg) est administrée localement sur les tissus avant leur incision. Une incision
longitudinale (< 1,5 cm) est pratiquée dans le dos de la souris. Deux petites incisions
transversales (< 3 mm) sont réalisées sur sa face ventrale : une au niveau sous sternal
gauche, la seconde sous la clavicule droite. Ces incisions permettent le positionnement
des fils du transmetteur selon la dérivation D2 de I’ECG. Les adhérences entre la peau et
le tissu conjonctif sous-cutané sont sectionnées a I’aide d’un ciseau a bouts ronds.
Les deux fils du transmetteur sont acheminés du dos vers le thorax de la souris, en sous
cutané. L’un est ressorti au niveau de ’incision sous sternale, le second au niveau de

I’incision située en dessous de la clavicule droite. Des petits points sont réalisés, avec du
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fil Proléne 5.0, afin de maintenir en place les fils du transmetteur sur le muscle intercostal
sous-jacent. Il faut vérifier que la partie dénudée de I’¢électrode est en contact direct avec
le muscle. Les incisions cutanées sont ensuite suturées (2 a 3 points). Le transmetteur
ECG, trait¢ auparavant dans une solution désinfectante (Stéranios®20) puis
soigneusement rincé a 1’eau, est introduit dorsalement en sous cutané. Avant la fermeture
des incisions cutanées, de la lidocaine (4 mg/kg) est appliquée localement sur les plans
cutanés et sous-cutanés. Apres la fermeture des incisions, nous appliquons de la

Bétadine® dermique a 10 % sur les sutures et sur la peau environnante.

2.1.3 Suivi péri-opératoire

Tout au long de I’anesthésie, 1’analgésie (par pincement de la patte postérieure) et la
fréquence respiratoire sont contrdlées. Le réveil de la souris s’effectue dans une cage de

réanimation thermostatée (35°C), sous apport d’Ox.

Pendant les 24 heures précédant I’implantation et durant les 4 jours suivant I’intervention,
de I’Advil® (enfant /nourrisson a 20 mg/kg) est introduit a raison de 7 ml/L dans 1’eau

de boisson des souris.

Au cours des 5 jours suivants 1’intervention, les souris sont pesées quotidiennement et la
bonne cicatrisation des sutures est surveillée étroitement. Si la souris récupére
normalement de la chirurgie (respiration autonome et normale ; diurése normale, reprise
de I’activité, toilette, ...), elle est incluse dans le protocole expérimental. Dans le cas ou
la souris présente un signe de souffrance, que sa respiration est difficile, ou qu’une perte
de poids importante est constatée, 1’euthanasie est pratiquée par dislocation cervicale,

apres administration d’une dose d’anesthésique.

Les premiers enregistrements ¢électrocardiographiques sont réalisés entre 10 et 15 jours

apres la pose du transmetteur ECG.
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2.1.4 Enregistrement des ECG

La température de la piece est controlée entre 21 et 22°C. La souris €tant un animal
nocturne, 1’éclairage de la piece de télémétrie est en cycle lumineux inversé afin de
pouvoir réaliser les expérimentations pendant la phase d’activité des souris : noir de 8h30

a 20h30 ; lumiére de 20h30 a 8h30.

Chaque série d’enregistrement débute par un enregistrement de I’ECG durant 24 heures.
Ceci permet de déterminer la fréquence cardiaque basale de chaque souris et de repérer
sa fréquence cardiaque pendant les 12 heures de lumiére (phase de repos) et les 12 heures

d’obscurité (phase d’activité).

Pour les différentes injections de molécules pharmacologiques, I’ECG basal est enregistré
pendant environ quatre heures avant 1’injection. L’effet sur la fréquence cardiaque de la
molécule administrée est suivi pendant environ cinq heures aprés son injection.
Toutes les injections sont pratiquées par voie intra-péritonéale (0,5 ml). Les différentes

injections sont distantes de 48 heures.
Solutions injectées :

e NaCl: 0,9 g pour 100 (Lavoisier, France)
e Tertiapine-Q : 0,1-1-5 mg/kg (Alomone, Israel et Smartox, France)
e Atropine : 0,5 mg/kg (Aguettant, France)

2.2 Analyse des ¢lectrocardiogrammes in vivo

2.2.1 Description rapide des ¢électrocardiogrammes

Le cheminement de 1’onde d’excitation depuis son émission par le nceud sinusal
jusqu’aux dernicéres portions du muscle ventriculaire explique la succession et la
morphologie normale des ondes de I’¢électrocardiogramme (ECG) (Figure 34).

+ L’onde P correspond a la dépolarisation des oreillettes. Une fois que 1’influx

¢lectrique s’est propagé, 1’oreillette gauche se dépolarise.
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* L’intervalle P-R correspond a la conduction auriculo-ventriculaire. L’onde de
dépolarisation se propage a travers le NAV pour arriver dans le tissu des
ventricules. Le faisceau de His et les fibres de Purkinje assurent la conduction
avec beaucoup d’efficacité. L’intervalle P-R est un bon indicateur de conduction
auriculo-ventriculaire. Son allongement peut prédire des phénomenes de BAV

(Chung, Hwang et al, 2016).

« Le complexe QRS correspond a la durée de dépolarisation des ventricules.
Sa durée est courte, grace a la propagation rapide a travers le faisceau de His et

les fibres de Purkinje.

< L’intervalle QT correspond a I’activité ventriculaire, comprenant une partie de

la dépolarisation et la repolarisation ventriculaire.

< L’onde T représente la phase finale de la repolarisation ventriculaire, phase dite

rapide et efficace, les myocytes retrouvant leur charge interne de repos.

Neeud § Faisceau § Fibres de

auriculo-ventriculaire auriculo-ventriculaire Purkinje

PN NERPY NN PNERN DN

Neeud
sinusal
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Figure 34 : ECG normal. L onde P correspond a l’excitation
auriculaire et au remplissage des oreillettes. L intervalle PO
correspond au temps de conduction de I'impulsion sinusal au

P T neeud auriculo-ventriculaire. Le complexe QRS correspond a
A la dépolarisation des ventricules. L’onde T correspond a la
r repolarisation des ventricules.
Q
S

e

1 contraction des aelleties
2 contractian des vaniricues
3 repalansaticn des ventricules

2.2.2 Cas particulier des BAV sur les tracés ECG

Comme nous I’avons vu précédemment, en situation normale, I’influx nait de
I’automatisme du nceud sinusal, il parvient au nceud auriculo-ventriculaire ou il subit un
ralentissement. Il se diffuse ensuite aux ventricules par le tronc du faisceau de His, lequel

se divise rapidement en deux branches (droite et gauche) destinées a chaque ventricule.

Dans certaines situations pathologiques, la transmission de I’influx électrique des
oreillettes vers les ventricules peut étre ralentie ou interrompue partiellement ou

complétement. Il s’agit de BAV.

Selon leur gravité, les BAV sont classés en trois degrés :

Dans le bloc auriculo-ventriculaire du premier degré, la conduction électrique aux
ventricules est retardée mais reste de ratio 1:1. Cela signifie que toutes les impulsions
¢électriques issues des oreillettes atteignent les ventricules, mais chacune d’entre elles est
ralentie d’une fraction de seconde lors de son passage a travers le nceud auriculo-
ventriculaire. Sur I’ECG, toutes les ondes P sont suivies de complexes QRS.

Mais un allongement de I’intervalle P-R est mesuré.

BAV | P-R constant
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Dans le BAV de deuxieme degré, la conduction électrique est bloquée de facon
intermittente. Seules certaines impulsions ¢lectriques atteignent les ventricules.
Sur le tracé électrocardiographique, certaines ondes P normales sont suivies par des

complexes QRS alors que d’autres pas. Différents types de BAV de second degré existent.

« Dans le BAV de second degré de type Mobitz I, I’intervalle PR s’allonge
progressivement a chaque battement jusqu’a ce que I’impulsion auriculaire ne soit
plus conduite. La conduction nodale auriculo-ventriculaire normale (PR normal)

reprend au battement suivant et la séquence est répétée.

P-R croissant
jusqu’a P bloquée

BAV Il Mobitz |
(Wenckebach)

Absence
onde P

+ Dans le BAV de second degré de type Mobitz Il I’intervalle PR reste constant.
Par intermittence, les battements ne sont pas conduits et les complexes QRS

disparaissent. En général, suivant un cycle de BAV a la 3° ou 4° onde P.

P P P
BAV I Mobitz I 1 1 1 PR constant
(infranodal®) P bloquee parfois
A5 > A
PR PR PR
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Dans le BAV du troisieme degré, la conduction é¢€lectrique entre les oreillettes et les
ventricules est compleétement bloquée. Il n’y a aucune relation entre les ondes P et les
complexes QRS (dissociation auriculo-ventriculaire). La fonction cardiaque est
maintenue par un rythme d'échappement jonctionnel ou ventriculaire. plus lentes et moins

fiables et des symptdmes plus séveres.

P p P P
BAVI 1 l 1 1 P17t | Dissociaton enire P
(infranodal’) et complexes QRS
PR PR

2.2.3 Méthode d’analyse des ECG

Pour analyser les ECG enregistrés, par télémétrie, j’ai utilisé les logiciels ECG auto 1.5.7

(EMKA technologie, Paris, France) et Ponemah 5.20-SP7 (DSI, St-Paul, NM, USA).

Sur les tracés ECG, j’ai pris en compte I’intervalle RR qui permet de déterminer le HR.
Le HR, exprimé en battements par minutes (bpm), est obtenu en divisant le RR par 60000.
J’ai également compté manuellement les arythmies et plus spécialement les BAV de

premier et de second degré.

8. Analyse statistique

Les évaluations statistiques sont réalisées avec le logiciel Prism 7 (GraphPad, Inc).
Les résultats sont représentés sous leur valeur moyenne +/- SEM (« standard error of the
mean », erreur type de la moyenne). Les tests statistiques sont utilisés de la maniere la plus
appropriée et spécifiés pour chaque figure. * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 et ****
p<0.0001.
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RESULTATS
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Pour commencer, nous avons enregistré les électrocardiogrammes des différents
génotypes de souris présentant un profil arythmique afin d’évaluer la dysfonction sinusale
et la conduction auriculo-ventriculaire. Pour cela, nous avons mesuré la fréquence

cardiaque et I’intervalle PR.

Ensuite, sur ces modeles murins, nous avons étudié¢ et comparé 1’amplitude et la durée de
I’effet de I’injection de tertiapine-Q et de D’atropine. L’atropine, antagoniste des
récepteurs muscariniques M2, est utilisée en clinique pour traiter les cas de dysfonctions

sinusales aigus, qui sont généralement réversibles.

L’ensemble de mes résultats sont décrits dans le chapitre qui suit. Nous avons rassemblé
I’ensemble des données numériques, pour chaque paramétre mesuré et chaque génotype

de souris, dans les tables de ’annexe 1.
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Figure 35 : Données électrocardiographiques des différents modéles murins utilisés dans cette étude en
condition contréle. A : Electrocardiogrammes des différents génotypes (WT n=10, Ca,l.3" n=10,
Ca,1.3"/ Ca,3.1" n=11, Ca,3.1"'n=9, HCN4-CNBD n=9, Girk4”- n=6, Ca,1.3"/Girk4" n=6) ; B et C :
Histogrammes représentant les valeurs du HR (B) et de l'intervalle PR (C) pour chaque génotype.
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Les ECG enregistrés en télémétrie in vivo mettent en évidence une bradycardie sinusale
chez les souris Cay1.37"(de 30 %), Cay1.37"/Ca,3.17" (de 31 %), Ca,3.17" (de 5 %), HCN4-
CNBD (de 16 %) par rapport aux souris WT (Figure 35B). La bradycardie sinusale est
un signe de SSS. De plus, la conduction auriculo-ventriculaire, représentée par I’intervalle
PR, est allongée pour chez les souris Cay1.3”", Cay1.37/Cay3.17, HCN4-CNBD et
Cay1.37/Girk4™" par rapport au WT (Figure 35C). En plus de l’allongement de
I’intervalle PR, les souris Cay1.3” et Cay1.37/Cay3.17" présentent des BAV. L’ablation
génétique de Cay1.3 provoque ainsi des défauts de conduction (Figure 35A). Les souris
Girk4” montrent une légére tachycardie (7 %). Leur conduction est similaire a celle
mesurée chez les souris WT. Nous pouvons observer que les souris Cayl.37/Girk4™"
présentent un phénotype intermédiaire entre les souris WT et les souris Cay1.37"".
Ceci montre que la perte du canal Girk4 permet de compenser en partie les effets de la

perte de la sous-unité Cay1.3 : notion de sauvetage (rescuing) des dysfonctions sinusales.
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Figure 36: Données électrocardiographiques des souris Scn5a™ en condition contréle.
A : Electrocardiogrammes d 'une souris WT (Gauche) et d’une souris Scn5a*" (Droite); B : Traces ECG
souris WT (Gauche) et Scn3a™" (Centre) ; (Droite) Superposition des traces ECG WT et Scn5a™” ;
C : Histogrammes montrant les valeurs du HR (Gauche), des intervalles ORS (Centre) et PR (Droite) chez
les souris WT (barre blanche) et Scn5a™" (barre noire) (WT n=11, Scn5a™ =16), statistique: unpaired t-
test.
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Ensuite, nous avons mesuré, par télémétrie, la fréquence cardiaque et la conduction
auriculo-ventriculaire chez un autre modéle murin : les souris Scn5a™". Par rapport aux
souris WT, ces animaux ont une fréquence cardiaque normale sans signe de dysfonction
du nceud sinusal (Figure 36A). Visuellement, les traces ECG des souris WT et Scn5a*™
semblent identiques. Toutefois, lorsque nous superposons les ECG de ces deux souris,
nous pouvons constater que les souris Scn5a*" présentent des intervalles plus longs du
PR (22%) et du QRS (11%), (Figure 36B et C). Cela confirme que cette lignée de souris
posseéde un phénotype qui mime la maladie de Lenégre. Il faut noter que les souris WT et
ScnSa™" utilisées pour ces expériences sont de fond génétique SV 140 alors que les souris

utilisées pour 1’ensemble des autres génotypes sont sur fond C57B6J.
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Figure 37 : Analyse de la conduction cardiaque des souris WT avant et apreés injection de NaCl.

A : Graphique de la corrélation entre les intervalles PR et RR chez les souris WT avec la courbe de
régression linéaire avant (Gauche) (n=32) et apres (Droite) (n=27) linjection de NaCl, statistique:
Spearman correlation ; B : (Gauche) Histogramme représentant la pente de la droite de régression RR/PR
pour chaque souris avant (n=7) et apres (n=6) l'injection de NaCl ; Histogramme montrant les moyennes
des coefficients de corrélation de Spearman, (Centre) et les valeurs p relatives (Droite) calculées pour
chaque souris avant (n=7) et apres (n=6) injection de NaCl, statistique: Mann-Whitney test et Spearman

correlation.
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En condition physiologique, une accélération de la fréquence cardiaque (RR) entraine un
raccourcissement de I’intervalle de conduction (PR). La corrélation entre ces deux
intervalles est le signe d’une conduction auriculo-ventriculaire normale. En revanche,
la perte de cette corrélation constitue un indice de dysfonction de la conduction.
Au cours de notre étude, nous avons analysé s’il existe une corrélation entre les intervalles
RR et PR chez les différents génotypes, en présence ou non de tertiapine-Q. Pour cela,
nous avons utilisé le test de coefficient de corrélation de rang de Spearman. Comme
attendu, chez les souris WT, il existe une corrélation linéaire positive entre les intervalles
PR et RR indiqué par une p-value de la corrélation de Spearman hautement significative,
tant avant qu’apres ’injection de NaCl (Figure 37A). En effet, le PR et le RR évoluent
dans le méme sens c’est-a-dire qu’une augmentation du PR entraine une augmentation du
RR. La pente, le coefficient de corrélation de Spearman et la p-value avant et apres

injection de NaCl ne sont pas statistiquement différents (Figure 37B).
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Figure 38 : Effet de injection de la tertiapine-Q chez les souris WT.

A et B : Histogrammes représentant les valeurs du HR (A) et 'intervalle PR (B) avant (barre blanche) et
apres (barre noire) l'injection de tertiapine-Q (5 mg/kg) (n=19), statistique: paired t-test; C : Histogramme
montrant le pourcentage d’augmentation du HR en fonction des différentes doses de tertiapine-Q injectée
(n=10 pour 0 mg/kg, n=>5 pour 0.1 mg/kg ; n=12 pour 1 mg/kg ; n=19 pour 5 mg/kg), statistique: Kruskal
Wallis test.
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Nous observons que la tertiapine-Q provoque une augmentation statistiquement
significative de la fréquence cardiaque (Figure 38A), sans modifier la durée de
I’intervalle PR (Figure 38B). L’effet de la tertiapine-Q sur I’augmentation du HR est
dose-dépendant. En effet, I’injection de 5 mg/kg de tertiapine-Q induit une augmentation
de 12 % du HR, alors que la hausse de la fréquence est de 9 % suite a I’injection de
1 mg/kg et de 4 % pour 0,1 mg/kg (Figure 38C). Ceci met en évidence 1’existence d’une

activation basale d’Ix4cr qui réduit modérément la fréquence cardiaque au repos.

103



Ca,1.3"-

. 800+ 60

*k
*kkk l

600- w0
Tt m
2 400 E
= x
£ & 20

200-

0' D T
0 5 0 5

Tertiapin [mg/kg] Tertiapin [mg/kg]

3
o
1

401
304 304
0
—~ 20 2
s T T @
% 10 EZO-
<
<
0 . ' . ; 10
=10 |
- - 0-
20 0 5
5 1 0.1 0

Tertiapin [mg/kg] Tertiapin [mg/kg]

400+ 250~

300+ o 200+
150+
[+4
200+ o
= ('3
100+
100
l'p :s%?':;man = 0008 501 r Spearman = 0.45
0 T T : . 0 p < 0.0001
0 20 40 60 80 0 20 20 50 20

o] *
104 5 é 0.6
8 &
) Q
o 5 € 0.5 & 0.4
v E g
g g
04 (% o 0.21
£
0.0- 0.0-
54 5 0 5 0 5
Tertiapin [mg/kg] Tertiapin [mg/kg] Tertiapin [mg/kg]

Figure 39
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Figure 39 : Effet de Uinjection de la tertiapine-Q chez les souris Ca,1.37.

A : Histogrammes présentant les valeurs du HR et [’intervalle PR avant (barre blanche) et apreés
(barre mnoire) [injection de tertiapine-Q (5 mg/kg) (n=15), statistique: paired t-test;
B : (Gauche) Histogramme montrant le pourcentage d’augmentation du HR en fonction des différentes
doses de tertiapine-Q injectée (n=11 pour 0 mg/kg, n=13 pour 0.1mg/kg, n=15 pour Img/mg, n=15 pour
5 mg/kg). (Droite) Histogramme présentant le nombre de BAV/minute avant et aprés ['injection de
tertiapine-Q (5 mg/kg) (n=15), statistique:  Kruskal ~Wallis test et Wilcoxon test;
C : Graphique de la corrélation entre les intervalles PR et RR chez les souris Cayl.3"avec la courbe de
régression linéaire avant (Gauche) (n=83) et apres (Droite) (n=137) l'injection de tertiapine-Q (5 mg/kg),
statistique: Spearman correlation ; D : (Gauche) Histogramme représentant la pente de la droite de
régression RR/PR pour chaque souris avant et apres ['injection de tertiapine-Q (5 mg/kg) (n=13) ;
Histogramme montrant les moyennes des coefficients de corrélation de Spearman, (Centre) et les valeurs
p relatives (Droite) calculées pour chaque souris avant et apres injection de tertiapine-Q (5 mg/kg) (n=13),

statistique: Mann-Whitney test et Spearman correlation.

Chez les souris Cay1.3”" I’injection de 5 mg/kg de tertiapine-Q entraine une augmentation
du HR (21 %) et une diminution de la durée de I’intervalle PR (9 %) (Figure 39A).
La tertiapine-Q agit de maniere dose-dépendante sur 1’augmentation de la fréquence
cardiaque. L’amplitude de cet effet est maximale suite a I’injection de 5 mg/kg alors
qu’elle est de 13 % a la dose de 1 mg/kg et de 15 % a 0,1 m/kg (Figure 39B).
La tertiapine-Q réduit, également, trés significativement le nombre de BAV/minute
(97% a 5 mg/kg) (Figure 39B). Chez ces souris, il n’y a pas de corrélation entre les
intervalles PR et RR comme indiqué par le coefficient de corrélation de rang de Spearman
de 0,006 et la valeur relative de p de 0,96. L’injection de 5 mg/kg de tertiapine-Q établit
une corrélation linéaire positive (r_Spearman = 0,45; p< 0,0001) (Figure 39C).
La figure 39D (gauche) représente la pente de la droite de régression linéaire calculée
pour chaque souris avant et aprés injection de tertiapine-Q. La pente est nulle voir
négative avant I’injection ; elle devient significativement importante apres 1’injection de
la tertiapine-Q. De plus, le coefficient de Spearman est significativement augmenté
(Figure 39D centre et droite) par I’injection de tertiapine-Q ce qui suggére une
augmentation de la corrélation entre ces deux parametres. Ceci correspond a ce qui est
observé chez les souris WT. L’ensemble de ces observations mettent en évidence que la
tertiapine-Q corrige la bradycardie et restaure la conduction auriculo-ventriculaire chez

les souris Cay1.37".
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Figure 40 : Effet de I’injection de la tertiapine-Q chez les souris Cay1.37/Ca,3.17.

A : Histogrammes présentant les valeurs du HR et l'intervalle PR avant (barre blanche) et apres
(barre noire) linjection de tertiapine-Q (5 mg/kg) (n=I11), statistique: paired t-test;
B : (Gauche) Histogramme montrant le pourcentage d’augmentation du HR en fonction des différentes
doses de tertiapine-Q injectée (n=7 pour 0 mg/kg, n=9 pour 0,1 mg/kg, n=10 pour 1 mg/kg et n=11 pour
5 mg/kg). (Droite) Histogramme présentant le nombre de BAV/minute avant et apres [l'injection de
tertiapine-Q (5 mg/kg) (n=11) statistique:  Kruskal ~Wallis test et Wilcoxon test;
C : Graphique de la corrélation entre les intervalles PR et RR chez les souris Ca,1.37/Ca,3.17avec la
courbe de régression linéaire avant (Gauche) (n=>51) et apres (Droite)(n=>58) l'injection de tertiapine-Q
(5 mg/kg), statistique: Spearman correlation ; D : (Gauche) Histogramme représentant la pente de la droite
de régression RR/PR pour chaque souris avant et apres l'injection de tertiapine-Q (5 mg/kg) (n=38) ;
Histogramme montrant les moyennes des coefficients de corrélation de Spearman, (Centre) et les valeurs
p relatives (Droite) calculées pour chaque souris avant et apres injection de tertiapine-Q (5 mg/kg) (n=38),

statistique: Mann-Whitney test et Spearman correlation.

Chez les souris Cay1.37"/Cay3.17" I’injection de 5 mg/kg de tertiapine-Q provoque une
augmentation de la fréquence cardiaque (27 %) et une diminution de la durée de
I’intervalle PR (10 %) (Figure 40A). La tertiapine-Q agit de maniere dose-dépendante
sur I’augmentation de la fréquence cardiaque. L’amplitude de cet effet est maximale suite
a I'injection de 5 mg/kg alors qu’elle est de 13 % apres I’injection de 1 et 0,1 m/kg.
La tertiapine-Q (5 mg/kg) réduit aussi treés significativement le nombre de BAV / minute
(84 %) (Figure 40B). Comme le démontrent la durée de I’intervalle PR et le nombre de
BAV, la perte simultanée des sous-unités Cay1.3 et Ca,3.1 des canaux calciques de type
L et T aggrave les défauts de conduction auriculo-ventriculaires décrits précédemment
chez les souris Cay1.37". Chez ces souris double KO, il n’existe aucune corrélation entre
les intervalles PR et RR : le coefficient de corrélation de rang Spearman est de 0,23 avec
une p value de 0,11. L’injection de 5 mg/kg de tertiapine-Q établit une corrélation linéaire
positive (r-Spearman=0,45, p<0,0001) (Figure 40C). L’injection de la Tertiapine-Q
augmente la pente de la droite de régression linéaire entre les intervalles PR et RR
(Figure 40D gauche). Chez ce génotype, la tertiapine-Q est responsable de
I’augmentation, statistiquement  significative du coefficient de Spearman
(Figure 40D centre et droite), ce qui suggere une augmentation de la corrélation entre ces
deux intervalles. L’ensemble de ces observations démontrent que la tertiapine-Q rectifie
la bradycardie et restaure la conduction auriculo-ventriculaire chez les souris

Cay1.37/Cay3.17".
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Figure 41 : Effet de Iinjection de la tertiapine-Q chez les souris Ca,3.17".

A et B : Histogrammes représentant les valeurs du HR (A) et ['intervalle PR (B) avant (barre blanche) et
apres (barre noire) l'injection de tertiapine-Q (5 mg/kg) (n=4), statistique: paired t-test ; C : Histogramme
montrant le pourcentage d’augmentation du HR en fonction des différentes doses de tertiapine-Q injectée
(n=9 pour 0 mg/kg, n=7 pour 1 mg/kg et n=4 pour 5 mg/kg), statistique: Kruskal Wallis test.

Chez les souris Ca,3.17" I’injection de tertiapine-Q (5 mg/kg) entraine une augmentation
de la fréquence cardiaque (11 %), a la limite de la significativité statistique (p = 0,075)
(Figure 41A), sans modifier la durée de I’intervalle PR (Figure 41B). Le faible nombre
de souris Cay3.17" actuellement inclues dans cette expérience peut expliquer la non
significativit¢ de la hausse du HR. Des expériences complémentaires sont en cours.
Comme pour les génotypes décrits précédemment, la tertiapine-Q agit de manicre
dose-dépendante sur l’augmentation de la fréquence cardiaque. L’amplitude de
I’augmentation est maximale suite a I’injection de 5 mg/kg alors qu’elle est de 3 % aprées
I’injection de 1 mg/kg (Figure 41C). La tertiapine-Q corrige la bradycardie modérée

observée chez les souris Cay3.17".
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Figure 42 : Effet de ’injection de la tertiapine-Q chez les souris HCN4-CNBD.

A et B : Histogrammes représentant les valeurs du HR (A) et ['intervalle PR (B) avant (barre blanche) et
apres (barre noire) l'injection de tertiapine-Q (5 mg/kg) (n=38), statistique: paired t-test, C : Histogramme
montrant le pourcentage d’augmentation du HR en fonction des différentes doses de tertiapine-Q injectée
(n=38), statistique: Mann-Whitney test.

Chez les souris HCN4-CNBD, la perte du site de liaison a I’AMPc au niveau de
I’extrémit¢ COOH-terminale de la sous-unit¢ HCN4, induit de la bradycardie et des
troubles de conduction auriculo-ventriculaire. Chez ces souris, 1’injection de tertiapine-Q
(5 mg/kg) entraine une augmentation significative du HR (de DI'ordre de 14%)
(Figure 42A et C) et une diminution significative de la durée de ’intervalle PR (8%)
(Figure 42B). L’¢étude compléte de I’augmentation de la fréquence cardiaque, en fonction
des différentes doses de tertiapine-Q injectée, reste a réaliser (Figure 42C).
Néanmoins, 1’ensemble de ces observations met en évidence que la tertiapine-Q est
capable de rectifier la bradycardie et d’améliorer la conduction auriculo-ventriculaire

chez les souris HCN4-CNBD.
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Figure 43 : Effet de injection de la tertiapine-Q chez les souris Girk4™.

A et B : Histogrammes représentant les valeurs du HR (4) et I'intervalle PR (B) avant (barre blanche) et
apres (barre noire) ['injection de tertiapine-Q (5 mg/kg) (n=11), statistique: paired t-test,
C : Histogramme montrant le pourcentage d’augmentation du HR en fonction des différentes doses de
tertiapine-Q injectée (n=6 pour 0,1 mg/kg, n=6 pour 1 mg/kg et n=6 pour 5 mg/kg), statistique: Kruskal
Wallis test.

Afin de valider que les canaux Girk4-Girkl sont la cible de la tertiapine-Q, nous avons
injecté ce peptide aux souris Girk4”". Comme nous 1’attendions, en 1’absence du canal
Girk4-Girkl, la tertiapine-Q n’a aucun effet sur la fréquence cardiaque (Figure 43A).
Elle ne modifie pas la durée de I’intervalle PR (Figure 43B). Quelque soit la dose de
tertiapine-Q injectée, le HR n’augmente pas (Figure 43C).
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Figure 44 : Effet de Uinjection de la tertiapine-Q chez les souris Ca,1.37/Girk4™".

A et B : Histogrammes représentant les valeurs du HR (A) et 'intervalle PR (B) avant (barre blanche) et
apres (barre noire) l'injection de tertiapine-Q (5 mg/kg) (n=6 pour Omg/kg et n=11 pour la dose de
5 mg/kg). , statistique: paired t-test ; C : Histogramme montrant le pourcentage d’augmentation du HR
en fonction des différentes doses de tertiapine-Q injectée (n=6 pour 0 mg/kg, n=6 pour 0,1 mg/kg , n=6
pour 1 mg/kg et n=11pour 5 mg/kg) , statistique: Kruskal Wallis test ; D : Histogrammes présentant les
valeurs du HR et de I'intervalle PR aprés injection de la tertiapine-Q a 5 mg/kg chez les souris Ca,l1.3"
(n=15) et Ca,1.3"/Girk4” (n=11), statistique: Mann-Whitney t-test.
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Chez les souris Cay1.37/Girk4”" dépourvues de la sous-unité Cay1.3 du canal calcique de
type L et du canal Girk4, I’injection de tertiapine-Q n’a aucun effet sur la fréquence
cardiaque (Figure 44A) et sur la durée de I’intervalle PR (Figure 44B). Aucun effet
dose-réponse n’a été mis en évidence sur le HR (Figure 44C). Apres injection de 5 mg/kg
de tertiapine-Q, les HR des souris Cay1.3”" et Cay1.37"/Girk4” sont équivalents. Il en est
de méme pour la durée de I’intervalle PR (Figure 44D). Ces données mettent en évidence
que I’ablation génétique du canal Girk4 chez la souris déja dépourvue de la sous-unité
Cay1.3 a le méme effet, sur la fréquence cardiaque et sur la conduction auriculo-

ventriculaire, que le blocage pharmacologique du courant /x.4c.

Alors que les souris Scn5a” ont un HR équivalent aux souris WT, la durée de leurs
intervalles PR et du complexe QRS est significativement augmentée chez les souris
ScnSa ™ par rapport aux souris WT (Figure 45A). Chez des souris Scn5a™, I’injection de
tertiapine-Q (5 mg/kg) rétablit une conduction auriculo-ventriculaire normale en
raccourcissant la durée de I’intervalle PR, mais elle est sans effet sur la dépolarisation des
ventricules (QRS) (Figure 45D). A plus faible dose, la tertiapine-Q ne modifie pas la
durée du PR (Figure 45B et C). Nous pouvons corréler cette observation a I’hétérogénéité
d’expression du canal Girkd au sein des tissus nodaux cardiaques.
En effet, le canal Girk4 est abondant dans le SAN et le NAV alors qu’il est faiblement
présent dans les fibres de Purkinje. Son efficacité sur la dépolarisation ventriculaire y est

donc restreinte.
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Figure 45: Effet de
Dinjection de la
tertiapine-Q chez les

souris Scn5a”.

Histogrammes
représentant les
valeurs du HR
(Gauche), des
intervalles PR

(Centre) et QRS
(Droite) chez les souris
WT (barre blanche) et
les souris Scn5a™”
(barre noire) apres
linjection

A: de NaCl (WT
n=11 Scn5a* n=16),

B : de tertiapine-Q a
0,1 mg/kg (WT n=12
ScnSat n=20),

C : de tertiapine-Q a
1 mglkg (WT n=12
ScnSa™ n=18) et

D : de tertiapine-Q a
5 mgkg (WT n=I12
Scn5a*” n=19),
statistique: unpaired t-
test.




114




-

Comparaison 1njection

tertiapine-Q / atropine

115



116




WT

401 60 -

30+
S 74
o 20- *E'
I (14
< T 2 20-

101 T

0 T T o L
Atrop Tert 0 0.5 5
0.5 mg/kg 5 mg/kg Atrop Tert

Figure 46 : Comparaison de ’effet de ’injection d’atropine (Atrop) (0,5 mg/kg) et de tertiapine-Q (Tert)

(5 mg/kg) chez les souris WT.
(Gauche) Histogramme montrant le pourcentage d’augmentation du HR consécutivement a [’injection

d’atropine (n=10) ou de tertiapine-Q (n= 19), statistique: Mann-Whitney test ; (Droite) Histogramme
présentant les valeurs de ['intervalle PR avant (barre blanche) (n=29) et apres (barre noire) (n=10)
Iinjection d’atropine ou de tertiapine-Q (n=19), statistique: one-way ANOVA.

Chez les souris WT, les effets de I’atropine (0.5 mg/kg) et de la tertiapine-Q (5 mg/kg)
sont comparables. En effet, ces molécules induisent une augmentation d’environ 10 % de
la fréquence cardiaque. De plus, ces molécules n’induisent aucune variation de la durée

de I’intervalle PR (Figure 46).
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A (Gauche) Histogramme montrant le pourcentage d’augmentation du HR consécutivement a [’injection
d’atropine (n=10) ou de tertiapine-Q (n=15), statistique: Mann-Whitney test ; (Centre) Histogramme
présentant les valeurs de [’intervalle PR avant (barre blanche) (n=25) et apres (barre noire) (n=10)
l'injection d’atropine ou de tertiapine-Q (n=15), statistique: one-way ANOVA ; (Droite) Histogramme
représentant le nombre de BAV/minute avant (barre blanche) (n=26) et aprés (barre noire) (n=11)
linjection d’atropine ou de tertiapine-Q (n=135), statistique: one-way ANOVA ; B (Gauche) Histogramme
montrant le pourcentage d’augmentation du HR consécutivement a [’injection d’atropine (n=10) ou de
tertiapine-Q (n= 11), statistique: Mann-Whitney test ; (Centre) Histogramme présentant les valeurs de
l’intervalle PR avant (barre blanche) (n=21) et apres (barre noire) (n=10) [’injection d’atropine ou de
tertiapine-Q (n=11) , statistique: one-way ANOVA ;(Droite) Histogramme représentant le nombre de
BAV/minute avant (barre blanche) (n=21) et apres (barre noire) (n=10) [’injection d’atropine ou de
tertiapine-Q (n=11), statistique: one-way ANOVA .

Chez les souris Cay3.17" comme chez les souris Cay1.37/Cay3.17, I’injection d’atropine
(0,5 mg/kg) et de tertiapine-Q (5 mg/kg) induit une augmentation de la fréquence
cardiaque de I’ordre de 20 a 25 %, une réduction significative de la durée de I’intervalle
PR de l’ordre de 10 % et une réduction drastique du nombre de BAV/minute
(Figure 47A et B). Ces deux molécules permettent donc de corriger les dysfonctions
sinusales et les troubles de la conduction auriculo-ventriculaire. Au vue de ces résultats,
nous pouvons dire qu’a ce stade, la tertiapine-Q et 1’atropine permettent de corriger les

dysfonctions sinusales et les troubles de conduction sur ces deux génotypes.
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Figure 48 : Comparaison de effet de ’injection d’atropine (0,5 mg/kg) et de tertiapine-Q (5 mg/kg) chez
les souris Girk4” (A), les souris Cay1.37/Girk4” (B), les souris Ca,3.17-(C) et les souris HCN4-CNBD(D).
A (Gauche) Histogramme montrant le pourcentage d’augmentation du HR consécutivement a l’injection
d’atropine (n=6) ou de tertiapine-Q (n= 11) statistique: Mann-Whitney test; (Droite) Histogramme
présentant les valeurs de [l'intervalle PR avant (barre blanche) (n=17) et aprés (barre noire) (n=6)
l’injection d’atropine ou de tertiapine-Q (n= 11), statistique: one-way ANOVA ; B (Gauche)Histogramme
montrant le pourcentage d’augmentation du HR consécutivement a l’'injection d’atropine (n=6) ou de
tertiapine-Q (n= 11) statistique: Mann-Whitney test ; (Droite) Histogramme présentant les valeurs de
I’intervalle PR avant (barre blanche)(n=17) et apres (barre noire) (n=6) l’injection d’atropine ou de
tertiapine-Q (n= 11),statistique: one-way ANOVA ; C (Gauche)Histogramme montrant le pourcentage
d’augmentation du HR consécutivement a [’injection d’atropine (n=5) ou de tertiapine-Q (n=4)
statistique: Mann-Whitney test; (Droite) Histogramme présentant les valeurs de [’intervalle PR avant
(barre blanche)(n=9) et apres (barre noire) (n=>5) l'injection d’atropine ou de tertiapine-Q (n=4)
statistique: one-way ANOVA ; D (Gauche) Histogramme montrant le pourcentage d’augmentation du HR
consécutivement a l’injection d’atropine (n=8) ou de tertiapine-Q (n= 8) statistique: Mann-Whitney test ;
(Droite) Histogramme présentant les valeurs de l'intervalle PR avant (barre blanche) (n=16) et apres
(barre noire) (n=8) [’injection d’atropine ou de tertiapine-Q (n=8), statistique: one-way ANOVA.

Comme nous 1’avons vu précédemment, les souris Girk4™", Cay1.37/Girk4™" et Cay3.17"
ne présentent pas de dysfonction sinusale. Les injections d’atropine (0,5 mg/kg) et de
tertiapine-Q (5 mg/kg) n’ont aucune influence sur la durée de leur intervalle PR.
En D’absence du canal Girk4, les souris Girk4”, Cay1.37/Girk4” sont insensibles a
I’injection de tertiapine-Q alors qu’elles répondent a I’injection d’atropine par une
augmentation du HR, respectivement de 8 % et de 17 %. Les souris Ca,3.17", comme les
souris HCN4-CNBD, répondent al’atropine et a la tertiapine-Q par une hausse voisine de

10 % de leur fréquence cardiaque (Figure 48 A, B, C et D).
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Figure 49 : Souris Scn5a™" : effet de linjection d’atropine (0,5 mg/kg) et comparaison de Ueffet de
Dinjection d’atropine (0,5 mg/kg) et de tertiapine-Q (5 mg/kg)

A et B : Histogrammes représentant les valeurs du HR (4) et ’intervalle PR (B) chez les souris WT (barre
blanche) et les souris Scn5a™" (barre noire) avant et aprés I'injection d’atropine (Souris WT : n=11 /n=8
avant /aprés atropine - Souris Scn3a™" : n=16 / n=8 -(sans) /+(avec) atropine), statistique: unpaired t-
test ; C : Gauche : Histogrammes montrant les valeurs du complexe QRS chez les souris WT avant (n=18),
et aprés (n=7) linjection, d’atropine ou de tertiapine-Q (n= 10), statistique : unpaired t-test ; Droite :
Histogrammes montrant les valeurs du complexe QRS chez les souris SCn5a*" avant (n=16), et aprés (n=8)
Iinjection, d’atropine ou de tertiapine-Q (n= 8 ), statistique : one- way ANOVA.

Chez les souris WT comme chez les souris Scn5a*, I’injection d’atropine (0,5 mg/kg)
augmente, respectivement, la fréquence cardiaque de 8% et de 10%. Suite a I’injection
d’atropine, les HR des souris WT et Scn5a”" sont comparables (Figure 49A).
De plus, I’atropine diminue la durée de I’intervalle PR de I’ordre de 10 % chez les souris
WT et de 16 % chez les souris mutées. Apres I’injection d’atropine, les PR des souris WT
et Scn5a™" sont équivalents (Figure 49B). Nous ne relevons aucune différence
statistiquement significative pour ’intervalle QRS (Figure 49C). L’atropine accélére

donc la conduction auriculo-ventriculaire des souris WT et Scn5a™".
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Figure 50 : Durée d’action de la tertiapine-Q (0,1 ; 1 et 5 mg/kg) et de ’atropine (0,5 mg/kg) chez les
souris WT (A), Cay1.3(B), Cay1.3"/Ca3.1""(C), HCN4-CNBD (D), Ca,3.1"(E), Girk4”(F) et
Ca,1.37/Girk4” (G) (les n sont notés sur les figures), statistique : one-way ANOVA.

Pour terminer cette étude, nous nous sommes intéressés a la durée de I’effet de la
tertiapine-Q (0,1 ; 1 et 5 mg/kg) et de I’atropine (0,5 mg/kg) chez les différents génotypes
de souris (Figure 50A a G). Chez les souris atteintes de dysfonctions sinusales et troubles
de conduction, nous constatons que la durée d’action de la tertiapine-Q est dépendante de
la dose injectée. Effectivement, I’effet de la tertiapine-Q a 1 mg/kg dure entre 50 et
60 minutes, alors qu’injectée a 5 mg/kg, son effet se prolonge pendant 1h30 a 2 heures.
A 0,1 mg/kg, I’effet de la tertiapine-Q ne dure pas plus longtemps que celui de I’injection
de NaCl (environ 15 minutes) (Figures 50A a E). Nous observons également ce
phénomeéne chez les souris Girk4” et Cay1.37/Girk4” (Figures 50F et G).
Quelques soient les génotypes des souris, 1’atropine n’agit pas plus longtemps que

30 minutes.
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Figure 51 : Durée d’action de la tertiapine-Q (0,1 ; 1 et 5 mg/kg) et de ’atropine (0,5 mg/kg) chez les
souris Scn5a*” (les n sont notés sur les figures), statistique : one-way ANOVA.

Chez les souris WT et Scn5a™", nous observons également que la durée de I’effet de la
tertiapine-Q dépend de la dose injectée aux souris. Ainsi, a 1 mg/kg la tertiapine-Q agit
entre 80 et 90 minutes ; a 5 mg/kg, son action perdure entre 2h et 2h30. L’atropine,

quant a elle, a un effet pendant environ 50 minutes (Figure 51).
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L’activité pacemaker du SAN controle la fréquence cardiaque. Une dysfonction de
I’automaticité du SAN est a I'origine du SSS. Les caractéristiques typiques du SSS
incluent une bradycardie et une incapacité du systéme nerveux sympathique a accélérer
la fréquence du SAN (incompétence chronotrope) (Ewy, 2014). Le SSS peut-Etre
provoqué par des causes génétiques et acquises résumées récemment dans la revue de

Monfredi et Boyett (Monfredi and Boyett, 2015) (Figure 52)
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Figure 52 : Origines multifactorielles provoquant le SSS. De (Monfredi and Boyett, 2015)

De nos jours, il n’existe pas de thérapie pharmacologique disponible pour améliorer la
fréquence cardiaque et la conduction auriculo-ventriculaire dans le contexte du SSS
symptomatique chronique. En effet, la prise en charge pharmacologique de la bradycardie
par I’atropine, 1’isoproterenol ou la théophylline est limitée aux cas aigus et réversibles.
Cependant, la vaste majorit¢ des patients présente des symptomes chroniques et
irréversibles qui peuvent étre pris en charge uniquement par I’implantation d’un
pacemaker ¢électronique (Brignole et al., 2013). En présence de BAV, I’implantation d’un
pacemaker ¢lectronique permanent est indiquée méme lorsque la bradycardie est non

symptomatique (Brignole et al., 2013).
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Jensen et al. (Jensen et al., 2014) ont mené une étude prospective qui met en évidence
que le nombre de patients affectés par le SSS serait en augmentation constante dans les
cinquante prochaines années. Ceci est étroitement corrélé au vieillissement de la
population. Par conséquent, nous pouvons estimer qu’il y aura plus de 170 000 nouveaux
cas de SSS par an. Ceci fera significativement augmenter le nombre d’implantation de
stimulateur cardiaque permanent. Malgré son efficacité incontestable, il faut considérer
que I’implantation de pacemaker électronique présente des contraintes, des limitations et
des complications (Kiviniemi et al.,, 1999). Le développement de thérapies
complémentaires et alternatives aux stimulateurs cardiaques est donc fondamental pour
la prise en charge du SSS, I’amélioration de la qualité de vie des patients et la limitation

du nombre d’implantation de pacemakers ¢électroniques.

En s’appuyant sur les données obtenues précédemment par notre équipe, nous avons
¢tudié les effets de I’inhibition pharmacologique du courant Ix4cr. Pour ce faire, nous
avons utilisé des souris génétiquement modifiées pour des canaux ioniques impliqués
dans I’automatisme et la conduction cardiaque. Ces souris présentent un ralentissement
de la fréquence cardiaque associé a des troubles de la conduction auriculo-ventriculaire.
Notre objectif a été de vérifier si I’inhibition du courant Ix4cy, était capable d’améliorer la
fonction sinusale et la conduction auriculo-ventriculaire chez un large spectre des

modeles de SSS congénitale.

Les différents modéles murins utilisés miment les pathologies
cardiaques humaines

Nos résultats (Figures 35 et 36) confirment que les souris Cay1.37, Cay1.37/Ca,3.17",
HCN4-CNBD, Ca,3.17", Scn5a™" sont de bons modéles de pathologies cardiaques
humaines. En effet, les tracés électrocardiographiques de ces souris présentent les mémes
caractéristiques que ceux des patients atteints de SSS asymptomatique ou chronique.
En particulier, la bradycardie modérée typique des souris HCN4-CNBD et Ca,3.17" est
caractéristique du SSS asymptomatique. Elle constitue un signe avant-coureur d’'une SSS

symptomatique. De plus, les souris Cay1.37" et Cay1.37/Ca,3.17", qui présentent une
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dysfonction sinusale prononcée et des BAV séveres, possédent des électrocardiogrammes
comparables a ceux enregistrés dans les stades sévéres et chroniques de SSS.
Les souris Scn5a”" montrent des signes typiques retrouvés chez les patients atteints de la

maladie de Lenégre, affectant essentiellement le systeme de conduction.

La tertiapine-Q corrige les dysfonctions sinusales et les
troubles de la conduction

Pour débuter notre étude, nous avons choisi de tester 1’effet de la tertiapine-Q sur des
modeles de souris génétiquement modifiées pour le canal GIRK4. Comme attendu, en
I’absence de sa cible primaire, la tertiapine-Q n’a d’effet ni sur la fréquence (HR),
ni sur la conduction auriculo-ventriculaire (intervalle PR) chez les souris Girk4”

(Figure 43) et Ca,1.37/Girk4™ (Figure 44)

Chez les souris Cay1.3”" et Cay1.37/Cay3.17", I’inhibition pharmacologique du courant
Ixacn corrige la bradycardie et les BAV (Figures 39 et 40). La tertiapine-Q permet de

rétablir la corrélation entre le RR et le PR présente chez les WT.

Chez les souris Cay3.17" (Figure 41), la tertiapine-Q améliore la conduction malgré la

non significativité statistique probablement liée au nombre trop faible de souris.

La tertiapine-Q restaure la fonction sinusale et rétablit une meilleure conduction auriculo-

ventriculaire chez les souris HCN4-CNBD (Figure 42).

Malgré 1’absence de dysfonction sinusale, les souris Scn5a*" présentent des troubles de
conduction et de dépolarisation ventriculaire. Chez ces souris, la tertiapine-Q (5 mg/kg)
améliore la conduction auriculo-ventriculaire sans affecter la dépolarisation ventriculaire
(Figure 45). Alors que les canaux Girk4 sont abondants dans le SAN et le NAV,
ils sont probablement peu présents dans les fibres de Purkinje et le myocarde
ventriculaire. Cette distribution inégale des canaux Girk4 dans le tissu cardiaque pourrait
expliquer 1’absence d’effet de la tertiapine-Q sur la durée de I’intervalle QRS des souris

Scn5a™.
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Dans cette étude, nous démontrons que ’inhibition pharmacologique du courant /x4ck
améliore sensiblement les dysfonctions sinusales, prévient des syndromes tachycardie-
bradycardie et normalise la conduction auriculo-ventriculaire dans les modeles de souris

mimant le SSS humain.

La tertiapine-Q est active plus longtemps que I’atropine sur les
dysfonctions sinusales et des troubles de la conduction.

En clinique, I’atropine est utilisée pour traiter les bradycardies aigiies post-opératoires,
qui sont généralement réversibles. Nous avons souhaité comparer les effets de 1’atropine
a celui de la tertiapine-Q sur nos souris modeles. Nos résultats démontrent que 1’atropine
a les mémes effets que la tertiapine-Q sur la correction des dysfonctions sinusales et les
troubles de la conduction (Figures 47 et 49). Quelques soient les souris étudiées,
I’effet de la tertiapine-Q (5 mg/kg) est plus long que celui de I’atropine. Deux hypothéses
peuvent étre formulées pour expliciter ces différences de durée d’action. Premicrement,
il est possible que ’atropine soit dégradée et éliminée par 1’organisme plus rapidement
que la tertiapine-Q. En second lieu, nous pouvons envisager que la réduction de la durée
d’action de I’atropine par rapport a la tertiapine-Q soit liée a I’effet différentiel de ces
deux molécules sur la voie AMPc dépendante. Alors que la tertiapine-Q inhibe
directement et sélectivement le courant Ixscr sans affecter le niveau d’AMPc
intracellulaire, 1’atropine (antagoniste des récepteurs cholinergiques) se fixe sur les
récepteurs muscariniques du nceud sinusal et empéche la fixation des protéines G sur les
canaux Girk4-Girkl. Ceci bloque I’inhibition de I’adénylate cyclase par la voie
muscarinique ¢cGMP-dépendante et provoque une augmentation de la concentration
d’AMPc intracellulaire qui permet d’activer les canaux /r et d’augmenter 1’activité de la
PKA. Il en résulte une augmentation de [’activit¢ des canaux calciques et une
augmentation de la libération de Ca*' par les récepteurs a la ryanodine (RyR2).
L’ensemble de ces phénomenes se traduit par une augmentation de la fréquence
cardiaque. Cette augmentation de la fréquence cardiaque déclenche I’activation du
baroréflexe qui stimule 1’activité parasympathique qui s’oppose alors a I’augmentation

de la fréquence cardiaque. L’effet de 1’atropine est ainsi abrégé.
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Le fondement de cette étude est basé sur le concept du « ciblage compensatoire du
canal Girk4 » développé récemment par notre équipe (Mesirca et al., 2016a). Ce concept
ouvre des perspectives nouvelles pour le développement de stratégies thérapeutiques
innovantes pour lutter contre le SSS. Cette stratégie consiste a inhiber le courant sortant
Ixach qui s’oppose a I’effet dépolarisant des courants entrants /, Ic, de la DD. Ceci rétablit

I’équilibre de I’automatisme normal.

La revue de Monfredi et Boyett (Monfredi and Boyett, 2015) met en évidence certains
facteurs génétiques contribuant au SSS. Parmi eux, notons des mutations de type
« perte de fonction » qui affectent des canaux ioniques et des protéines d’échafaudage
régulant I’adressage membranaire de ces canaux. Toutefois, la majorité des patients
atteints de SSS présente cette pathologie en tant que comorbidité d’une maladie principale
(Monfredi and Boyett, 2015). Une de nos perspectives majeures sera de tester I’inhibition
d’Ikacn sur des modeles de SSS secondaires, telles que celle associées a ’insuffisance
cardiaque ou autres pathologies cardiovasculaire. Dans ce cadre, il est opportun de
considérer que la bradycardie a été indiquée comme responsable d’une fraction
importante (40 %) des événements de mort subite associés a 1’insuffisance cardiaque
(Gang et al., 2010). Des ¢évidences expérimentales récentes montrent que dans un modele
animal de SSS associée a I’insuffisance cardiaque, la bradycardie est due a une réduction
de I’expression de HCN4 (M. Boyett, communication personnelle). Par analogie avec nos
modeles de SSS congénitale basés sur la perte de fonction de HCN4, ces résultats
suggerent que le ciblage d’/kscr pourrait étre une stratégie préventive efficace.
En perspective, il serait aussi intéressant d’apporter une solution thérapeutique
complémentaire aux patients qui ont subi une intoxication médicamenteuse du SAN
entrainant une bradycardie aigue. D’autres cas de bradycardie secondaires dans lesquelles
le ciblage d’Ix4ci pourrait étre intéressant sont, par exemple, les SSS liées au diabéte ou
a I’hypothyroidie. Pour finir, il faut mentionner que les athlétes de haut niveau présentent
parfois des SSS chroniques symptomatiques apres 1’arrét de leur carriere sportive.
Récemment il a été mis en évidence que ce type de bradycardie est lui aussi li¢ a une
baisse d’expression des canaux HCN4 (D'Souza et al., 2014). L’inhibition

pharmacologique d’Ik4ci pourrait se révéler efficace aussi dans ce profil de patient.
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Le probleme actuel de I’emploi de I’atropine et de la théophilline pour la prise en charge
du SSS symptomatique chronique réside sur leurs nombreux effets extracardiaques.
Ces effets restreignent I’usage de ces médicaments aux cas aigus, lorsqu’un traitement de
courte durée est requis. Toutefois, la grande majorit¢ des patients présentant des
symptomes chroniques et irréversibles peuvent étre pris en charge uniquement par un
pacemaker ¢électronique. Le développement de peptides bloqueurs du courant Ixacp,
possédant des effets cardio-spécifiques, permettrait une future indication de I’inhibition a
long terme Ix4ci en clinique. Il est intéressant de noter que beaucoup de patients ne
nécessite pas I’implantation immédiate d un pacemaker, mais uniquement d’un traitement
qui améliore la fréquence cardiaque au repos ou a I’effort. Dans ce cadre, I’inhibition du
courant /xk4cr par des peptides dérivés de la tertiapine-Q pourrait présenter un avantage

clair.

Dans cette  perspective, il faudra améliorer la  spécificit¢ de la
tertiapine-Q afin qu’elle cible spécifiquement les canaux Girk4. En effet, il a été¢ démontré
que la tertiapine-Q agit également d’autres canaux potassiques, notamment ROMKI
(Jin and Lu, 1998) et BK (Kanjhan et al., 2005). Afin de parfaire la sélectivité et la
biodisponibilité de la tertiapine-Q, il faut prévoir de modifier de la séquence primaire du
peptide. L’étude de la toxicité et de la bio-distribution de la tertiapine-Q iodée et de ces

peptides dérivés sera importante.

Ce sujet de recherche peut présenter un grand intérét pour les laboratoires et les cliniciens.
Cette stratégie thérapeutique peut pallier a I’implantation de pacemaker électronique et

les complications qui peuvent survenir.
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ANNEXE 1

Tables des différents parametres mesurés selon les génotypes.
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Dysfunction of pacemaker activity in the sinoatrial node (SAN)
underlies “sick sinus” syndrome (55S), a common clinical condition
characterized by abnormally low heart rate (bradycardia). If un-
treated, SSS carries potentially life-threatening symptoms, such as
syncope and end-stage organ hypoperfusion. The only currently
available therapy for 555 consists of electronic pacemaker implan-
tation. Mice lacking L-type Ca, 1.3 Ca®* channels (Ca,1.3~'") recapit-
ulate several symptoms of SSS in humans, incuding bradycardia
and atrioventricular (AV) dysfunction (heart block). Here, we tested
whether genetic ablation or pharmacological inhibition of the mus-
carinic-gated K* channel (ix4cs) could rescue SSS and heart block in
Ca,1.3~'~ mice. We found that genetic inactivation of lcac, abol-
ished 555 symptoms in Ca,1.3~'~ mice without reducing the relative
degree of heart rate regulation. Rescuing of SAN and AV dysfunc-
tion could be obtained also by pharmacological inhibition of lac,
either in Ca, 7.3~ mice or following selective inhibition of Ca,1.3-
mediated L-type Ca** (ic,;) current in vivo. Ablation of lac, pre-
vented dysfunction of SAN pacemaker activity by allowing net
inward current to flow during the diastolic depolarization phase
under cholinergic activation. Our data suggest that patients af-
fected by 555 and heart block may benefit from Ixac, suppression
achieved by gene therapy or selective pharmacological inhibition.

heart rate regulation | sick sinus syndrome | heart block | GIRK4 | Ca,1.3

Pacemaker activity of the sinoatrial node (SAN) controls heart
rate under physiological conditions. Abnormal generation of
SAN automaticity underlies “sick sinus” syndrome (SSS), a patho-
logical condition manifested when heart rate is not sufficient to meet
the physiological requirements of the organism (1). Typical hall-
marks of SSS include SAN bradycardia, chronotropic incompetence,
SAN arrest, andfor exit block (1-3). S8S carries incapacitating
symptoms, such as fatigue and syncope (1-3). A significant percent-
age of patients with SSS present also with tachycardia-bradycardia
syndrome (3). SSS can also be associated with atrioventricular (AV)
conduction block (heart block) (1-3). Although aging is a known
intrinsic cause of SSS (4), this disease appears also in the absence of
any associated cardiac pathology and displays a genetic legacy (1, 2).
Heart disease or drug intake can induce acquired SSS (2). Symp-
tomatic SSS requires the implantation of an electronic pacemaker.
SSS accounts for about half of all pacemaker implantations in the
United States (5, 6). The incidence of SSS has been forecasted to
increase during the next 50y, particularly in the elder population (7).
Furthermore, it has been estimated that at least half of SSS patients
will need to be electronically paced (7). Although pacemakers are
continuously ameliorated, they remain costly and require lifelong
follow-up. Moreover, the implantation of an electronic pacemaker
remains difficult in pediatric patients (8). Development of alternative
and complementary pharmacological or molecular therapies for SSS
management could improve quality of life and limit the need for
implantation of electronic pacemakers.

E932-E941 | PNAS | Published online February 1, 2016

Recently, the genetic bases of some inherited forms of SSS
have been elucidated (recently reviewed in 1, 9) with the dis-
covery of mutations in genes encoding for ion channels involved
in cardiac automaticity (4, 9, 10). Notably, loss of function of
L-type Ca, 1.3 Ca** channels is central in some inherited forms of
S8S. For instance, loss of function in Ca,l.3-mediated L-type
Ca®* (I¢,,r) current causes the sinoatrial node dysfunction and
deafness syndrome (SANDD) (10). Affected individuals with
SANDD present with profound deafness, bradycardia, and dys-
function of AV conduction (10). Mutation in ankyrin-B causes
SSS by reduced membrane targeting of Ca,l1.3 channels (11).
The relevance of Ca,1.3 channels to SSS is demonstrated also by
work on the pathophysiclogy of congenital heart block, where
down-regulation of Ca,1.3 channels by maternal Abs causes
heart block in infants (12). Additionally, recent data show that
chronic iron overload induces acquired SSS via a reduction in
Ca,1.3-mediated I,z (13).

In mice and humans, Ca,1.3 channels are expressed in the
SAN, atria, and the AV node but are absent in adult ventricular
tissue (14, 15). Ca,1.3-mediated fc, , plays a major role in the
generation of the diastolic depolarization in SAN and AV
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myocytes, thereby constituting important determinants of heart
rate and AV conduction velocity SM. 16). The heart rate of mice
lacking Ca,1.3 channels (Ca, /.37 mice) fairly recapitulates the
hallmarks of S8S and associated symptoms, including bradycar-
dia and tachycardia-bradycardia syndrome (17 18) In addition,
severe AV dysfunction is recorded in Ca,1.37" mice to variable
degrees. Typically, these mice show first- and second-degree AV
block (16, 17, 19). Complete AV block with dissociated atrial and
ventricular rhythms can also be observed in these animals. The
phenotype of Ca, /.37~ mice thus constitutes a unique model for
developing new therapeutic strategies against SSS (10).

The muscarinic-gated K* channel (Igyc;) is involved in the
negative chronotropic effect of the parasympathetic nervous system
on heart rate (20, 21). Two subunits of the G-protein activated in-
wardly rectifying K* channels (GIRKI and GIRK4) of the GIRK/
Kir3 subfamily assemble as heterotetramers to form cardiac
Tcacn, channels (22). Indeed, both Girkl ™~ and Girk4 ™"~ mice lack
cardiac fgqcy, (20, 21, 23). We recently showed that silencing of the
hyperpolarization-activated current “funny” (/;) channel in mice
induces a complex arrhythmic profile that can be rescued by concur-
rent genetic ablation of Girk4 (24), In this study, we tested the effects
of genetic ablation and pharmacological inhibition of Ji4c5, on the
Ca, .37~ mouse model of SSS. We found that Girk4 ablation or
pharmacological inhibition of fx4ey, rescues SSS and AV dysfunction
in Ca,l.37". Thus, our study shows that facs targeting may be
pursued as a therapeutic strategy for treatment of SSS and heart block.

Results

Pharmacological Inhibition of the Autonomic Nervous System Improved
Heart Rate of Ca,7.3~'~ Mice. We first studied heart rate and
rhythm by telemetric recording of ECGs in frecly moving WT and
Ca,1.3”" mice (Fig. 1 A and B). WT animals displayed a normal
heart rate with no signs of SAN dysfunction or AV block (Fig. 14).
In contrast, Ca, /.37 mice showed typical hallmarks of SSS, in-
cluding SAN bradycardia, SAN pauses, prolonged AV conduction
time (PR interval), and frequent episodes of AV block (Fig. 18
and ST Appendix, Table S1). Pharmacological inhibition of auto-
nomic nervous system input by combined systemic administration
of atropine and pmpmn[)lol SIgmﬁumily reduced heart rate in
WT, but not Ca,l.3™ =, mice. Instead, injection of atropine and
propranolol abolished SAN pauses and AV blocks in Ca, .37~
mice, suggesting that the activity of the autonomic nervous system
induced symptoms of SAN failure and AV dysfunction in these
mice (Fig. 18 and 5/ Appendix, Table S1).

Genetic or Ph logical Abl of Ixacn Imp i SAN Function
and AV Conduction in Ca,1.37'~ Mice. Because inhibition of auto-
nomic input improved SAN and AV conduction of Ca, L3~
mice, we investigated the functional bases of this $SS-rescuing
effect. Txqcp is a major cardiac effector of the parasympathetic
nervous system (20, 21). We thus hypothesized that genetic in-
activation of Girk4, which leads to a complete loss of cardiac
Tcaen (20), might reduce the influence of the par ympdthuu.
nervous system on rhythmogenic centers of Cu. 7 mice,
thereby amecliorating the cardiac phenotypes in this mutant
mouse strain. Accordingly, we crossed Ca, /.3 mice with
Girk4™~ mice and studied heart rate and rhythm in Girk4™'~
mice and Ca, /.37 /Girk4~~ double-mutant mice.

As was shown previously (21, 23), the heart rate of Girkd™"~
mice was significantly higher than the heart rate of WT controls,
and these mice presented normal AV conduction and response
1o injection of atropine and propranolol (Fig. 1D). The ratio
between maximal and m:mmdl heart rates was similar in WT,
Ca,1.37"~, Ca,1.37"/Girk4™'~, and Girk4™ mice, indicating that
comhincd deletion of Ca, ? and Ixaen did not diminish the
relative degree of heart rate regulation (S Appendix, Fig. S1).
Remarkably, both the ventricular rate (RR interval) and SAN
rate (PP interval) of Ca,2.3~"/Girk4™"~ mice were higher than
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Fig. 1. Dependence of heart block in Ca,1.3 " mice on autonomic nervous
system (ANS) activity. (A) Dot plot of beat-to-beat variability [heart rate (HR) in
bpm] of heart rate (Top) and representative samples of telemetric ECG re-
cordings (Bottom) from WT mice before (Left, ANS+) and after (Right, ANS—)
combined injection of atropine (A, 0.5 mg/kg) and propranolol (P, 5 mg/kg).
(Right) Histogram shows averaged heart rate before (open bar) and after (filled
bar) injection of A + P (n = 13). (B) Same as in A, but for Caﬂ.i"’" mice (n = 8).
(C) Same as in A, but for Ca,1.37"/Girk4™'~ mice (n = 15). (D) Same as in 4, but
for Girka '~ mice (n = 9). Statistics: paired Student’s t test. *P < 0.05; **P < 0.01.

the ventricular rate and SAN rate of Ca, .37~ mice and did not

differ from the ventricular rate and SAN rate of WT controls
(Fig. 1C and SI Appendix, Table S1). Ca,1.37~/Girk4™'~ mice
also had shorter AV (PR) intervals than their Ca, /.37~ coun-
terparts (S/ Appendix, Table S1), suggesting that Ix4cy also
exerted a tonic inhibition on impulse conduction of Ca,f.37"~
animals. Furthermore, the frequency of SAN pauses and AV
blocks was reduced by about 10-fold in Ca,J.37"/Girk4™"™ mice
in comparison to Ca, /.37~ mice, showing that Girk4 inactivation
strongly improved SAN function and AV conduction. Blocking
of muscarinic receptors by injection of atropine mimicked the
effects of genetic deletion of {x4¢5 in Ca,l.37"" mice. Indeed,
atropine abolished AV block and drastically reduced the fre-
quency of SAN pauses in Ca, /.37 mice but not in Ca, .37/
Girk4™~ mice (SI Appendix, Table S2), indicating that the ef-
fects of autonomic inhibition of the muscarinic pathway on im-
pulse generation and conduction were entirely dependent on
Iacn function. Analysis of heart rate variability (HRV) spectra
of Ca, .37~ mice showed high variability in comparison to WT
mice, a characteristic attributable to the lower and variable
SAN rate and to the presence of intermittent SAN pauses and AV
blocks (S Appendix, Fig. $2). Indeed, concurrent genetic ablation
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of Ixcp, by Girk4 inactivation significantly reduced the HRV of
Ca,l.37" mice (SI Appendix, Fig. S2). The HRV of WT and
Ca,l. 37" /Girk4™~ mice did not significantly differ (S/ Appendix,
Fig. 52 B and C and [nser). These observations indicated that
genetic ablation of Ii4¢y, rescued SSS and heart block of Ca, /.37~
mice without reducing heart rate regulation.

The Igacy peptide blocker tertiapin-Q (25) was also effective
in rescuing SAN dysfunction and AV block in Ca‘.l..?"’_ mice
(Fig. 2). Tertiapin-Q did not affect the heart rate of WT, Girk4 ™,
and Ca,1.37""/Girk4™"~ mice (Fig. 2. A-C). In contrast, injection of
tertiapin-Q (5 mg/kg) improved the heart rate of Ca,.3™~ mice by
increasing SAN rate and abolishing SAN pauses and AV blocks
(Fig. 2D and ST Appendix, Table $3). The AV interval was also
shortened by tertiapin-Q.

Injection of tertiapin-Q reduced the HRV of Ca,1.37" mice
but did not significantly affect HRV in their Ca,l.37"/Girk4™~
counterparts, indicating that the rescuing effect of this GIRK
channel blocker was attributable to fx4cy inhibition (87 Appen-
dix, Fig. $3). We also tested whether Jg 4y, inhibition could an-
tagonize heart rate slowing and AV block induced by selective
pharmacological inhibition of Ca,l.3-mediated ¢, p (ST Appendix,
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Fig. 2. Effect of the lkac, blocker tertiapin-Q on bradycardia and heart block in
Ca, 1.3~ mice. (4) Dot plot of beat-to-beat variability (HR in bpm) of heart rate
(Top) and rep: ive samples of ic ECG recordings (Bottom) from WT
mice before (Left) and after (Center) i.p. injection of tertiapin-Q (5 mg/kg) in WT
mice. (Right) Histogram shows averaged heart rates before (open bar) and after
(filled bar) injection of tertiapin-Q (n = 4). (8) Same as in A, but for Girk4™~ mice
(n =4). (C) Same as in A, but for Ca,1.37 /Girk4 * mice (n = 4). (D) Same as in A,
but for Ca,1.3 mice (n = 5). Statistics: paired Student’s ¢ test. **P < 0.01.
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Fig. 84). To this end, we used mice in which Ca,1.2 channels have
been rendered insensitive to dihydropyridines (DHPs) via point
mutation, eliminating channel sensitivity to these drugs (Ca, .2~
mice) (26). Indeed, because the mouse heart expresses both Ca,1.2
and Ca,1.3 channels, Ca,/.2”""~~ mice permit isolation of the ef-
fects of selective inhibition of Ca,1.3-mediated I, ;. (26, 27). In vivo
telemetric recordings of Ca,7.2”"~ mice injected with the DHP
blocker amlodipine showed heart rate slowing that was quantitatively
similar to the heart rate slowing observed in Ca, .37~ mice (ST Ap-
pendix, Fig. $44). In addition, amlndlplne induced slowing of AV
conduction and blocks in Ca, 1.2°""~ mice (SI Appendix, Fig. $4B).
In contrast, concurrent injection of tertiapin-O and amlodipine pre-
vented heart rate slowing and AV blocks, demonstrating that phar-
macological inhibition of Ix4cy was effective in antagonizing
drug-induced bradycardia (SI Appendix, Fig. $4 B and C). Taken
together, these observations demonstrated that Igqcy activity
underlies the phenotypic manifestations of SSS and AV block in
Ca,l.37 and Ca,1.2°""~~ mice, and that genetic ablation or phar-
macological inhibition of this current can rescue heart rhythm.

Ixacn Abl duced A, Ad Receptor-Mediated Bradycardia
in Ca., .37~ Mice. Adenosine slows SAN rate via activation of A,
adenosine receptors (A;R) and opening of I, channels (20, 28,
29). Release of adenosine can worsen SSS by leading to excessive
bradycardia (30). We thus assessed the capability of Ix4¢y, ablation to
moderate bradycardia induced by AR activation in 88 Ca,l.3™"
mice. We used ip. injection of the A;R- sdccmc agonist 2-chloro,
Nb-cyclopentyl adenosine (CCPA) in Ca, .37~ mice to study SAN
dysfunction and AV conduction during A;R-induced bradycardia (5/
Appendix, Fig, S5). CCPA (0.1 mg/kg) strongly slowed heart rate in
WT and Ca,l.37" mice to a similar degree (55-60%). In addition,
CCPA induced deep SAN br.ldyLdrdid and very low heart rate in
Ca,1.37" mice [~170 beats per minute (bpm)]. Howwu CCPA was
less effective in slowing heart rate in Ca,l. 37/Girk4™™ mice
(=30%%), and no deep bradycardia was recorded in these mice. This
observation demonstrated the effectiveness of fg.4¢, al blan(m for pre-
venting excessive A;R-induced bradycardia in SSS Ca,/.37~ mice.

Ixacn Ablation Precluded Inducil of Atrial Tachyarrhythmias in
Ca,1.37~ Mice. SSS is often associated with tachycardia-brady-
cardia syndrome (1, 2). Consistent with previous work on a dif-
ferent strain of Ca,/.37"~ mice (18), we could induce atrial
fibrillation and tachycardia without previous addition of carba-
chol ('!I 32), underscoring the strong susceptibility of SSS
Ca,1.37~ hearts to atrial tachyarrhythmias (Fig. 3). We thus
tested whether Girk4 inactivation could rescue tachycardia-
bradycardia syndrome by improving SAN function and reducing
the inducibility of atrial tachyarrhythmias in sedated SSS Ca,J.37~
mice. We performed intracardiac ECG recordings in sedated
Ca .37 and Ca,.37/Girk4”~ mice and characterized the
properties of atrial rhythm in these strains (Fig. 3 A-C and S/
Appendix, Table $4). Cons]\tem with the 1rnpr0vement in AV
conduction observed in Ca,[. 377/Girk4™"~ mice in comparison to
Ca,l.37~ counterparts (Figs. 1 and 2), genetic ablation of lcicy,
shortened the AV refractory period and the Wenckebach cycle
length of Ca,J.37~ mice (ST Appendix, Table $4). Concurrent in-
activation of Iy, also shortened the SAN conduction and re-
covery time and the SAN-atrium conduction time in Ca,l.37"-
mice, which indicated improvement of the SAN function (57
Appendix, Table S5). Intracardiac atrial stimulation induced
atrial fibrillation (Fig. 34, Top) or atrial tachycardia (Fig. 34,
Bottom) in eight of 12 Ca,l.37"" mice tested (Flg 3D and SI
Appendix, Table S6). All arrhythmias in Ca,/.3”" mice termi-
nated spontancously. In contrast, atrial arrhyl:hmm could be
elicited in only two of 10 Ca,J.37"/Girk4™~ mice (Fig. 3D and S/
Appendix, Table S6). Taken together, these observations in-
dicated that Ix4¢, deletion could rescue tachycardia-bradycardia
syndrome and AV block in the Ca, .37~ mouse model of SSS.
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Ixach Action i in Ca,1.37""
Atrial Myocytes. Supraventricular arrhythmia in Ca, /.37~ mice
could be due to an alteration in the atrial action potential. We
thus compared the action potential duration of atrial myocytes in
the different genotypes to test the ability of /x40, ablation to
normalize this paramcter of atrial excitability (Fig. 4). WT and
Girk4™~ myocytes displayed similar action potential durations
(Fig. 44). In contrast, Ca,l. myocytes had shortened action
potential durations. However, Ca .37 /Girk4™~ myocytes dis-
played normal action potential duration, suggesting that fxqc,
contributes to action potential repolarization even in the absence
of ACh (Fig. 4 A—C). Consistent with this hypothesis, tertiapin-Q
s:gmhmnlly prolonged the action potential dumemn of WT and
Ca, 1.3~ myocytes but had no effect on Girk4™~ and Ca, 137"/
Girk4™~ myocytes (ST Appendix, Fig. $6). Comparison between
ITxacy densities of WT and Ca, .37~ myocytes showed that SAN
myocytes from KO mice had reduced Jycqcy, (Fig. 4 D-H), negating
the difference in /x40y, density between SAN and atrial myocytes
observed in WT mice. These observations showed that genetic
ablation or pharmacological blockade of g4 restored the nor-
mal action potential waveform of atrial Ca,./.37~ myocytes.

Ixach Ablation Rescued S5S of Ca,1.3™'~ Hearts by Reducing ACh-
Induced SAN Bradycardia and AV Block. Because suppression of
Liacn signiﬂtdmiy reduces the muscarinic regulation of pace-
maker activity in SAN myocytes (21), we hypothesized that im-
provement of SAN rate and AV conduction in Ca,l.3™/Girk4™~
mice was due to a decrease in the sensitivity of SAN auto-
maticity and AV conduction to ACh. We thus tested the
chronotropic and dromotropic effects of ACh on heart rate
and AV conduction in isolated Langendorff-perfused hearts
(Fig. 5). Perfusion with 0.3 pM ACh similarly reduced the

Mesirca et al.

beating rate of WT and Ca, . 37" hearts (14’/{ in WT, 39% in
Ca,1.37~ ). In contrast, Ca,1.377/Girk4™" hearts showed a
reduced chronotropic response to ACh, which was similar to
the chronotropic response of Girk4 ™~ hearts (16% in Girk4 ™™,
13% in Ca,l.37/Girk4™"; Fig. 5). These results indicated that
Igqcn ablation was the dominant factor in determining the sen-
sitivity of isolated hearts to ACh. ACh had a similar effect (35—
37%) on AV conduction time (PR interval) of WT and Girk4™~
hearts. In contrast, the PR interval of Ca, /.3 hearts was more
than doubled by ACh perfusion (77%), whcrcas the negative
dromotropic effect of ACh on Ca,l.37/Girk4™~ hearts was
similar to the dromotropic effect observed in Girk4™™ hearts
(29%). These observations indicated that fx4c, ablation reduced
ACh-mediated negative chronotropic and dromotropic effects,
preventing excessive rate reduction and AV block in SSS Ca, .37
hearts.

SAN Myocytes from Ca,1.3~'~IGirkd~'~ Mice Have Reduced Muscarinic
Regulation of Pacemaker Activity. The prominent reduction of
ACh-induced SAN dysfunction in isolated S8§ Ca,l.37 hearts
prompted us to investigate the impact of I, ablation on iso-
lated pacemaker myocytes (Fig. 6). Perfusion of spontancously
beating myocytes with ACh duse-dependemiy decreased the
beating rate of WT, Ca, /.3, and Girk4™'~ myocytes (Fig. 6 A,
B, and D and S1 Appendix, Table §7). In contrast, Ca,1.37"~/
Girled™~ SAN myocytes did not show a significant ACh-medi-
ated rate reduction, even in response to 0.05 pM ACh, a con-
centration sufficient to stop pacemaking in all WT and Ca, .37~
myocytes (Fig. 6C). This observation indicated that [ abla-
tion reduced the negative chronotropic effect mediated by ACh
on pacemaker activity in Ca, 1.3~ myocytes. Ii4¢;, ablation also
increased the basal spontaneous pacing rate of Ca, .37 /Girk4 ™'~
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70% (B, APDyo) and 30% (C, APDq) of repolarization in n = 14 WT, n = 13
Ca,1.37, n =19 Ca, 1.3 /Girkd™~, and n = 17 Girk4™~ myocytes are shown.
Statistics: one-way ANOVA followed by Holm-Sidak's multiple comparisons
test. Sample traces of fxac, before and after ACh perfusion (0.05 uM) in SAN
and atrial myocytes of WT mice (D) and Ca,7.3” mice (E) are shown. (D, Inset}
Voltage damp protocol. Averaged leacr densities before and after ACh are
shown in the bar plots for SAN (n = 14) and atrial WT myocytes (n = 11) (F) and
SAN {n = 18) and atrial Ca,1.3" myocytes (n = 15) (G). (H} lkacn induced by
ACh perfusion measured by subtracting the basal current from the basal current
in ACh. Statistics: two-way ANOVA followed by Sidak’s multiple comparisons
test. *P < 0.05; **P < 0.01;, ***P < 0.001; ****P < 0.0001.

myocytes in comparison to the basal spontaneous pacing rate of
their Ca, .37~ counterparts (SI Appendix, Table S7), suggesting
that some i channels are open in the SAN in the absence of
exogenous ACh.

ACh decreased the pacemaker activity of WT SAN myocytes
by reducing the slope of the diastolic depolarization and by in-
creasing the frequency of delayed after-depolarizations (DADs;
Fig. 64 and S Appendix, Fig. $7), low-amplitude depolarizations
of the membrane potential (=10 mV) that failed to reach the
action potential threshold. In contrast, ACh decreased pace-
maker activity of Ca,1.3™"~ myocytes by increasing the incidence
of DADs, leaving unaffected the slope of the diastolic de-
polarization (Fig. 6B and SI Appendix, Table S7), suggesting that
formation of DADs, rather than normal action potentials, con-
stituted the mechanism underlying ACh-induced SAN dysfunc-
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tion in S$SS Ca,7.37 hearts. In agreement with this hypothesis,
an increase in the frequency of DADs could be observed in
Ca, .37 /Girk4 ™~ myocytes at high concentrations of ACh (0.05 pM;
SI Appendix, Fig. §7), accounting for the rescuing of the ACh-
induced negative chronotropic effect recorded in Ca,J.37~
myocytes. Taken together, these data demonstrated that the
rescuing of $8S observed in Ca,J.37~/Girk4™'~ mice was due to a
strong reduction in the sensitivity of SAN pacemaker activity to
ACh-mediated negative chronotropy and that Ca,l.3-mediated
Icqr. contributed to the cholinergic regulation of pacemaker
activity in WT and Girk4~~ SAN.

Genetic or Pharmacological Ablation of Iy, Prevented the Formation of
[Ca®*}; Waves in Ca, 1.3~ SAN Myocytes. The high incidence of DADs
recorded during pacemaker dctmty under perfusion of ACh sug-
gested altered lntmc.e]luldr Ca** ([C(l‘ |;) dynamics and the fre-
quency of [Ca®], waves in Ca,/l.37~ myocytes. We thus used
confocal line scan imaging of F]uo#luddt.d cells to test whether
ablation of IMW could rescue [Ca®*); dynamics in SAN myocytes
from Ca, 1.3~ mice (Fig. 7). Consistent with the slow pacemaker
activity observed under current-clamp conditions (Fig. 6), we
recorded slower Ircqux.ncy of spontaneous [Ca™}; transients in
Ca,].37~ SAN myocytes in comparm)n to the spontancous [Ca*);
transients of WT, Girk4™", and Ca,l.37""/Girk4™'~ myocytes
(Fig. 7 A-D, Lefr and Middle).

In WT, Ca,l.37", and Glrk-l = myucylt.b ACh reduced the
frequency of spontancous [Ca®*}; transients and induced the for-
mation of [Ca”™]; waves (Fig. 74, B, and D). In Ca,1.37~/Girkd ™"~
SAN myocytes, the rate of spumdm.ous [Ca®*}; transients was
ilml]ar to the rate of spontancous [Ca “*], transients of WT and
Girk4™ cells, and the lrcqucncy of [Ca” ]‘ waves was lower than
the frequency of |La *]; waves recorded in the other genotypes
(Fig. 7C). In Ca, 1.3 /Girkd™~ myocytes, ACh failed to decrease
the frequency of spontaneous. [C‘r"l\ transients and to increase the
frequency of [Ca>*}; waves (Fig. 7C). Consistent with this obser-
vation, ACh did not decrease the frequency of spontaneous [Ca®*];
transients or increase [Ca™]; waves in Ca, /.3 cells when tertiapin-Q
was added to the perfusion medium (7 Appendix, Fig. S8).

Because Iyg4¢y, ablation in Ca, [.377 /Girk4™ ™ mice allnwed the
formation of cell-wide [sz*]ilran\iunls instead of [Ca®*); waves,
we tested whether this rescuing effect required functional rya-
nodine receptor (RyR)-dependent [Ca®*]; telease. The dose-
response relationship of the frequency of spontaneous [Ca®";
transients to ryanodine showed a differential effect between WT
and Girk4™~ SAN myocytes (S Appendix, Fig. 59). Indeed,
whereas 1 pM rydnudme drastically reduced the frequency of
spontaneous [Cﬂ L t[dn\l!.ﬂh in WT SAN myocytes, it
remained higher in Girk4~'~ myocytes (ST Appendix, Fig. S94). A
saturating concentration of ry‘mudme (3 pM) that completely
disabled RyR dependent Ca’¥ release dra:.tw.xl.iy reduced spon-
taneous [CA “]i transients and action potentials in both WT and
Girk4™~ SAN myocytes, indicating that pacemaker activity re-
quircd RyR-dependent Ca®* release (57 Appendiv, Fig. S9B).

Concurrent perfusion of a moderate concentration of ryano-
dine (0.3 pM) with ACh (0.01 |.LM) did not \lgmhmnllv aftcct the
frequency of spontancous [Ca®*]; transients in Girk4™~ myo-
cytes. This observation suggested that ablation of [y could
rescue the loss of RyR-dependent Ca®* release in WT SAN
myocytes at moderate concentrations of ryvanodine (51 Appendix,
Figs. S10 and S11). Moreover, the relative insensitivity to 0.01 pM
ACh of ryanodine-treated Girk4™~ SAN myocytes suggested
that regulation of RyR-dependent Ca®™ release contributes to
cholinergic regulation of paccmaking In contrast, the frequcn-
cies of spontancous [Ca”|; transients of WT, Ca,l.37", and
Ca,l.377Girk4™~ SAN myocytes were strongly reduced by
ryanodine and ACh, and to comparable levels (S/ Appendix, Figs.
S10 and S11). These observations showed that although Ixc
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ablation could antagonize the negative chronotropic effect induced
by ryanodine and ACh in WT cells containing functional Ca,1.3-
mediated /¢, 7, rescuing of automaticity in Ca,1.37~ SAN myocytes
under ACh required fully functional RyR-dependent Ca®* release.

Ixacn Ablation Mai d the Di lic Current in the Inward
Direction During Muscarinic Activation. Pacemaker activity re-
quires the presence of a net inward current to sustain the diastolic
depolarization. Because cholinergic activation of /g, generates
an outward current, we hypothesized that upon parasympathetic
activation, the lack of Ca,l.3-mediated 7, shifts the net mem-
brane current of SAN and AV node myocytes in the outward
direction, thereby inducing SAN failure and AV block. We thus
tested the effects of /x4y, ablation on the total diastolic current by
using a train of spontancous action potentials recorded in WT
SAN cells as voltage-clamp commands (Fig. 8). Ca, /.37~ SAN
myocytes showed reduced total inward diastolic current in com-
parison to their WT counterparts under basal conditions (Fig. 8 4
and B). Perfusion with ACh (0.05 pM) shifted the direction of the
diastolic current from inward to outward in WT and Ca,l.37"
myocytes (Fig. 8 A and B). ACh reduced the diastolic current also
in Girk4™”'~ myocytes, but the net current direction remained in-
ward (Fig. 8C). This evidence is in line with current-clamp ex-
periments that showed arrest of cell pacemaker activity at this
ACh concentration in WT and Ca,l.37~ myocytes, but not in
Girk4™"~ cells (Fig. 6). In contrast, ACh did not significantly affect
the diastolic current in Ca,l.37"/Girk4™~ SAN myocytes at any
concentration tested (Fig. 8D). This observation was consistent
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with the strong reduction of the cholinergic regulation of cell
pacemaker activity of Ca,1.37~/Girk4™"~ SAN myocytes (Fig. 6)
and indicates that, together with /x4, and RyR-dependent [Ca®*];
release, Ca,l.3-mediated /¢, is an effector of cholinergic regu-
lation of pacemaker activity. These results indicate that genetic
ablation or pharmacological inhibition of fx4¢;, prevented ACh-
mediated slowing of pacemaker activity by maintaining the net
diastolic current in the inward direction and preventing the for-
mation of [Ca®*]; waves (Fig. 7).

Discussion
In this study, we demonstrated that genetic ablation or phar-
macological inhibition of /x4¢y, strongly amcliorates SAN dys-
function, prevents tachycardia-bradycardia syndrome, and
normalizes AV impulse conduction in a mouse model of human
SSS. Ix.4¢p ablation did not reduce the relative degree of heart
rate regulation, and we did not observe episodes of ventricular
arrhythmia in Ca,1.37"[Girk4™"~ or Ca,1.37'~ mice treated with
tertiapin-Q. These observations suggest that Ix4¢y inhibition
preserves the capability of the organism to regulate heart rate
without being, by itself, proarrhythmic. At present, no pharma-
cological therapy is available to improve heart rate and AV
conduction in the context of SSS. Thus, our work suggests that
genetic or pharmacological targeting of Ix4¢y, channels may be
efficacious in the management of SSS and heart block.

Several studies highlight the importance of Ca,1.3-mediated
I, in human pathologies of heart rhythm and indicate that
Ca,1.37"" mice constitute a suitable preclinical model for testing

PNAS | Published online February 1, 2016 | E937

163



ONAS |

A Wild-type
200 rr—
E150 =
S100
£ s0
0
0 0.0030.01 0.05 0 0.0030.01 0.05
ACh (uM) ACh (uM)
C Ca,1.3*1Girka™*
200
E150
S100
2
& 50
0

0 0.0030.01 0.05
ACh (uM)

L] L] L] L]

0 0.0030.01 0.05

ACh (M)
|

0.001 0.1

0.01
ACh (uM)
= Ca,1.3/IGirkd" = Girkd"

3nM 10nM 50nM

- Wild-type ™= Ca,1.3+
Fig. 6. Slowing of pacemaker activity of Ca,7.3”" SAN myocytes after ACh
inhibition. Histograms of spontaneous action potential rate recorded in control
conditions and after perfusion of ACh at the indicated doses in SAN myocytes
from WT (A, Top), Ca, 1.3 (B, Top), Ca,1.37IGirkd™= (C, Top), and n = 9
Girka™™ (D, Top) mice. Examples of spontaneous SAN cells action potentials
recorded from WT (A, Bottom), Ca, 1.3 (B, Bottom), Ca,1.3" /Girka™ (C,
Bottom), and Girk4 ™ (D, Bottom) mice in control conditions (black traces) and
after perfusion of ACh (0.05 uM, gray traces). (A-D) Statistics: one-way ANOVA
followed by Tukey's multiple comparisons test. (£ and F) Dose-response relation
of the percentages of rate reduction at different doses ACh in SAN cells isolated
from WT, Ca,1.3 7", Ca,1.3 7 IGirkd ", and Girkd ™" mice. (E) Statistics: two-way
ANOVA followed by Tukey's multiple comparisons test. The number of SAN
cells measured is reported in 5/ Appendix, Table 57 for each genotype and ACh
concentration. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; ****P < 0.0001

new therapeutic strategies for SSS and heart block. Indeed,
Ca,d.37" mice present several aspects of human SSS (10, 18),
including SAN dysfunction (1, 2) and tachycardia-bradycardia
syndrome (33, 34). In addition, Ca,/.3™"~ mice reproduce severe
AV dysfunction typical of human congenital heart block (16).
Previous studies demonstrated that Ca,l.3-mediated I,
plays a major role in the determination of heart rate and impulse
conduction in mice and humans (10, 11, 14, 16, 17, 19). However,
despite the importance of Ca,1.3-mediated I, ; in determining
the rate of the diastolic depolarization in isolated SAN and AV
node myocytes (14, 16), it was unclear how Ca,1.3 loss of function
translates into SSS in vivo. In this respect, we show, for the first
time to our knowledge, that SSS symptoms and AV block in vivo
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in Ca,l.37"~ mice depend upon I 40y, and that targeted inhibition
of these channels can rescue 588. Indeed, we did not record SAN
failure or AV block in Ca,J.37 7 /Girk4™~ mice, and we did not
detect SAN failure or AV block following injection of tertiapin-Q
in Ca, .37~ or Ca,1.2”"""~"~ mice treated with amlodipine. In this
respect, the rescuc of bradycardia was particularly striking, be-
cause the heart rate of all these “rescued” mice was normalized,
reaching values that were close to the values recorded in WT or
control uninjected Ca,1.2°~'~ mice (SI Appendix, Fig. $4). This
result indicates that structural or functional remodeling of rhyth-
mogenic centers of Ca,l.3™" and Ca,J.37""/Girk4™~ mice is not
the primary mechanism mediating the rescuing effect on heart rate
by Iacn targeting.

Normal SAN pacemaker activity is generated by a complex
interplay between inward ionic currents of the plasma mem-
brane, such as Ca,l.3-mediated /¢, ;. Ca,3.1-mediated T-type
Ca®* current (I¢ 7). hyperpolarization-activated current “funny”
(), and Na*f(;'a'* exchanger current (/ncy) activated by RyR-
dependent [Ca™]; release (35-37). With regard to the SAN pace-
maker mechanism, two mutually connected concepts emerge from
our findings, First, although Jx4cy, constitutes an important mech-
anism in heart rate control (20, 21), its activity becomes detrimental
for cardiac automaticity and rhythm following loss of function of ion
channels, contributing to the generation of the diastolic de-
polarization (24) (Figs. 1 and 2). Second, our study indicates that
an intrinsic functional redundancy among ion channels involved
in the SAN pacemaker mechanism allows viable heart rate and
heart rate regulation without SSS symptoms, provided that Ig4cy,
activity is abolished or suppressed (Figs. 1-3 and 8).

Rescuing of tachycardia-bradycardia syndrome in Ca, .37/
Girk4™'~ demonstrates that [y, activity constitutes a major
mechanism underlying SSS symptoms and associated arrhythmias.
In this respect, atrial action potential shortening and reduced /¢ ;.
are important cellular mechanisms underlying atrial fibrillation
(38-40). Similar to what is observed in experimental animal
models of paroxystic atrial fibrillation lacking SSS and heart block
(41-44). normalization of the atrial action potential duration of
myocytes can account for prevention of atrial tachyar-
n this model of $SS. However, because Ca, /.37 mice
have an intrinsically low SAN rate, we cannot exclude the possi-
bility that SAN dysfunction in Ca,7.37" mice also contributes to
the susceptibility to atrial arrhythmias. This mechanism would still
be consistent with the observed rescuing of tachycardia-bradycardia
syndrome in Ca, .37 mice, because Iy, ablation also prevented
SAN dysfunction (87 Appendix, Table S4).

In comparison to individuals with sinus rhythm, agonist-
independent constitutive Ix.qcy, activity (45) and reduced expres-
sion of fiacy (46) in atrial myocytes are typical of patients with
chronic atrial fibrillation. Ca,/.37~ SAN myocytes showed re-
duced basal fgyc, and diminished density of agonist-induced
current in comparison to WT myocytes (Fig. 4). Ixqci down-
regulation in pacemaker tissue and/or atria can thus constitute a
common compensatory mechanism between mice and humans to
counteract I ycp-induced SSS symptoms or atrial arrhythmias.

We attribute the rescue of SAN function in Ca,/.37" mice to
the ability of Ix4cy ablation or inhibition to prevent ACh-
induced formation of [Ca®*}; waves (Fig. 7) and DADs (Fig. 6), as
well as to the shift of the total diastolic membrane current to the
inward direction under ACh in Ca, .37~ /Girk4™~ in comparison
to Ca, 437"~ pacemaker myocytes (Fig. 8 4-D). This view can be
summarized by a general model in which pacemaker activity is
determined by the balance between inward currents contributing
to the diastolic depolarization and fy ¢y, which brakes auto-
maticity by supplying outward current (Fig. 8F£). Loss of Ca,1.3-
mediated /¢, generates an imbalance between inward and
outward currents that induces dystunction of pacemaker activity.
Normal pacemaking can thus be restored by genetic or phar-
macological inhibition of Ixy. Under these conditions, the
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Fig. 7. Suppression of [Ca?']; waves in Ca,7.3”~ SAN myocytes after ablation of lxacs. Sample line scan images (Left), averaged frequency of spontaneous
[Ca®"}; transients (Middle), and averaged frequency of [Ca®*]; waves (Right) of n = 11 WT (4), n =9 Ca,1.3”" (8), n = 6 Ca,1.3”/Girkd™~ (C), and n = 12 Girkd™*
(D) SAN myocytes. Statistics: one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparisons test. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; ****P < 0.0001.

other currents contributing to the diastolic depolarization, such
as Iycy (37), Icq, 1 (47), and I; (36), are sufficient to drive normal
pacemaker activity (Fig. 8£). This model is consistent also with
our evidence showing that /g, ablation can rescue the slowing
of pacemaker dCllVll) induced by moderate inhibition of RyR-
dependent [Ca®*]; release of WT, but not Ca,l.3”", SAN

myocytes (S Appendix, Figs. S9-S11). Indeed, dhhuugh
Ca,l.3-mediated /¢, could maintain the balance following
concurrent loss of inward Iycy and outward Iyqcy, additional
loss of Ca,1.3-mediated /c,; would induce imbalance, and
consequently dysfunction of pacemaker activity.

Our evidence indicates that the maintenance of a net inward
current in the diastolic phase by /x4 ablation could allow
DAD:s to trigger a full SAN impulse or promote successful AV
conduction, thereby preventing SAN pauses and AV block in
vivo. [Ca®™]; waves and DADs thus appear to be a major com-
mon arrhythmogenic mechanism in the SAN and cardiac con-
duction system in both Ca,l.37~ mice (this study) and mice
carrying silenced cardiac /; channels (24). This observation is
important, because although these two mouse strains both con-
stitute models of bradycardia, their phenotypes are effectively
rescued by Ji4cy ablation, despite presenting different associa-
tions with tachycardia-bradycardia syndrome (Ca,l.377) or
ventricular arrhythmia (24).

In conclusion, the ability of Ix4¢;, ablation to rescue SAN
dysfunction and AV block, as well as tachycardia-bradycardia
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syndrome and ventricular tachycardia, highlights the clinical
potential of /x4cy targeting for management of SSS and associ-
ated arrhythmias in humans. This study may thus foster pre-
clinical research to test /x4¢, inhibitors in various models of
bradycardia and heart block. Importantly, pharmacological in-
hibitors of x4y already exist (41, 43). Although these inhibitors
have been developed to prevent paroxystic atrial fibrillation, our
study suggests that the therapeutic indication of these molecules
could be extended to SSS and heart block. Among those com-
pounds, recently described /x4¢y, inhibitors related to the ML297
activator (48) may constitute a potential future pharmacother-
apeutical approach for the treatment of SSS.

Materials and Methods

The study conforms to the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
(49) and to European directives (2010/63/EU), and it was approved by the
French Ministry of Agriculture (D34-172-13). An expanded version of the
methods is provided in S/ Appendix, Expanded Methods.

ECG Recording in Conscious Mice. Telemetric recordings of ECGs were per-
formed utilizing a Dataquest A.R.T. recording platform (TA10EA-F20; Data
Sciences International) using implantable transmitters as described previously
(16). Recordings on sedated mice were performed using a six-lead surface
ECG recording device with 25-gauge s.c. electrodes (I0X; EMKA Technolo-
gies). Mean heart rate values were obtained in each mouse for an overall 24-h
period. For evaluating drug effects, heart rate was recorded for a total
period of 8 h. Heart rate before drug injection was averaged over a 2-h period
following a 2-h stabilization period. Following drug injection, mean heart
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rate values were calculated in each mouse by analyzing periods of 5 min at
different time points corresponding to the peak effect of the drug. Heart rates
lower than 400 bpm (20% lower than the mean heart rate recorded in WT
mice) were defined as "bradycardia.” Heart rates lower than 300 bpm (40%
lower than the mean heart rate recorded in WT mice) were defined as
"deep bradycardia.”

Intracardiac Recordings and Pacing in Sedated Mice. For intracardiac explo-
rations, we used a mouse electrophysiology octapolar catheter positioned in
the right atrium and ventricle via the right internal jugular vein (Biosense
Webster). Surface ECGs were used as a guide for catheter positioning. Pacing
was performed with a modified Biotronik UHS20 stimulator and a digital
stimulator (DS8000; World Precision Instruments). Standard pacing protocols
were used to determine atrial refractoriness and AV conduction parameters

sustained when it lasted for less than 10 complexes. We defined atrial fibril-
lation as an atrial tachyarrhythmia with marked disorganization both on the
surface ECG (with no distinguishable P waves) and on the intracardiac re-
cording, with random AV conduction. SAN function was evaluated by mea-
suring the resting SAN cycle length and the SAN recovery time. Atrial pacing
was applied for a period of 30 s at cycle lengths of 100 ms and 80 ms. For each
pacing cycle length, SAN recovery time was determined as the longest pause
from the last paced atrial depolarization to the first SAN return cycle. The SAN
conduction time (SACT) was determined with the Narula method, consisting of
eight-stimulus trains at a cycle length slightly shorter than the spontaneous
SAN cycle length to avoid overdrive suppression. The SACT was also de-
termined by subtracting the intrinsic SAN cycle length from the interval be-
tween the last stimulus and the first spontaneous atrial complex.

H-Perfu

and to trigger atrial arrhythmias (5/ Atrial
tachycardia was defined as a salvo of at least four atrial ectopic beats
leading to P waves and atrial electrograms with a shape different from the
shapes recorded under sinus rate. We considered atrial tachycardia as non-
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on Isolated L d d Hearts and Isolated SAN Myocytes.
Excised hearts were mounted on a Langendorff apparatus (EMKA Technolo-
gies). The ECG was continuously recorded by Ag-AgCl electredes positioned on
the epicardial side of the right atrium close to the SAN area and near the apex.
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SAN myocytes were isolated as described previously (14). Recordings of action
potentials of SAN myocytes were performed using standard patch-clamp
techniques.

Imaging of [Ca?*]. Spontaneous [Ca®'}; transients were recorded in SAN
pacemaker myocytes loaded with Fluo-4 AM (ThermoFisher Scientific) (20 mM,
35 min) at 36 °C. Images were obtained with confocal microscopy (Zeiss LSM
780) by scanning the myocyte with an argon laser in line scan configuration
(3.78-ms and/or 1.53-ms line rate); fluorescence was excited at 488 nm, and
emissions were collected at >505 nm. A 63x oil immersion objective was used to
record [Ca’"]; in isolated SAN myocytes. Image analyses were performed by
Image) software (NIH). Images were corrected for the background fluorescence;
waves were defined as a [Ca®*]; release larger than 4 ym and/or with an intrinsic
light intensity of >10% of the intensity measured during the following spon-
taneous [Ca’*]; transient. Image acquisition and analysis were performed on
workstations of the MRI (Plate-forme Régionale d'Imagerie du Languedoc -
Roussillon) facility.

Statistical Methods. Results are presented throughout as mean + SEM. The
Student's t test, the Fisher's exact test, two-way ANOVA tests followed by
Sidak’s post hoc tests, or one-way ANOVA tests followed by Tukey’s (or
Dunnett’s) post hoc tests were used to analyze categorical variables. For

. Sanders P, Lau DH, Kalman JK (2014) Sinus node Cardiac Elec

calculating the level of significance, results were considered significant if
P < 0.05. In all figures, a single asterisk indicates P < 0.05, two asterisks
indicate P < 0.01, three asterisks indicate P < 0.001, and four asterisks
indicate P < 0.0001. Data were analyzed using GraphPad Prism 6.01
(GraphPad Software).
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Reésume

Correction de la bradycardie et des troubles de conduction dans des modeles de

dvsfonction congénitale de DPautomatisme cardiaque par Dinhibition

pharmacologique du courant Ix.cn

La dysfonction du nceud sinusal (DNS) est I'une des principales pathologies de
I’automatisme cardiaque. La DNS désigne une multitude de troubles caractérisée par
I’incapacité du nceud sinusal (SAN) a générer ou a conduire I’impulsion cardiaque.
La seule thérapie actuellement disponible pour la DNS est I’implantation d’un pacemaker
¢lectronique. Des études épidémiologiques prévoient un nombre croissant d’implantation
de pacemakers électroniques au cours des 50 prochaines années a cause du vieillissement
de la population. Le développement de thérapies innovantes pour la DNS est donc un
enjeu médical et sociétal important. Comme notre équipe 1’a déja proposé, 1’inhibition
pharmacologique du courant potassique activé par l’acétylcholine (Zk4cn) pourrait

constituer une nouvelle option thérapeutique pour traiter la DNS.

Nous avons donc testé I’inhibition du courant /g4cr par un peptide extrait du venin
d’abeille, la tertiapine-Q, pour corriger le DNS et le dysfonctionnement de la conduction
chez des souris modele de pathologies cardiaque humaine. En particulier, nous avons
étudié les souris portant I’inactivation des canaux calciques de type L Cay1.3 (Cay1.37),
les souris portant simultanément 1’ablation de Cay1.3 et des canaux calciques de type T
Cay3.1 (Cay1.37/Cay3.17"), les souris porteuses d’une perte de fonction des canaux HCN4
(HCN4-CNBD) et les souris haplo-suffisantes Nay1.5 (Scn5a*"). Nous avons enregistré,
par télémétrie, ’ECG chez ces modéles murins avant et aprés I’administration de

différentes doses de tertiapine-Q.

L’inhibition du courant /x4cr par la tertiapine-Q prévient les dysfonctions sinusales et
améliore la conduction auriculo-ventriculaire dans ces modeles de bradycardie
congénitale. Nos résultats ouvrent la possibilit¢ d’un développement d’un ciblage
pharmacologique d’/k4cn afin de parvenir a corriger la DNS et les troubles de la

conduction.

Mots clés : Neeud sinusal, activité pacemaker cardiaque, canaux ioniques, maladie

rythmique de ’oreillette, courant Ix.4cn
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