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Résumé

Le potentiel d’action cardiaque est un phénoméne électrique finement
régulé par des modifications du voltage membranaire engendré par I'ouverture de
différents canaux ioniques (sodium, calcium, chlore et potassium) présents a la
surface des cardiomyocytes. Les transferts d’ions, de part et d'autre de la
membrane via ces canaux, générent des courants pouvant étre mesurés par la
technique de patch clamp. L'activité électrique cardiaque est donc la résultante
d’'un équilibre de différents flux d’ions qui peut également étre modulé par les
systémes sympathique et parasympathique afin de permettre I'adaptation du
rythme cardiaque.

Le courant sodique (Ina) est responsable de [linitiation des potentiels
d’action (PA) et module sa durée. Il joue donc un rdle prépondérant dans
I'excitabilité cardiaque et la conduction de l'influx électrique. De par ce fait, une
modification des propriétés biophysiques d’lna  lors  de  conditions
physiopathologiques peut engendrer des troubles du rythme. Iy, est divisé en
phases rapide (Ina pic) et soutenue (Ina) qQui interviennent respectivement dans
I'excitabilité et la durée d’'un PA (phase de plateau). De plus, notre laboratoire a
démontré que les canaux sodiques de types cardiaque (NaV1.5) et neuronaux
(nNaVs) contribuent a Ina. Chacun se différencie par leurs propriétés biophysiques,
leurs contributions a Ina (pic et soutenu) ainsi qu’a leurs sensibilités a la
tétrodotoxine (TTX).

Nous avons étudié les effets précoces d'un diabéete de type II, de
I'exposition in-utero a la nicotine des nouveau-nés, de I'épilepsie et de l'ischémie
sur les propriétés biophysiques du courant sodique cardiaque Iy, responsable de
I'impulsion électrique menant au battement cardiaque. Ces pathologies ont comme
point commun ['apparition de troubles du rythme cardiaque tels que des
bradycardies, des troubles de conduction menant parfois a des blocs auriculo-
ventriculaires (BAV), des insuffisances cardiaques ou encore des problémes
d’excitabilité pouvant tous étre reliés au courant sodique.

Nos résultats montrent que toutes ces conditions physiopathologiques
altérent les propriétés du courant sodique en augmentant 'amplitude du courant Iy,
(diabéte, exposition in-utero a la nicotine, épilepsie), I'excitabilité (diabétes,
exposition in-utero a la nicotine, épilepsie) ou en augmentant le taux de
participation des nNaVs a Ina. (épilepsie, ischémie). Nos données concordent avec
la littérature et les observations cliniques et permettent d’expliquer en partie
I'apparition de ces anomalies de troubles du rythme survenant chez les personnes
atteintes de ces pathologies.

Mots-clés: physiologie cardiaque, biophysique, canaux sodiques cardiaque,
canaux sodiques neuronaux, patch clamp, arythmies cardiaques, mort subite,
acides gras libres, nicotine, épilepsie, ischémie, chiens, rats, lapins.
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Chapitre I: INTRODUCTION

Les canaux sodiques sont des protéines situées au niveau de la membrane
plasmique et font partie de la famille des canaux ioniques. lls sont dits canaux
‘voltage dépendant’ car leur ouverture est dépendante du potentiel membranaire.
Lorsqu’ils sont ouverts, les canaux sodiques permettent ainsi le passage d’ions
chargés électriquement (Na*) de I'extérieur a l'intérieur de la cellule. Ce flux d’ions
entrant correspond au courant sodique nommeé Iy, qui est responsable de
l'initiation et de la propagation des potentiels d’action (PA). Le but de cette thése
de doctorat est de déterminer comment certaines conditions physiopathologiques
reliées au diabete, a I'exposition in-utero a la nicotine, a I'épilepsie et a l'ischémie
affectent I'activité¢ des canaux sodiques cardiaques. Ces conditions
physiopathologiques causent des problemes de conduction et d’excitabilité et sont
responsables d’arythmies cardiaques pouvant mener dans certains cas a une mort
subite inexpliquée. Le courant sodique est responsable de l'excitation et de la
conduction au niveau cardiaque, il serait donc intéressant d’étudier les effets des
différentes conditions pathologiques citées précédemment sur leurs propriétés
biophysiques et de déterminer si des altérations au niveau du courant Iy, peuvent

expliquer I'apparition de ces arythmies parfois létales.

1.1 Anatomie du muscle cardiaque

Le cceur est constitué de quatre cavités appelées oreillettes (gauche et
droite) et ventricules (gauche et droit) (Figure 1.1). |l est responsable de la
circulation sanguine générale et pulmonaire, mais il possede également son propre
systéme circulatoire appelé systéme coronarien. Les acides gras (AG) libres sont
le principal substrat énergétique du cceur et représentent environ 60% de la

production d’ATP. En effet, la dégradation d’'une molécule de glucose produit



presque trois fois moins de molécules d’ATP que l'oxydation d’'un AG libre. Par
contre, une trop grande concentration en acide gras plasmatique peut entrainer
'obstruction des artéres coronaires suite a la formation de plaques d’athéromes
(accumulation de gras) et mener a un manque d’oxygéne (hypoxie) suite a un arrét

de la circulation sanguine (ischémie).

Oreillette droite Oreillette Gauche

Valve Tricuspide Valve Mitrale

Ventricule Gauche

Ventricule Droit

Figure 1.1 Anatomie du muscle cardiaque

Le cceur est constitué de quatre cavités : oreillettes droite et gauche; ventricules droit et
gauche. Ces cavités sont séparées par des valves appelées tricuspide (droite) et mitrale
(gauche). Image réalisée a l'aide du programme « illustrator » et adaptée de « Servier
Medical Arts ».

1.2 Systéme de conduction cardiaque : structure et implication dans

I'apparition de trouble du rythme

Le muscle cardiaque a la particularité de se contracter de fagcon autonome.
Son activité contractile spontanée est engendrée par la génération et la dispersion
d’'un influx électrique appelé potentiel d'action (PA). Cet influx électrique va étre
responsable de lapparition d’une différence de potentiel entre lintérieur et
'extérieur de la cellule cardiaque, mais également entre les cellules. Pour
transmettre cet influx, le cceur dispose d’'un systéeme de conduction divisé en
plusieurs parties, illustrées sur la figure 1.2. L’activité électrique prend naissance

au niveau du nceud sino-atrial (SA) situé sur l'oreillette droite. Le nceud SA joue
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donc le réle de ‘pacemaker’ et détermine le rythme cardiaque. L’influx électrique se
propage ensuite au niveau des oreillettes pour arriver au nceud auriculo-
ventriculaire (AV) situé entre les oreillettes et les ventricules. Finalement, les PA se
propagent au niveau des ventricules via les faisceaux de His (gauche et droite) qui
se terminent en fibres de Purkinje (FP), permettant ainsi une contraction

synchronisée des deux ventricules.

Cependant, des altérations de la conduction de l'influx électrique cardiaque
peuvent entrainer I'apparition de troubles du rythme. Le bloc auriculo-ventriculaire
(BAV) est un des troubles de conduction les plus communs et correspond a un
défaut de transmission de I'influx électrique des oreillettes vers les ventricules. En
épilepsie notamment, plusieurs études rapportent I'apparition de troubles de
conductions pouvant mener a des BAV dans les 30 minutes post-ictus (Nei et al.,
2000; Tigaran et al., 2002). L'ischémie est également reliée a des problémes de
conduction. Dans ce cas, la transmission de l'influx électrique au sein de la zone
ischémique est ralentie, voire abolie. En revanche, en condition ischémique, le
probléme de conduction provient de la transmission intercellulaire et plus
précisément au niveau des disques intercalaires qui se situent aux extrémités des

cardiomyocytes.



Noeud Sinusal
(SA)

Branche commune

Noeud Auriculo du faisceau de His
Ventriculaire

(AV)

Figure 1.2 Systéme de conduction cardiaque

L’influx électrique cardiaque est généré de fagon spontanée au niveau du noceud SA (Sino-
Atrial). Le nceud AV intégre les informations provenant des oreillettes et les transmet au
niveau des ventricules via les faisceaux de His dans un premier temps, puis par les fibres
de Purkinje. Image réalisée a l'aide du programme « illustrator » et adaptée de « Servier
Medical Arts ».

1.3 Description d’un PA cardiaque et des différents courants impliqués

Les PA sont déclenchés de fagcon automatique au niveau du nceud SA par
un changement spontané du potentiel membranaire vers des valeurs plus positives
(dépolarisation). Ce changement de potentiel membranaire est di aux passages
de différents types d’ions de part et d’autre de la membrane. Le passage des ions
s’effectue selon un gradient électrochimique et entraine soit une entrée
(dépolarisation) ou une sortie d’ions (repolarisation) (Figure 1.3). Le potentiel
membranaire d'une cellule non stimulée s’appelle le potentiel membranaire de
repos et sa valeur est de -80 mV au niveau des ventricules. Cependant, puisque le
noeud SA est en constante activité, on parle plutét de potentiel membranaire
diastolique dont la valeur est comprise entre -60 et -50 mV. Les PA sont donc

différents selon leur localisation au niveau du tissu cardiaque, mais ils ont tous la



particularité d'étre déclenché lorsque le potentiel électrique de la cellule atteint un
voltage seuil. On parle alors d'une réponse tout ou rien. Une dépolarisation
correspond a une augmentation du potentiel membranaire (deviens plus positif) et
réciproquement, une repolarisation correspond a une diminution de ce dernier
(deviens plus négatif) (Figure 1.4). L'influx électrique traversant le cceur peut donc
étre assimilé a une onde de dépolarisation faisant intervenir plusieurs types de
canaux ioniques présents au niveau membranaire. Les canaux ioniques peuvent
étre séparés en différentes classes suivant le type d’ions qui les traversent (Na*,
Ca®*, K* etc...). Le passage des ions a travers les canaux ioniques dépend de
leurs probabilités d’ouvertures. Cette probabilité d’ouverture varie en fonction du

type de canal, mais également en fonction du voltage.

oy CFAIOmM)

K (5 mM)

Na* (145 mM) Cl-(5 & 15 mM)

€a?* (0.1 & 100 pM)

K* (140 mM)

Na* (5 a 15 mM)

Figure 1.3 Différences de concentrations intra et extracellulaires des principaux
ions

Au repos, lintérieur de la cellule cardiaque est plus électronégatif que I'extérieur. Le
passage des ions a travers la membrane s’effectue selon un gradient électrochimique (du
milieu le plus concentré au moins concentré). Cela entraine donc une entrée de sodium
(Na*), de calcium (Ca*"), de chlore (CI') et une sortie de potassium (K*). Parce qu'il est
chargé négativement, I'entrée de chlore repolarise le potentiel membranaire. Image
réalisée a I'aide du programme « illustrator » et adaptée de « Servier Medical Arts ».



Les 5 phases d’'un PA (Figure 1.4) :

La phase 0: Dépolarisation. C’est la phase de déclenchement du PA. Elle

correspond a l'ouverture des canaux sodiques qui vont permettre I'entrée d’ions
sodium a lintérieur de la cellule. Cette entrée d’ions chargés positivement va
engendrer un courant électrique entrant responsable de la dépolarisation de la
membrane. Ce flux d’ions détermine le courant sodique Ina. Un défaut dans les
propriétés d’ouverture des canaux sodiques peut donc moduler la forme et altérer
le déclenchement des PA. Les canaux sodiques sont donc responsables de

I'excitabilité des cardiomyocytes adultes normaux.

La phase 1 : Repolarisation transitoire. Elle correspond a l'ouverture de canaux
potassiques qui vont permettre la sortie d’ions potassium a I'extérieur de la cellule.
Le courant transitoire sortant généré par cette sortie d’ions K' s’appelle |y
(‘transient outward’). Le passage des ions K* & travers la membrane plasmique se
fait dans le sens contraire des ions Na®. Le courant |, S'oppose donc au courant

Ina €t entraine une repolarisation du potentiel membranaire.

La phase 2 : Plateau. La phase de plateau détermine la durée du PA (DPA). La
phase de plateau et sa durée résultent d’'un équilibre entre plusieurs types de
courants entrant et sortant. Les deux principaux courants entrants participant a la
phase de plateau sont Ic,; et Ina. Ce dernier est, par exemple, impliqué dans le
syndrome de QT long (Napolitano et al., 2003). lls correspondent respectivement
aux courants calciques et a la phase soutenue du courant sodique. Une
augmentation nette de la composante entrante va donc maintenir la dépolarisation
et prolonger la DPA. A linverse, une augmentation nette de la composante
sortante va réduire la DPA en accélérant la repolarisation. |l est a noter que des
altérations de la DPA sont observées durant l'ischémie cardiaque et que certaines

evidences pointent vers des changements similaires durant I'épilepsie.



La phase 3 : Repolarisation. Elle correspond a une sortie d’ions potassium et est
geénéreée principalement par deux types de canaux potassiques responsables des
courants respectivement rapide et lent : Ik, et Ixs. Ces courants sont activés durant
la phase 2 et contribuent également a la DPA en modulant la balance des courants

entrants et sortants.

La phase 4 : Potentiel membranaire de repos. Cette phase dépend également d’'un
courant potassique nommé Iks. La principale fonction de ce courant est de

maintenir la cellule a son potentiel membranaire de repos.

Comme la composante soutenue du courant sodique participe activement a
la phase 2 du PA nous avons voulu déterminer si une modulation d’lya. pouvait
étre impliquée dans la prolongation de la DPA observée dans l'épilepsie et

I'ischémie cardiaque.

Phase O : Dépolarisation

Phase 1 : Repolarisation transitoire
Phase 2 : Plateau

Phase 3 : Repolarisation

Phase 4 : Potentiel de repos

Figure 1.4 Les différentes phases d’un potentiel d’action cardiaque

Potentiel d’action ventriculaire cardiaque. Les courants représentés en rouge
correspondent aux courants entrants (dépolarisants). Les courants représentés en vert
correspondent aux courants sortants (repolarisants). Image réalisée a laide du
programme « illustrator ».




1.4 Réle des différentes composantes d’ly, dans un PA

Nous avons vu que le courant sodique était responsable de la phase de
dépolarisation d’'un PA mais qu’il intervenait également au niveau de la phase de
plateau. En fait, on peut diviser le courant sodique en 2 phases : une phase rapide
dite ‘pic’, et une phase lente dite ‘soutenue’. Comme le montre la figure 1.5, la
phase pic du courant sodique est responsable du déclenchement du PA et donc de
I'excitabilité, tandis que la composante soutenue appelée Ina. peut moduler la

durée de la phase de plateau d’un PA.

En épilepsie, 'amplitude d’lna. générée par les canaux sodiques de type
neuronaux est augmentée et cause une hyperactivité au niveau cérébral. Il est
donc possible qu'une augmentation similaire d’lya. au niveau cardiaque engendre
une prolongation de la DPA. En condition ischémique, le courant Ina. semble lui
aussi impliqué puisque plusieurs études montrent que l'inhibition de ce courant par
de la Ranolazine (bloqueur d’lya.) a des effets bénéfiques en réduisant notamment
les dommages causés par l'ischémie (Belardinelli et al., 2006; Hale et Kloner,
2006; Hale et al., 2006; Shryock et Belardinelli, 2008; Soliman et al., 2012).



Potentiel d'action ventriculaire

+30 —

Potentiel Membranaire (mV)
Z
|

i
N

Courant sodique soutenu

< Courant sodique pic

(. /

Figure 1.5 Les différentes composantes du courant sodique

Le courant sodique est composé d’'une phase rapide (activation et inactivation rapide) et
d’'une phase soutenue (inactivation lente). La phase rapide participe au déclenchement du
PA et module I'excitabilité des cardiomyocytes adultes normaux, tandis que la phase
soutenue participe a la phase de plateau et module la DPA. Lorsque le courant soutenu
augmente, la durée de la phase de plateau ainsi que la DPA sont augmentées (tracé vert).
Image réalisée a l'aide du programme « illustrator ».

1.5 Les différents types de canaux sodiques exprimés au niveau cardiaque

participant au courant Iy,

Deux types de canaux sodiques sont exprimés au niveau cardiaque, les
canaux sodiques NaV1.5 (type cardiaque) et les nNaVs (type neuronal). Dans
cette section, nous aborderons dans un premier temps la participation de chacun
des types de canaux a Iy, pic et InaL ainsi que leur localisation et leur différente
sensibilité a la tétrodotoxine (TTX). Puis dans un second temps, nous verrons que
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malgré leur trés forte homologie structurelle, les canaux sodiques de type NaV1.5
et nNaVs possedent des propriétés électrophysiologiques différentes. Le rdle des
nNaVs dans la fonction cardiaque est encore méconnu. L’épilepsie et I'ischémie
sont responsables de I'apparition d’arythmies cardiaques et il a été montré que les
modifications induites par ces pathologies au niveau du courant sodique étaient
compatibles avec les modifications d'expression et d’activité des différentes
isoformes de canaux sodiques (French et al., 1990; Chen et al., 2011; Pu et
Boyden, 1997). Ce sont les raisons pour lesquelles nous nous sommes intéressés

aux effets de ces pathologies sur leur activité.

1.5.1 Les canaux sodiques de type cardiaque (NaV1.5)

Le géne SCN5A code pour les protéines NaV1.5 qui forment les canaux
sodiques de type cardiaque et elles sont principalement exprimées au niveau du
muscle cardiaque d’ou leur appellation. NaV1.5 est exprimée au niveau des
oreillettes et des ventricules, mais également au niveau des nceuds SA et AV (Lei
et al., 2007; Schram et al., 2002). Le courant sodique engendré par ces canaux
présente également deux phases: rapide et lente. Notre laboratoire a démontré
chez le chien que les canaux NaV1.5 participaient plus au courant de pic (90%)
gu’au courant soutenu (environ 50%) (Biet et al., 2012; Haufe et al., 2005a), faisant
de NaV1.5 le principal contributeur de la phase 0 du PA et de l'excitabilité
cardiaque (Figure 1.6). Afin de bloquer sélectivement le canal NaV1.5, nous avons
utilisé le MTSEA (Methane-Thio-Sulfonyl-Ethyl-Amine) qui se fixe de facon
covalente au niveau de la cystéine 372 et qui est absente chez les nNaVs (Haufe
et al., 2005b). La TTX peut également bloquer NaV1.5, mais a une moindre
sélectivité, lorsqu’elle est utilisée a de fortes concentrations (ICsy de 1.8 puM) (Li et
al., 2009).

De nombreuses pathologies cardiaques, appelées maintenant
canalopathies, ont pour origine une mutation sur le géne SCN5A. Les syndromes
de Brugada et de QT long ont par exemple été associés a des mutations portant
sur le géne SCN5A (Antzelevitch, 2006; Chiang et Roden, 2000). Dans le
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syndrome de Brugada, les mutations des patients ont pour effet de diminuer
'amplitude d’Ina (perte de fonction), pouvant aboutir a la perte du plateau
(Antzelevitch, 2006; Antzelevitch et al., 2005). En revanche, on observe un gain de
fonction du canal NaV1.5 chez les patients atteints du syndrome de QT long
(LQTS de type 3 pour le géne SCN5A) ou Ina. est augmenté (Dumaine et
Antzelevitch, 2002; Napolitano et al., 2003). En effet, 'augmentation d’lya. entraine
un allongement de la DPA (Chiang et Roden, 2000) se traduisant alors par un
allongement de Tlintervalle QT qui est un indicateur de la durée des PA
ventriculaires. Les relations entre le courant sodique, le potentiel d’action et

I'électrocardiogramme seront détaillées dans la section 1.10.

mm— B 50% 4T,
N

Courant sodique soutenu

90% dT,, pic—{ _ Courant sodique pic

Figure 1.6 Participation de NaV1.5 a Iy, pic et Iya.
Les canaux NaV1.5 participent respectivement a 90% et 50% des courants sodiques pic et
soutenu. Image réalisée a I'aide du programme « illustrator ».

1.5.2 Les canaux sodiques de type neuronal (nNaVs)

Il existe plusieurs isoformes de canaux sodiques de type neuronal (nNaVs).
Les génes SCN1A, 2A, 3A, 6A, 7A et 8A codent chacun pour un isotype différent
de nNaV. Ces nNaVs peuvent se diviser en deux groupes selon leur sensibilité a la
TTX. En effet, les canaux sodiques NaV1.7 et 1.8 sont insensibles a la TTX tandis
que les canaux NaV1.1, 1.2, 1.3 et 1.6 sont sensibles a de faibles concentrations
de TTX (ICsp de 7.8 nM) (Li et al., 2009). Coraboeuf et al. ont été les premiers a
démontrer la présence de deux types de canaux sodiques de sensibilité différente

a la TTX dans le cceur de chien (Coraboeuf et al., 1979). Les auteurs montrent
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également que l'effet de la TTX sur la DPA s’avére plus important au niveau des
fibres de Purkinje que des cellules ventriculaires. Ces résultats montrent donc qu’il
existe une composante sodique soutenue sensible a la TTX au niveau cardiaque
et que celle-ci participe a la phase de plateau d'un PA. En 1992, Saint et al.
confirment la présence d'une composante sodique persistante au sein des
ventricules chez le rat (Saint et al., 1992). Parce que les courants sodiques
persistant et pic présentaient une dépendance au voltage différente et une
sensibilité a la TTX différente (50 uM et 0.1 uM), les auteurs en ont conclu que les
deux types de courants étaient générés par deux types de canaux sodiques. En
2005, notre laboratoire a démontré, chez le chien, la présence de canaux sodiques
de types neuronaux au niveau cardiaque (Haufe et al., 2005b). Ces résultats
peuvent en partie expliquer les observations précédentes démontrant la présence
de courants sodiques ayant des sensibilités différentes a la TTX dans le tissu
cardiaque. Notre étude montre que les canaux sodiques NaV1.1 et 1.2 sont
exprimés au niveau des ventricules, mais moins abondamment que dans les FP.
La plus grande expression des canaux NaV1.1 et 1.2 (sensible a de faibles
concentrations de TTX) dans les FP coincident avec les résultats de Coraboeuf et
al. (Coraboeuf et al., 1979) qui montraient une plus grande sensibilité des FP a la
TTX. De plus, nous avons démontré que les nNaVs participent davantage a InaL

(proche de 50%) qu’au courant sodique pic (10%) (Biet et al., 2012) (Figure 1.7).

L’ischémie est caractérisée par une dépolarisation du potentiel membranaire
(Lukas et Antzelevitch, 1993) et par une augmentation de [lintervalle QT
(Kenigsberg et al., 2007). De plus, Ju et al. (Ju et al., 1996) ont démontré que
'hypoxie entrainait une augmentation de I'amplitude d’lna. sur des ventricules de
rats. Il est donc plausible que les nNaVs, de par leurs propriétés biophysiques et
leurs contributions aux courants Iy, et InaL participent au maintien de I'excitabilité et
de la transmission des PA lors d'ischémie. Cependant, une plus forte contribution
des nNaVs en condition ischémique peut entrainer une augmentation de

'amplitude d’lna. et rallonger la DPA ainsi que lintervalle QT.
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Cet exemple peut étre comparé a I'épilepsie. En effet, les mutations
responsables d’épilepsie sont connues pour augmenter Iya. au niveau neuronal et
engendrer une hyperexcitabilité cérébrale responsable des ictus (Alekov et al.,
2000, 2001; Cossette et al., 2003; Kahlig et al., 2006; Spampanato et al., 2001).
Cette augmentation d’Iya. dans les tissus neuronaux est également présente chez
des rats épileptiques dépourvus de mutations (Chen et al., 2011; French et al.,
1990). Les Morts Subites et Inexpliquées en Epilepsie (MSIE) sont associées a
des troubles du rythme cardiaque et notamment a des QT longs suivis parfois de
BAV (Nei et al., 2000; Tigaran et al., 2002). Ces observations nous ont donc
menés a émettre I'hypothése suivante: Si l'amplitude d’Iya. est également
augmentée au niveau cardiaque cela peut-il, comme en condition ischémique,

entrainer un allongement de la DPA, de l'intervalle QT et étre a I'origine des MSIE?

P — . 50%dTy,
10% d'I,_pic N
Courant sodique soutenu

<«—— Courant sodique pic

Figure 1.7 Participation des nNaVs a Iy, pic et Iya.
Les canaux NaV1.1 participent respectivement a 10% et 50% des courants sodiques pic et
soutenu. Image réalisée a I'aide du programme « illustrator ».

1.6 Structures des canaux sodiques

Les canaux sodiques sont des protéines de 260 kDa constituées de 2016
acides aminés. Ce sont des monoméres composés de quatre domaines
transmembranaires (DI-DIV). Chaque domaine ou sous-unité alpha (a) est
constitué de six segments transmembranaires. Ces canaux sont dits ‘voltage
dépendant’ car leur ouverture dépend du potentiel membranaire. D’'un point de vue
structurel, le segment transmembranaire S4 de chaque sous-unité alpha confére la

sensibilité au voltage des canaux (Figure 1.8A). Ce segment est riche en arginine
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et lysine qui sont des acides aminés chargés positivement. Lors d'une
dépolarisation membranaire, les quatre segments S4 s’élévent ce qui a pour
conséquence d’ouvrir le canal et de permettre I'entrée des ions sodium a l'intérieur
de la cellule (Payandeh et al., 2011).

Le pore du canal est formé par I'association des quatre boucles S5-S6 des
sous-unités a. La sélectivité du canal aux ions sodium est déterminée par un motif
situé au niveau de la boucle S5-S6 comprenant 4 acides aminés : l'acide
aspartique, le glutamate, la lysine et I'alanine (DEKA) (Yu et Catterall, 2003). Le
pore du canal est également un site de fixation de plusieurs bloqueurs
pharmacologiques comme les anesthésiques, les anti-arythmiques mais
également la TTX. Il est situé au-dessus du pore du canal du cété extracellulaire,
au niveau des quatre chaines latérales Glu177 (sur chacun des domaines)

positionnées au niveau de la boucle du segment S6 (Payandeh et al., 2011).

Aprés s’étre ouverts, les canaux sodiques s’inactivent. L’inactivation est
caractérisée par le déplacement de la boucle intracellulaire située entre les
domaines lll et IV qui lorsque la cellule est dépolarisée, se loge a l'intérieur du
canal (Figure 1.8B). L'interaction boucle-canal se fait via le motif IFM (Isoleucine,
Phénylalanine et Méthionine) présent sur la boucle et qui se fixe grace a des

liaisons hydrogénes a l'intérieur du pore (West et al., 1992).

L’activité du canal peut également étre modulée par différentes protéines
kinases (PKA et PKC). Ces kinases peuvent moduler le niveau d’expression, les
propriétés biophysiques des canaux ainsi que I'amplitude du courant. Le canal
sodique cardiaque posséde 11 sites de phosphorylation dont 10 se situent au
niveau de la boucle intracellulaire entre les domaines | et Il et le dernier au niveau
de I'extrémité N-terminale (Marionneau et al., 2012). En revanche, le nombre de
sites de phosphorylation au niveau des nNaVs peut varier selon le canal. NaV1.2
posséde 15 sites de phosphorylation (11 au niveau de la boucle intracellulaire
entre les domaines | et Il, 1 au niveau de I'extrémité N-terminale et 3 au niveau de
'extrémité C-terminale) tandis que NaV1.1 n’en posséde que 3, tous situés au
niveau de la boucle intracellulaire entre les domaines | et Il (Berendt et al., 2010). Il
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s’avere donc que la boucle intracellulaire reliant les domaines | et Il joue un role

prépondérant dans la régulation des canaux sodiques.

~

Segment S4 Pore Inactivation
Sites de
phosphorylations
B)
Site de fixation de la TTX

Sous-unité a

Filtre de sélectivité (X4)

Segment S4
(sensible au voltage)

N S

Figure 1.8 Structure des canaux sodiques

A) Le canal sodique est composé de quatre domaines (I-1V). Chaque domaine est
composé de 6 segments transmembranaires. Le segment S4 de chaque sous-unité a est
chargé positivement et est sensible au voltage. Les boucles intracellulaires entre les
domaines | et Il ainsi qu’entre les domaines Il et IV correspondent respectivement aux
sites de phosphorylations (représentation schématique) et a la boucle d’inactivation du
canal. Le pore du canal est formé par 'ensemble des boucles S5-S6. B) Représentation
3D d’'un canal sodique. Le site de fixation des bloqueurs se trouve a I'extérieur du canal,
tandis que le filtre de sélectivité se situe a I'intérieur (chaine latérale Glu177). (A) Image
réalisée a I'aide du programme « illustrator » et adaptée de « Servier Medical Arts ». (B)
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Image modifiée et tirée du Pr Rajendra Dafal provenant d’une présentation intitulée
‘Sodium channel modulators’.

1.7 Les différentes configurations des canaux sodiques

Les canaux sodiques sont donc voltage dépendant et possédent plusieurs
configurations permettant ou empéchant le passage des ions sodium. Les trois
états de ces canaux sont : Fermé, Ouvert et Inactivé. Lorsque les canaux passent
de l'état fermé a ouvert (lors d'une dépolarisation membranaire) on parle
d’activation. Par la suite, lorsque les canaux passent de I'état ouvert a inactivé, on
parle alors d’inactivation. Finalement, le retour des canaux de I'état fermé a partir
des états inactivés correspond a la réactivation. Cette transition détermine le
temps nécessaire aux canaux sodiques pour qu’ils puissent étre de nouveau
activables. Il est possible de mesurer et d’analyser ces différents parameétres
(activation, inactivation et réactivation) a l'aide de la technique de patch clamp. La
figure 1.9 illustre les différentes conformations du canal ainsi que la boucle

d’inactivation.

Extracellulaire , 79,

Boucle d’inactivation
Activé Inactivé Intracellulaire

Figure 1.9 Les différents états des canaux sodiques

Le canal est activé lorsque les 4 segments S4 sont surélevés. L’inactivation du canal est
un phénomeéne intracellulaire. La boucle d’inactivation située entre les domaines Il et IV
se déplace et vient boucher l'intérieur du canal. Au potentiel membranaire de repos, le
canal est fermé (aucun segment S4 n’est élevé et la boucle d’inactivation non fixée).
Image modifiée et tirée du Pr Rajendra Dafal provenant d’'une présentation intitulée
‘Sodium channel modulators’.
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1.8 Propriétés biophysiques des canaux sodiques : comparaison entre
NaV1.5 et les nNaVs

Les canaux sodiques NaV1.5 et les nNaVs n'‘ont donc pas la méme
sensibilité a la TTX et ne contribuent donc pas de la méme fagon aux différentes
phases du courant sodique. Dans cette section, nous allons voir que les nNaVs ne
possédent pas les mémes propriétés biophysiques que les canaux de type
NaV1.5. La figure 1.10 provient de I'étude de Li et al. (Li et al., 2009) et résume
les différentes propriétés biophysiques des canaux sodiques de type cardiaque
(TTX-résistants; TTX-r) et de type neuronal (TTX-sensible; TTX-s). La figure
1.10A correspond a la relation courant voltage (I/V). Elle représente la quantité de
courant (nA) obtenu pour un potentiel appliqué donné (mV). On peut voir que le pic
de courant et le seuil d’'ouverture des canaux TTX-s sont déplacés de 10 mV vers
des potentiels plus positifs. La figure 1.10B montre deux tracés de courants d’Ina.
obtenus pour les canaux de types TTX-r et TTX-s. L'amplitude d’lya. des canaux
TTX-s est plus grande que celle des TTX-r. Cela vient du fait que les canaux TTX-r
s’inactivent plus rapidement que les TTX-s. L’inactivation des canaux a été lissée
avec une fonction mono-exponentielle et les constantes de temps d’inactivation (r)
obtenues sont de 1.82 ms et 4.3 ms respectivement pour les canaux TTX-r et TTX-
s. La figure 1.10C correspond aux courbes d’activation (droite) et d’inactivation
(gauche). La courbe d’inactivation peut étre interprétée comme une courbe
représentant la disponibilité des canaux ou 1 correspond a 100% des canaux
disponibles (aucune inactivation) et 0 a aucun canal disponible (tous inactives).
Les potentiels de demi-activation et d’inactivation (V1,2) correspondent a la valeur
du potentiel appliqué pour laquelle la moitié des canaux sont respectivement
activés et inactivés. Les valeurs des V4,» d’activation sont de -24.7 + 1.4 mV et -7.2
+ 1.1 mV respectivement pour les canaux TTX-r et TTX-s. Les valeurs des V),
d’inactivation sont de -72.3 + 1.5 mV et -61.4 £ 1.6 mV respectivement pour les
canaux TTX-r et TTX-s. Les canaux TTX-s possedent donc un V4, d’activation et
d’inactivation plus dépolarisés par rapport aux canaux TTX-r. Finalement, la figure
1.10D montre les courbes de réactivation des canaux TTX-r et TTX-s qui

correspondent au temps de récupération des canaux a partir des états inactivés.
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Elles sont obtenues suite a I'application de deux stimulations (P1-P2) de méme
intensité, séparées d’un intervalle de temps (AT) croissant. Elles représentent donc
la proportion de canaux réactivés en fonction d’'un l'intervalle de temps donné. Les
canaux TTX-s se réactivent de fagon plus rapide que les canaux TTX-r. En effet,
les valeurs de constante de temps (t) obtenues dans cette étude gréce a un
lissage mono-exponentiel sont de 214 + 29 ms et de 143 + 21 ms

respectivement pour les canaux TTX-r et TTX-s.
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Figure 1.10 Différences entre les propriétés biophysiques des canaux sodiques
TTX-résistants (NaV1.5; o) et TTX-sensibles (nNaVs; o)

A) Relations courants / potentiels. Le seuil d’activation ainsi que le pic de courant des
nNaVs sont décalés vers des potentiels plus positifs comparativement a NaV1.5. B)
Tracés représentatifs d’ly,. pour les différents types de canaux sodiques. L’amplitude d’Iya.
des nNaVs est plus grande que celle des canaux NaV1.5. C) Courbes d’activation et
inactivation. Les courbes d’activation et inactivation des nNaVs sont décalées vers des
potentiels plus dépolarisés par rapport aux canaux NaV1.5. D) Courbes de réactivation.
Les canaux sodiques de type nNaVs se réactivent plus rapidement que les canaux de type
NaV1.5. Image tirée de Li et al., PloS One, 2009.
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En résumé, les canaux TTX-s s’activent et s’inactivent pour des potentiels
plus dépolarisés (positifs) que les canaux TTX-r. L’amplitude d’lya. est plus
importante pour les canaux de type TTX-s et leur temps de réactivation est plus

rapide comparativement aux canaux TTX-r.

En condition ischémique ou le potentiel membranaire est dépolarisé, ces
différences peuvent s’avérer intéressantes. En effet, le potentiel membranaire
passe environ de -80 mV a -60 mV (Lukas et Antzelevitch, 1993), ce qui a pour
conséquence de diminuer fortement la disponibilité des canaux NaV1.5. En
revanche, a ce potentiel, environ 50% des nNaVs sont encore disponibles. Une
surexpression des nNaVs en condition ischémique permettrait donc de maintenir la
transmission de linflux électrique grace a leur plus grande disponibilité et a leur
localisation. En revanche, cela entrainerait une augmentation de 'amplitude d’IyaL

ce qui augmenterait la DPA et l'intervalle QT.

1.9 La repolarisation ventriculaire : un phénoméne hétérogéne finement

régulé

Toutes les cellules cardiaques ne remplissent pas la méme fonction. Selon
leur réle, le profil de canaux exprimés peut alors varier. Le PA étant le reflet des
canaux qui y participent, leurs formes et leurs durées peuvent donc étre différentes

suivant leur localisation.

La figure 1.11A montre que la DPA est plus grande au niveau des
ventricules comparativement aux oreillettes. Les deux principaux courants
responsables de cette différence sont : Iy (ultra rapide) et Ica. En effet, le courant
Ikur, Qui S’active deux fois plus vite que le courant Ik, est présent au niveau des
oreillettes, mais pas des ventricules que ce soit chez le chien ou chez 'homme (Li

et al., 1996; Yue et al., 2000). La repolarisation des oreillettes est donc plus rapide.

La figure 1.11B montre les différentes formes de PA présentes au niveau
de la membrane ventriculaire. On peut s’apercevoir que la DPA varie selon la

région de la paroi avec par ordre croissant de DPA : 'endocarde, I'épicarde et le
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myocarde. Cela signifie donc que la repolarisation ventriculaire est un phénoméne
hétérogéne ou le myocarde se repolarise complétement en dernier. On parle alors
de gradient de repolarisation transmural ventriculaire. Ces différences de DPA
refletent des différences d’amplitudes de certains courants, dont notamment : |,
InaL, €t Iks. La présence d’'une composante soutenue dépolarisante plus importante
(InaL) (Zygmunt et al., 2001) et d’un courant repolarisant plus faible (Ixs) (Gintant,
1995; Liu et Antzelevitch, 1995) contribue a la plus grande durée de la DPA au

niveau du myocarde.

L'hétérogénéité transmurale de la DPA est précisément réglée afin de
synchroniser la contraction des ventricules et de permettre une activité cardiaque
efficace. En conditions physiopathologiques, I'hétérogénéité naturelle de la DPA

peut étre modifiée et entrainer 'apparition d’arythmies cardiaque.

Le phénoméne de réentrée est un exemple d’arythmie qui illustre bien la
notion d’équilibre existant entre les différentes DPA de la paroi ventriculaire. Ces
arythmies apparaissent en condition ischémique suite a une perte sélective du
plateau des PA épicardiques. Lukas et al. (Lukas et Antzelevitch, 1993) ont montré
sur des cardiomyocytes ventriculaires de chiens que lI'ischémie entrainait une perte
du plateau au niveau de I'épicarde et un raccourcissement de 50% a 60% de la
DPA. Il se créé alors une différence de DPA entre I'épicarde et I'endocarde.
L’épicarde se repolarise donc en premier ce qui augmente la dispersion
transmurale de la repolarisation et la possibilité que des régions de I'épicarde déja

repolarisées soient de nouveau stimulées par I'endocarde.

Le phénomeéne de réentrée peut éventuellement étre un des mécanismes
arythmogénes associés a I'épilepsie. En effet, au niveau neuronal (nNaVs),
I'épilepsie est connue pour augmenter 'amplitude d’'Ina. que ce soit a cause de
mutations (Alekov et al., 2000, 2001; Cossette et al., 2003; Kahlig et al., 2006;
Spampanato et al., 2001) ou chez des modéles d’animaux épileptiques (Chen et
al., 2011; French et al., 1990). Cependant, aucune étude sur I'effet de I'épilepsie
au niveau cardiaque n’a été faite. La présence de NaV1.1 au niveau des cellules

ventriculaires, compte tenu de leur contribution a Ina., pourrait donc contribuer aux
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déclenchements des arythmies cardiaques menant aux MSIE en modifiant

I'nétérogénéité transmurale de la DPA.

s N

A)

Potentiel d'action Potentiel d'action
auriculaire ventriculaire

épicarde

Myocarde

Endocarde

Figure 1.11 Les différents types de potentiels d’action cardiaques selon leur
localisation

A) Les PA auriculaires sont de plus courte durée comparativement aux PA ventriculaires.
B) Hétérogénéité de la DPA a travers la paroi ventriculaire. Les PA endocardiques sont les
premiers a se repolariser et sont par conséquent de plus courte durée. Image réalisée a
I'aide du programme « illustrator » et adaptée de « Servier Medical Arts ».
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1.10 Courant sodique et électrocardiogramme : réle et contribution dans la

genese d’arythmies associées a l'ischémie et I'épilepsie

Nous avons vu que l'activité électrique cardiaque était finement réglée et
que l'altération d’'un seul paramétre (activation, inactivation, réactivation ou encore
perte ou gain de fonction d’'un canal) pouvait entrainer I'apparition d’arythmies
létales. Il existe un outil permettant de mesurer de fagon non invasive l'activité
électrique globale du coeur et de déceler des anomalies du rythme:
I'électrocardiogramme (ECG). Pour cela, des électrodes de surfaces sont placées
au niveau de la main gauche et droite et de la jambe gauche. Les trois points
déterminent le triangle d’Einthoven, inventeur de 'ECG. Cette technique permet
d’obtenir une représentation graphique de l'activité électrique du cceur. La figure
1.12 représente un tracé d’'ECG classique obtenu en fonction du vecteur (sens de
la dépolarisation) et associé aux différentes structures cardiaques. Le sens des
ondes dépend du vecteur (axe) utilisé. La ligne plate correspond a la ligne
isoélectrique. Elle ne présente aucune déflexion positive ou négative car selon cet
axe, la somme nette est égale a zéro. C’est parce que cette ligne est paralléle
avec le sens de la dépolarisation qu’elle apparait horizontale sur les tracés. Au-
dessus de cette ligne, on parle d’'onde positive et en dessous, d’'onde négative.
Une onde peut également étre biphasique si elle se situe en partie au-dessus et en
dessous de la ligne isoélectrique. Une méme onde peut donc étre positive ou

négative selon le vecteur utilisé.

Un ECG peut se découper en 5 ondes : P Q R S T, chaque onde reflétant
I'activité électrique d’'une partie du cceur :

- L’onde P correspond a la dépolarisation (contraction) des oreillettes.

- L’intervalle PR correspond a la conduction auriculo-ventriculaire.

- Le complexe QRS correspond a la dépolarisation (contraction) des
ventricules.

- L’intervalle QT correspond a la dépolarisation et repolarisation des
ventricules.

- L’onde T correspond a la repolarisation des ventricules.
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L’ECG peut donc nous permettre de connaitre l'origine d’'une anomalie
cardiaque (probléme de conduction, dépolarisation ou repolarisation), mais
également sa localisation (oreillettes, ventricules ou nceuds). L'intervalle QT est
d’ailleurs tres souvent utilisé afin de déterminer si la repolarisation ventriculaire est
normale. Par exemple, dans un cas de LQT3, l'allongement de lintervalle QT
signifie que la durée de la repolarisation ventriculaire est augmentée. Par la suite,
plusieurs études ont permis de montrer que des mutations portant sur le géne
SCNS5A augmentaient 'amplitude d’Ina. entrainant alors un allongement de la DPA.
Les problémes concernant la repolarisation ventriculaire vont donc modifier la
durée de lintervalle QT. Il est connu que lischémie augmente I'amplitude d’lnaL
(Hale et al., 2006; Shryock et Belardinelli, 2008). D’ailleurs il a été montré que
I'utilisation d’'un bloqueur d’lya. (ranolazine) diminuait les dommages causés par
'ischémie et améliorait la fonction ventriculaire (Belardinelli et al., 2006; Hale et
Kloner, 2006; Hale et al., 2006; Shryock et Belardinelli, 2008; Soliman et al., 2012).
L’augmentation d’Iya. entraine donc une augmentation de la DPA ce qui retarde la
repolarisation. Cela se traduit alors par un allongement de l'intervalle QT visible sur
les ECG de patients ayant subi des épisodes ischémiques (Kenigsberg et al.,
2007).

L’épilepsie est également associée a un allongement de l'intervalle QT suivi
parfois de bloc de conduction (BAV) (Nei et al., 2000; Tigaran et al., 2002) mais
également a une augmentation d’lnya. au niveau neuronal (Alekov et al., 2000,
2001; Chen et al., 2011; Cossette et al., 2003; French et al., 1990; Kahlig et al.,
2006; Spampanato et al., 2001). Ces anomalies du rythme cardiaque représentent
d’ailleurs la principale cause de MSIE aux Etats-Unis et au Canada (Logroscino et
al., 2005). Méme si la cause de cette anomalie demeure inconnue, elle est, par
définition, nécessairement reliée a une dérégulation de la repolarisation
ventriculaire (onde QT) et donc de la DPA. Puisque l'intervalle QT est dans ce cas-
ci allongé, la DPA est augmentée. Les deux principaux facteurs déterminants la
DPA sont la phase de plateau et la phase de repolarisation. L’épilepsie entraine
donc soit un allongement de la durée du plateau (Ina) Ou un retard dans la

repolarisation. Il est intéressant de noter qu'une augmentation d’lya. a été
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observée au niveau des cellules pyramidales de I'hippocampe dans des modéles
de rats épileptiques (Chen et al., 2011; French et al., 1990) et a été corrélée avec
une augmentation d’expression de nNaVs (1.1, 1.2, 1.3 et 1.6) (Guo et al., 2008,
2013; Xu et al.,, 2013). Il n'existe donc pas encore de lien direct établi entre
I'épilepsie et les arythmies cardiaques. En revanche, il est tentant de penser que si
les modifications présentent au niveau neuronal se produisent également au
niveau cardiaque, les conséquences sur Ina. seraient identiques, a savoir une
augmentation de son amplitude via une surexpression de nNaVs. Comme
mentionné précédemment, nous avons montré chez des chiens contrdles la
présence de nNaVs dans des cardiomyocytes ventriculaires et dans le systéme de
conduction. La surexpression de nNaVs augmentant davantage Ina. qu’lna pic au
niveau des cellules ventriculaires, cela entrainerait un allongement de la phase de
plateau et donc de la DPA. Ce mécanisme pourrait &tre en partie a I'origine des QT

long et BAV menant aux MSIE.
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des ventricules
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des ventricules

Y <! >|
mv wi o< i /<
+ -! ol
:!: :l:
8 8
zZi Zi
el | | |
PPQ ST i |
e _/

Figure 1.12 Electrocardiogramme et activité électrique cardiaque
La partie bleue du tracé représente I'activité électrique des oreillettes tandis que la partie

rouge représente l'activité électrique des ventricules. La fleche en pointillé représente le
sens de la dépolarisation cardiaque. Image réalisée a l'aide du programme « illustrator »
et adaptée de « Servier Medical Arts ».
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111 Role et implication du courant sodique en conditions

physiopathologiques

Cette section est divisée en quatre parties correspondant chacune a un
projet différent : effets précoces d'un diabéte de type 2 sur le cceur (chien),
exposition in-utero a la nicotine (lapin), épilepsie (rats) et ischémie (chien). Chaque

introduction est suivie de I'hypothese et des objectifs de travail.

1.11.1 Roéle et implication du courant sodique cardiaque dans les

insuffisances cardiaques liées au diabéte

Les données de I'étude de Framingham indiquent que le diabéte augmente
le risque de développer une insuffisance cardiaque congestive (ICC) par deux
chez les hommes et par quatre chez les femmes (Levy et al., 1996) ce qui en fait
'un des plus importants facteurs de risque dans le développement de I'lCC (Cook
et al., 2006, 2007). L'ICC apparait lorsque le cceur pour différentes raisons
(hypertension et ischémie) ne parvient plus a remplir pleinement sa fonction. En
conséquence a l'augmentation de la pression artérielle, le coeur s’hypertrophie,
mais les effets bénéfiques de cette adaptation du muscle cardiaque ne sont
finalement que temporaires. La dysfonction cardiaque menant a [I'ICC est
principalement causée par des maladies cardiaques coronariennes et
I'hypertension (Hayden et Reaven, 2000). Cependant, méme en tenant compte
des différents facteurs de risques et en 'absence d’hypertension ou de maladies
coronariennes, les personnes diabétiques restent a un risque élevé d’insuffisance
cardiaque indiquant que la dysfonction ventriculaire se développe chez ces
patients en l'absence de troubles hémodynamiques (Fein et Sonnenblick, 1994;
Regan et al., 1977; Shehadeh et Regan, 1995). Ces observations suggérent donc
I'implication d’'un autre mécanisme de dysfonctionnement cardio-vasculaire chez
les individus diabétiques. De plus, ce dysfonctionnement induit par un diabéte de
type 2 (DT2) semble apparaitre avant méme que la résistance a l'insuline soit
établie (Boudina et Abel, 2007). Le pré-diabéte et le DT2 sont associés a un défaut
d'absorption des acides gras (AG) alimentaires dans les tissus adipeux entrainant

une augmentation de I'absorption des AG par le cceur. Ce phénoméne est associé
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a une dysfonction précoce de la contractilité myocardique (Carpentier, 2008;
Labbé et al., 2012; Ménard et al., 2010). Les mécanismes sous-jacents menant a
une dysfonction cardiaque suite a une surcharge lipidique demeurent néanmoins
inconnus (Boudina et Abel, 2007). Les premiéres étapes de la cardiomyopathie
diabétique (CD) sont caractérisées par une diminution de la contractilité, un
ralentissement de la diastole et une hypertrophie ventriculaire. Par la suite, le
développement de l'insuffisance cardiaque entraine une diminution de l'efficacité
de la systole (Belke et Dillmann, 2004; Belke et al., 2004). Des anomalies liées au
transport de calcium, mais sans changements durables des concentrations
intracellulaires (Yu et al., 1997) ont été observées chez les patients atteints de CD
(Tahiliani et McNeill, 1986) et peuvent expliquer en partie les observations
cliniues. De plus, les CD sont également caractérisées par un remodelage
électrique des ventricules (Casis et al., 2000; Fein et al., 1980; Regan et al., 1977,
Shehadeh et Regan, 1995; Tahiliani et McNeill, 1986) ce qui contribue
vraisemblablement a l'augmentation de l'incidence des arythmies et des morts
subites survenant dans cette population de patients. Les CD semblent donc
associées a un remodelage électrique précoce et a un changement dans la

régulation intracellulaire de calcium.

Le courant sodique cardiaque (Ina) est un candidat intéressant pour
expliquer a la fois les perturbations électriques, mais aussi les problémes de
régulation de calcium intracellulaire apparaissant au tout début du développement
du DT2 et des CD. En effet, le courant Iy, détermine I'excitabilité cardiaque et
module la repolarisation ventriculaire (Dumaine et Antzelevitch, 2002). Par ailleurs,
le courant de fenétre sodique (Ina, w) régule la concentration de sodium
intracellulaire et peut moduler la relaxation diastolique en modifiant le sens de
fonctionnement de [I'échangeur sodium-calcium (NCX). Le courant Ina, w
correspond a la région délimitée par la superposition des courbes d’activation et
d’'inactivation. Dans cette région, la population de canaux s’équilibre entre
différents états (ouverts, fermés et inactivés) ce qui entraine la présence d'un
courant sodique dépolarisant dit de fuite. Lorsque la concentration de sodium

intracellulaire devient trop élevée, le mode de fonctionnement de I'échangeur NCX
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s’inverse et expulse trois ions sodium contre I'entrée d’un ion calcium, entrainant
alors une augmentation de la concentration intracellulaire en calcium pendant la

diastole.

Sachant que les CD sont responsables d’'une surexposition du ceeur aux AG
et entrainent un remodelage électrique des ventricules, nous avons voulu
déterminer in vivo les effets d’'une augmentation des AG libres sur le courant
sodique cardiaque. Pour cela, nous avons perfusé par voie intraveineuse chez le
chien une solution riche en AG non estérifiés (AGNE). Ce modéle nous a donc
permis de mesurer pour la premiere fois in vivo les effets d’'une hyper-lipidémie sur
le courant Iy, cardiaque. L’hypothése testée fut donc la suivante : est-ce qu’'une
augmentation du taux d’AGNE libres chez le chien peut modifier les propriétés
biophysiques des canaux sodiques et étre a l'origine d’'un remodelage électrique
au niveau cardiaque? Le chien a été choisi comme modéle animal pour plusieurs
raisons: dune part, il s’agit dun modéle ayant des propriétés
électrophysiologiques cardiaque trés proches de celles de I'homme et son
important volume sanguin nous a permis de prélever un grand nombre
d’échantillons (Chiu et al., 2009; Chu et al., 2002; Everett-Grueter et al., 2006;
Moore et al., 2004). Nos résultats indiquent qu'une infusion aigué (8 heures)
d’intra-lipide et d'héparine était suffisante pour induire un remodelage d’Ina. Les
modifications que nous avons observées concordent avec les problémes
d’excitabilité et l'augmentation de calcium intracellulaire observée chez des

personnes atteintes de CD.

Hypothése et objectifs de travail :

Malgré TI'absence de malformation, le diabéte est responsable
d’insuffisances cardiaques pouvant entrainer la mort du patient. L’origine de ces
insuffisances semble étre due a un remodelage ionique des ventricules et a un
probléeme de régulation du calcium. Les canaux sodiques sont responsables de la
dépolarisation et peuvent étre impliqués dans la régulation du calcium
intracellulaire (courant de fenétre) en modulant notamment le sens de

fonctionnement de I'’échangeur NCX. Notre objectif est donc de déterminer les
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effets précoces d'une surcharge en acides gras sur les propriétés
électrophysiologiques des canaux sodiques. Afin de tester cette hypothése, nous

proposons de répondre aux deux objectifs suivants :
1) Développer un modéle animal mimant les effets précoces d’un DT2

Le DT2 est caractérisé par un défaut d’absorption des AG entrainant une
augmentation des AG au niveau cardiaque. Afin de mimer ces modifications
précoces, nous avons perfusé pendant huit heures un mélange d’AG-héparine
chez le chien. Le stress pouvant moduler le métabolisme des AG, nous avons

également mesuré les taux plasmatiques d’ACTH et de cortisol.

2) Déterminer les effets d’une augmentation systémique d’AGNE sur les

propriétés électrophysiologiques d’ly,

Les CD sont caractérisées par des insuffisances cardiaques et des problemes
de contractions. Le courant sodique étant impliqué dans la dépolarisation, la
régulation du calcium intracellulaire ainsi que dans la conduction, nous avons
analysé les effets précoces d’une surcharge lipidique sur ses propriétés
électrophysiologiques. Pour cela, nous avons mesuré I'amplitude maximale du
courant sodique, son seuil d’activation, mais également ses propriétés d’activation,
d’inactivation et de réactivation. Afin de déterminer si une augmentation d’AG
circulants pouvait modifier la régulation intracellulaire en calcium, nous avons

analysé I'amplitude du courant de fenétre en condition sham et traités.

1.11.2 Roéle et implication du courant sodique cardiaque dans le

syndrome de mort subite du nouveau-né (SMSN) lié au tabagisme

Le SMSN correspond au décés soudain et inexpliqué de nouveau-nés agés
de moins d’'un an pendant leur sommeil, sans aucun signe extérieur de détresse ni
d’antécédents médicaux (Hunt et Hauck, 2006). Les nouveau-nés, pourtant
dépourvus de toutes anomalies de développement (coeur et autres organes),
s’arrétent spontanément de respirer durant leur sommeil, entrainant alors le déces

du nourrisson. L’incidence de ce syndrome est de 0.3 a 0.6 nourrisson pour 1000
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naissances au Canada et il est responsable de 50% des décés de nouveau-neés
intervenant durant le sommeil en Amérique du Nord (Thuot et al., 2001). Le SMSN
est donc défini par la mort inexpliquée d’'un nourrisson apparemment sain durant la
premiere année (Matturri et al., 2000). Le tabagisme durant la grossesse
(exposition pré et post-natale) est aujourd’hui considéré comme la principale cause
du SMSN (Sartiani et al., 2010). En effet, une exposition prénatale a la nicotine
augmente de deux a quatre fois le risque de SMSN (Haglund et Cnattingius, 1990;
Mitchell et al., 1993). Une étude épidémiologique menée par Shah et al. en 2006 a
montré que le tabagisme maternel était responsable de 21% et 61% des cas de
SMSN respectivement au sein d’une population mixte et fumeur uniquement (Shah
et al., 2006). Bien qu’il soit aujourd’hui impossible de prédire le SMSN, plusieurs
observations ont permis de révéler certaines anomalies cardiaques de la maladie.
En effet, Neff et al. (Neff et al., 2004) ont montré qu'une exposition in-utero a la
nicotine chez le rat facilitait le développement dapnées du sommeil
comparativement aux animaux contréles. De plus, les animaux traités présentaient
une plus faible tolérance a I'hypoxie, ceci s’expliquant notamment par une
déficience dans la régulation du rythme cardiaque. L’hypoxie entraine donc le
développement d’'une bradycardie sévére chez les nouveau-nés atteints du SMSN.
L’incapacité pour ces derniers a augmenter leur rythme cardiaque semble étre une
des principales causes de SMSN (Slotkin et al., 1997).

Les nourrissons atteints de SMSN sont également victimes d’apnées
prolongées durant leur sommeil et développent une bradycardie ayant pour origine
probable un dysfonctionnement du systéme de conduction cardiaque et du
systéme nerveux autonome (Ottaviani, 2011). En revanche, lorsqu’ils font des
apnées du sommeil, les enfants sains sont capables de se réveiller brusquement
suite a l'activation du systéme sympatho-adrénergique, entrainant ainsi une
accélération du rythme cardiaque que I'on appelle réflexe d’auto-réanimation (AR).
En temps normal, I'organisme détecte cet état de sous-oxygénation et augmente
transitoirement les fréquences cardiaque et respiratoire (réflexe d’AR). L’hypoxie
détectée au niveau des centres respiratoires va entrainer le déclenchement d’'une

stimulation adrénergique afin d’accélérer la fréquence cardiaque. Cette ‘décharge
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adrénergique’ est responsable du réveil du nourrisson et semble absente chez les
nourrissons exposés in-utero a la nicotine. Afin d’expliquer pourquoi les
nourrissons atteints de SMSN ne peuvent pas ‘sortir’ de leur apnée du sommeil,
deux hypothéses ont alors émergé : la présence d’'un dysfonctionnement au niveau
des muscles respiratoires ou au niveau du systéeme de conduction cardiaque
(Huang et al., 2006). Dans le cadre de ce projet, nous nous sommes donc
intéressés a la deuxieme hypothése. Parce qu’il détermine l'excitabilité et est
impliqué dans la génération et la conduction de linflux électrique cardiaque, le
courant sodique semble donc étre un bon candidat afin d’expliquer I'absence
d’accélération du rythme cardiaque chez les enfants souffrant de SMSN. De plus,
les propriétés biophysiques ainsi que l'expression des canaux sodiques sont
modulées par une stimulation B-adrénergique (Schreibmayer et al., 1991; Murray
et al., 1997; Zhou et al., 2000; Hallaq et al., 2006, 2012).

Le systéme responsable d’accélérer le rythme cardiaque est le systéme
sympathique qui via [l'activation des récepteurs [(-adrénergiques permet
d’augmenter le niveau d’expression des canaux sodiques et par conséquent la
densité de courant (Yarbrough et al., 2002). A ce propos, Navarro (Navarro et al.,
1990) a montré que I'exposition in-utero a la nicotine retardait sur le long terme, le
développement des récepteurs B-adrénergiques chez le rat. Il se peut alors que les
cceurs des enfants atteints du SMSN ne répondent plus aux stimulations
adrénergiques, expliquant ainsi I'absence de réflexe d’AR et d’accélération de la
fréquence cardiaque. Notre hypothése est donc la suivante : Est-ce qu’'un défaut
dans la réponse adrénergique au niveau cardiaque peut étre a lorigine de
'absence de réflexe d’AR chez les enfants atteints de SMSN? Afin de vérifier cette
hypothése, nous avons étudié les propriétés électrophysiologiques des canaux
sodiques au niveau de l'oreillette droite chez des lapins nouveau-nés de 37 jours
exposes in-utero ou non a la nicotine. Nos résultats indiquent qu'une exposition in-
utero a la nicotine entraine un remodelage ionique et une désensibilisation des
canaux sodiques en réponse a 10 yM d’isoprotérénol. Nos résultats concordent
avec ceux obtenus par Navarro et al. (1990) puisqu’ils montrent qu’'une exposition

in-utero a la nicotine abolit de fagon durable les effets d’'une stimulation
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adrénergique sur le courant sodique cardiaque. Nos résultats appuient également
notre hypothése de travail selon laquelle I'absence de réflexe d’AR et donc
d’accélération du rythme cardiaque serait due a un défaut dans la réponse

adrénergique au niveau du courant sodique cardiaque.

Hypothése et objectif de travail :

Les nouveau-nés atteints du SMSN ont la particularité de ne pas avoir de
réflexe d’AR et meurent d’apnées prolongées durant leur sommeil. Les
observations et données collectées laissent penser que le coeur ne répond plus
normalement a une décharge adrénergique, censée augmenter le rythme
cardiaque et réveiller le nourrisson. Navarro et al. (1990) ont montré qu’'une
exposition in-utero a la nicotine pouvait retarder le développement des récepteurs
B-adrénergiques qui sont le vecteur indispensable de la décharge adrénergique.
Les canaux sodiques sont responsables de la dépolarisation et de I'excitabilité
cardiaque et sont également les médiateurs de la stimulation adrénergiques. Dans
cette étude, nous avons donc étudié I'effet d’'une exposition a la nicotine sur les
propriétés électrophysiologiques des canaux sodiques. Afin de tester cette

hypothése, nous proposons de répondre aux deux objectifs suivants :

1) Déterminer les effets d’'une exposition in-utero a la nicotine chez le lapin

nouveau-né de 37 jours sur les propriétés biophysiques d’ly,

Le SMSN est caractérisé par I'absence de réflexe d’auto-réanimation. Cette
défaillance peut provenir des muscles respiratoires et/ou du muscle cardiaque. Afin
de vérifier 'hypothése d’une défaillance cardiaque, nous avons analysé les effets
d’'une exposition in-utero a la nicotine chez le lapin. Pour cela, nous avons mesuré
'amplitude maximale d’ln,, le seuil d’activation ainsi que les propriétés d’activation

et inactivation pour les animaux sham et exposés a la nicotine.

2) Déterminer les effets d’une stimulation adrénergique sur le courant

sodique cardiaque
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L’absence de réponse a une stimulation adrénergique semble étre a l'origine de
I'absence de réflexe d’AR. Afin de vérifier cette hypothése, nous avons analysé les
effets de 10 yM d’isoprotérénol (agoniste des récepteurs B) sur I'amplitude
maximale d’lna, le seuil d’activation ainsi que sur les paramétres d’activation et

inactivation.

1.11.3 Role et implication du courant sodique cardiaque dans

I'épilepsie

L’épilepsie est une pathologie neurologique définie par la survenue d’ictus
caractérisés par une hyperactivité cérébrale non coordonnée. L’origine de ces
crises provient du dysfonctionnement d’'une population de neurones (crises
partielles) ou des deux hémisphéres (crise généralisée). Cependant, aux Etats-
Unis et au Canada, entre 21% et 22% des patients épileptiques décédent de MSIE
suite a un probleme cardiaque (Logroscino et al., 2005). Les MSIE sont la
principale cause de décés chez les personnes épileptiques et elles sont
caractérisées par la présence d’arythmies cardiaques telles que des torsades de
pointes ou un allongement de l'intervalle QT, mais les mécanismes physiologiques

sont encore inconnus.

Au niveau neuronal, plusieurs mutations liees a ['épilepsie ont été
découvertes sur les génes SCN1A et 2A codant respectivement pour NaV1.1 et
NaV1.2. Le principal effet de ces mutations est d’augmenter 'amplitude d’lnaL
(Alekov et al., 2000, 2001; Cossette et al., 2003; Kahlig et al., 2006; Spampanato
et al., 2001). D’autres mutations faux-sens sur NaV1.1 et 1.2 ont été reliées a des
formes héréditaires d’épilepsie. Ces mutations augmentent I'amplitude d’Ina. et
I'excitabilité au niveau des cellules neuronales (Lehmann-Horn et Jurkat-Rott,
1999; Lossin et al., 2002; Sugawara et al., 2001a, 2001b). L’augmentation d’une
composante dépolarisante a certains endroits du cerveau va donc créer des zones
d’hyperexcitabilité, responsables des ictus. Cependant, la majorité des personnes
atteintes d’épilepsie ne présente pas de mutation et décéde néanmoins de MSIE.

Plusieurs modéles animaux ont ainsi été développés afin d’étudier les effets de
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I'épilepsie en absence de mutation. Ces études ont permis de montrer que méme
en absence de mutation, I'épilepsie induit une augmentation de I'amplitude d’Ina.
au niveau des cellules pyramidales de I'hippocampe (Chen et al., 2011; French et
al., 1990) et que cette augmentation peut étre attribuée a une surexpression des
nNaVs (1.1, 1.2, 1.3 et 1.6) (Guo et al., 2008, 2013; Xu et al., 2013).

Au niveau cardiaque, des ECG de patients en pleine crise d’épilepsie
montrent tout d’abord une accélération du rythme cardiaque (tachycardie) suivie
ensuite d’'une forte bradycardie pouvant mener dans certains cas a I'apparition de
troubles de conduction (allongement du segment QT) et de BAV (Nei et al., 2000;
Tigaran et al., 2002). Les anomalies sur les ECG sont présentes dans 35% des
crises généralisées et une élévation du segment ST ainsi qu’une inversion de
'onde T peuvent étre observées dans 6% a 13% des cas (Nei et al., 2000, 2004;
Opherk et al., 2002). Pendant, ou peu de temps aprés, la crise d'épilepsie,
plusieurs phénomeénes arythmogénes apparaissent alors: BAV, fibrillation
auriculaire, tachycardie supraventriculaire, dépolarisation ventriculaire prématurée
et bloc de branche (His) (Nei et al., 2000; Tigaran et al., 2002). Chaque année,
dans 9.3 des cas sur 1000, les morts attribuables aux MSIE sont dues au
développement d’arythmies liées a un allongement de lintervalle QT survenant
environ 30 minutes aprés une crise (Dasheiff, 1991; Dasheiff et Dickinson, 1986).
L'intervalle QT est également prolongé chez les patients épileptiques dépourvus
de mutations sur le géne SCNSA (NaV1.5) (Christidis et al., 2006). De plus, la
modification de la durée de l'intervalle QT, qui est un indice de risque de troubles
du rythme cardiaque, est significativement plus importante chez les enfants
épileptiques (Akalin et al., 2003). La combinaison de ces types d'arythmies
suggeére fortement I'implication du courant sodique Ina. En effet, le courant sodique
pic détermine I'excitabilité, la composante soutenue (Ina.) module la DPA, et la

disponibilité ainsi que la réactivation modulent principalement la conduction.

De plus, I'épilepsie est associée a une perturbation du tonus sympatho-
vagal. Deux grands systémes aux effets opposés régulent l'activité cardiaque : le

systéme sympathique et le systeme parasympathique. Le systeme sympathique
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(adrénaline) est dit cardio-accélérateur tandis que le systéme parasympathique
(acétylcholine) est dit cardio-modérateur. Ces systémes sont constitués d’'un
centre nerveux bulbaire situé au bas du cerveau (liaison cerveau-moelle épiniére)
et d’'un réseau de nerfs permettant le transfert de I'information. Des observations
cliniques ont permis de montrer que des crises répétées peuvent chroniquement
entrainer un remodelage du systéme autonome vers une dominance sympathique
(Ansakorpi et al., 2000; Devinsky et al., 1994; Isojarvi et al., 1998; Naritoku et al.,
2003). L'exposition chronique du cceur a des niveaux élevés d'adrénaline est bien
connue pour induire un remodelage électrique et meécanique ainsi qu’une
désensibilisation des récepteurs [-adrénergiques lors de cardiomyopathies
(Ansakorpi et al., 2000; Devinsky et al., 1994; Isojarvi et al., 1998; Naritoku et al.,
2003). Ces observations soutiennent I’lhypothése que des modifications du controle
central (cerveau) sur le tonus sympatho-vagal provoquent des arythmies
cardiaques pendant une crise d’épilepsie (Ansakorpi et al., 2000; Devinsky et al.,
1994; Isojarvi et al., 1998; Naritoku et al., 2003). Elles soutiennent également
'hypothése de limplication du courant sodique dans la génération de ces
arythmies. En effet, une stimulation adrénergique (activation des récepteurs B-
adrénergiques) augmente l'amplitude et I'expression des canaux sodiques au
niveau cardiaque (Yarbrough et al., 2002). L’activation des récepteurs [-
adrénergiques entraine alors l'activation des protéines kinases A et C qui sont
également impliqués dans la modulation du niveau d’expression des canaux
sodiques. En effet, l'activation de la PKC diminue le niveau d’expression de
SCNb5A, tandis que I'activation de la PKA 'augmente (Schreibmayer et al., 1991;
Murray et al., 1997; Zhou et al., 2000; Hallaq et al., 2006, 2012). L’allongement de
lintervalle QT, les BAV, la présence de mutations ou de surexpression de canaux
sodiques (nNaVs) et la modification du tonus sympatho-vagal lors des crises
suggérent fortement qu’lya est impliqué dans les MSIE. Au regard de ces
observations, il est d’ailleurs étonnant de constater qu'aucune étude ne se soit
intéressée aux effets de I'épilepsie sur les propriétés électrophysiologiques des

canaux ioniques au niveau cardiaque.
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Il est toutefois important de noter que le profil d’expression des canaux
sodiques au sein des neurones est différent de celui des cardiomyocytes. En effet,
le courant sodique neuronal est généré par les nNaVs, tandis qu’au niveau
cardiaque, il est majoritairement généré par NaV1.5. Cependant, il existe au
niveau cardiaque deux types de courants sodiques que I'on peut distinguer selon
leur affinité a la TTX (Coraboeuf et al., 1979; Saint et al., 1992). Les auteurs ont
montré qu’il existait une composante soutenue du courant sodique au niveau
cardiaque et qu’'une faible quantité de TTX pouvait diminuer la DPA. Notre
laboratoire a par la suite démontré que des nNaVs (notamment NaV1.1 et 1.2)
étaient bien exprimés au niveau des ventricules chez le chien et qu’ils participaient
davantage a Ina. qu’a Ing pic (Biet et al., 2012; Haufe et al., 2005a, 2005b). Ces
observations corroborent avec les propriétés biophysiques des différents types de

canaux (Figure 1.10)

A partir de toutes ces observations cliniques et fondamentales au sujet de
I'épilepsie et des MSIE, il est tentant de penser que les modifications présentes au
niveau neuronal (augmentation d’lna. et surexpression des nNaVs) soient
également présentes au niveau cardiaque. L’allongement de lintervalle QT
observé chez les patients épileptiques pourrait alors s’expliquer par une
surexpression des nNaVs au niveau cardiaque ce qui augmenterait 'amplitude
d’Ina. et donc la DPA. En plus d'une possible surexpression des nNaVs, les
perturbations du tonus sympatho-vagal (tachycardie lors de l'ictus suivi d’une forte
bradycardie pouvant mener a des BAV) peuvent également contribuer au
développement des arythmies cardiaques liées a ['épilepsie en modifiant
I'expression de NaV1.5 (Schreibmayer et al., 1991; Murray et al., 1997; Zhou et al.,
2000; Hallaq et al., 2006, 2012) et 'amplitude d’Ina. (Ma et al., 2012). Le courant
sodique (NaV1.5 et nNaVs) est donc un bon candidat pour expliquer les problémes
d’hyperexcitabilité, de conduction et de repolarisation ventriculaire chez les

personnes épileptiques.

Afin de déterminer les effets de I'épilepsie sur les propriétés biophysiques

des canaux sodiques, nous avons utilisé un modéle de rats présentant un status
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epilepticus (SE). Nos résultats montrent que I'épilepsie a augmenté I'excitabilité
cardiaque, 'amplitude d’Ing. et altéré la régulation adrénergique ainsi que l'activité
des protéines kinases C et A, ce qui concorde avec les observations faites chez

les patients épileptiques.

Hypothése et objectif de travail :

L’épilepsie augmente I'excitabilitté neuronale et entraine l'apparition de
crises en modifiant les paramétres biophysiques et I'expression des nNaVs au
niveau des cellules pyramidales de I'hippocampe. Cependant, I'épilepsie est
également responsable de MSIE ayant pour origine I'apparition de bradycardie
suivie parfois de BAV. Les nNaVs étant exprimés au niveau cardiaque, nous avons
voulu déterminer si une modification de la repolarisation cardiaque suite a
I'altération des propriétés biophysiques de NaV1.5 et/ou des nNaVs par I'épilepsie
pouvait expliquer en partie le développement des arythmies cardiaques liées aux
MSIE. Afin de tester cette hypothése, nous proposons de répondre aux quatre

objectifs suivants :

1) Déterminer l'effet de I'épilepsie sur les propriétés biophysiques des

canaux sodiques cardiaque

L’épilepsie entraine une augmentation de l'excitabilité au niveau neuronal et
modifie le niveau d’expression de plusieurs canaux. Afin de vérifier si I'épilepsie
module de la méme fagon les propriétés biophysiques des canaux sodiques au
niveau cardiaque, nous avons mesuré l'amplitude maximale d’lna,, le seuil

d’activation ainsi que les parametres d’activation, d’inactivation et de réactivation.
2) Déterminer I'effet de I’épilepsie sur Iy, au niveau cardiaque

L’épilepsie augmente I'amplitude d’lya. @au niveau neuronal. Cette augmentation
est présente en cas de mutation, mais également dans des modeles d’animaux
épileptiques. Afin de déterminer si I'épilepsie augmente I'amplitude d’Ina. au niveau

cardiaque, nous avons mesuré son amplitude en utilisant différentes
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concentrations de TTX dans le but de déterminer le taux de participation des

différents types de canaux sodiques a InaL.
3) Déterminer I'effet de I’épilepsie sur la réponse adrénergique

Beaucoup d’études et de rapports médicaux mentionnent I'apparition de
troubles du rythme cardiaque durant les crises et post-ictus (bradycardie, BAV)
(Christidis et al., 2006; Dasheiff, 1991; Dasheiff et Dickinson, 1986; Nei et al.,
2000, 2004; Opherk et al., 2002; Tigaran et al., 2002). Le rythme cardiaque étant
déterminé par le systéme sympatho-vagal, il semble donc que l'activité de ce
dernier soit modifiée par I'épilepsie. Comme mentionné précédemment, le courant
sodique est fortement régulé par ce systéme. Le développement des bradycardies
menant aux BAV nous indique que le systeme parasympathique domine sur le
sympathique. Afin de vérifier si I'épilepsie modifie la réponse adrénergique, nous
avons mesuré l'effet de 10 yM d’isoprotérénol sur 'amplitude maximale d’ly,, le
seuil d’activation ainsi que les paramétres d’activation, d’inactivation et de

réactivation.
4) Déterminer I'effet de I'épilepsie sur I'activité de la PKC et de la PKA

Comme mentionné précédemment, 'activité des protéines kinases A et C
est régie par le systéme sympatho-vagal et module I'expression et les propriétés
biophysiques des canaux sodiques. Leur activation et inactivation interviennent
lors d’'une stimulation adrénergique ou muscarinique. Puisque le rythme cardiaque
varie énormément pendant une crise d’épilepsie, nous avons voulu vérifier si
I'épilepsie modifiait la modulation du courant sodique cardiaque par la PKA et
PKC. Afin d’analyser I'effet de I'épilepsie sur 'activité de PKA et PKC, nous avons
utilisé deux inhibiteurs (chélérythrine pour la PKC et H-89 pour la PKA) dans le but
d’évaluer limpact de ces protéines kinase sur le courant sodique pour les
conditions sham et épileptique.
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1.11.4 Réle et implication du courant sodique cardiaque en condition

ischémique

L’ischémie correspond a une diminution de la circulation sanguine d’une
région du tissu cardiaque qui provient de I'obstruction d’un ou plusieurs vaisseaux
coronariens suite au développement de plaques d'athérosclérose ou de caillots
sanguins. Le sang ne peut alors plus circuler et permettre 'oxygénation du tissu.
L’hypoxie va par la suite étre responsable de changements électrophysiologiques
au niveau cardiaque dont notamment une dépolarisation du potentiel
membranaire. Au niveau cellulaire, I'hnypoxie entraine une diminution de I'ATP.
Cette baisse d’ATP intracellulaire va avoir pour conséquence de diminuer I'activité
des transporteurs membranaires consommateurs d’énergie, comme la pompe
Na*/K* ATP-ase qui normalement expulse trois ions sodium en dehors de la cellule
contre I'entrée de deux ions potassium. Cette pompe est dite électro-génique
puisqu’elle génére un courant hyperpolarisant (sortie nette d’'une charge positive).
La baisse de son activité entraine donc, de par la perte d'un courant
hyperpolarisant, une dépolarisation membranaire. De plus, cette pompe régule les
concentrations intra- et extracellulaire des ions sodium et potassium. Lorsque la
pompe n’a plus assez d’énergie pour fonctionner, le potassium ne peut plus étre
pompé de nouveau dans la cellule. La concentration en ions K™ va donc augmenter
du coOté extracellulaire et diminuer du cété intracellulaire. Selon I'équation de
Goldman-Hodgkin-Katz, cela va engendrer une dépolarisation du potentiel
membranaire. La baisse d’'ATP va également déclencher I'ouverture des canaux
IKap. La sortie d’ions K* peut initialement entrainer une hyperpolarisation, mais
une trop forte sortie d’ions potassium peut par la suite conduire a une
augmentation de la concentration extracellulaire en ions K* et dépolariser la
membrane. Cette dépolarisation membranaire va avoir pour conséquence
d’'inactiver les canaux sodiques (forte baisse de la disponibilité des canaux
NaV1.5) et de freiner le déclenchement des PA en diminuant I'excitabilité. Cela
entraine donc une diminution de la vitesse de conduction. La dépolarisation
membranaire ainsi que la diminution de la vitesse de conduction sont des facteurs

propices au développement d’arythmies cardiaques.
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L’'ischémie est d’ailleurs responsable de plusieurs troubles du rythme
cardiaque tels que des fibrillations auriculaires, des tachycardies ventriculaires,
des torsades de pointes et des phénoménes de réentrées (Tatli et al., 2013).
Plusieurs études et rapports démontrent l'implication du courant Iya. dans la
génération des phénomeénes arythmogenes liés a l'ischémie (Belardinelli et al.,
2013; Shryock et Belardinelli, 2008; Soliman et al., 2012). Dans ces études, les
auteurs montrent que I'inhibition du courant Iy, avec de la ranolazine entre autres
permettait de diminuer les dommages liés a I'ischémie. De plus, il a été démontré
que 'amplitude d’lya. était augmentée en condition d’hypoxie, (Ju et al., 1996) mais
également dans des conditions d’insuffisance cardiaque (Undrovinas et al., 1999)
respectivement sur des cardiomyocytes ventriculaires de rat et de chien.
L’augmentation d’Iya. €st en accord avec les observations cliniques montrant une
augmentation précoce de la durée de lintervalle QT chez des patients atteints
d’ischémie ventriculaire transmurale (Kenigsberg et al., 2007). En effet, InaL joue un
réle important dans la détermination de la DPA (Kiyosue et Arita, 1989) et de la
concentration intracellulaire en sodium (Ju et al, 1996; Saint, 2006).
L’augmentation d’lya. en condition d’hypoxie a pour effet d’augmenter la
concentration intracellulaire en sodium ([Na'];). Suite & 'augmentation du [Na']; le
mode de fonctionnement de I'échangeur NCX qui en temps normal expulse un ion
calcium contre I'entrée de trois ions sodium s’inverse ce qui engendre une entrée

d’ions calcium contribuant a 'augmentation du [Ca®'];.

La surcharge calcique est
donc un phénoméne sodium dépendant (lié a laugmentation du sodium
intracellulaire) dG a 'augmentation d’lya. (Hammarstrom et Gage, 2002; Tang et
al., 2012) et peut étre a l'origine d’arythmies cardiaques et de dégats cellulaires
irréversibles (Richardt et Tolg, 1997). De plus, 'augmentation d’Iy,. est également
associée a des troubles du rythme et de contractilité (Song et al., 2006;
Undrovinas et Maltsev, 2008). C’est pourquoi linhibition d’lya., avec de la
ranolazine par exemple, est considérée aujourd’hui comme une cible
thérapeutique potentielle chez les patients souffrant d’ischémie et d’insuffisance

cardiaque (Belardinelli et al., 2006; Hale et al., 2006; Song et al., 2006).
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Notre laboratoire a démontré au niveau cardiaque que le courant Iy, était
généré a 50% par des canaux sodiques de type non cardiaque (Biet et al., 2012) et
que des nNaVs étaient exprimés (Haufe et al., 2005a, 2005b). De plus, ces nNaVs
sont principalement exprimés au niveau des disques intercalaires, qui sont des
régions spécialisées dans la transmission de linflux électrique (Haufe et al.,
2005b). Sachant que l'ischémie dépolarise le potentiel membranaire et diminue la
conduction de l'influx électrique, une augmentation de la contribution des nNaVs,
de par leur disponibilité plus élevée que NaV1.5 pour des potentiels plus positifs
(Figure 1.10) et leur localisation privilégiée pourrait aider a maintenir I'excitabilité
ainsi que la conduction. Afin de vérifier cette hypothése, nous avons analysé les
parameétres biophysiques ainsi que 'amplitude d’In, pic et InaL €n condition contrdle
et aprés 45 minutes d’ischémie sur des cardiomyocytes de ventricules gauches de
chiens. Nous avons également déterminé le taux de participation des différents
types de canaux sodiques a Ina.. Nos résultats montrent que I'ischémie a diminué
'amplitude maximale d’Iya, mais augmenté 'amplitude d’lya.. De plus, nos résultats
préliminaires sur Ina. semblent indiquer que lischémie entraine un remodelage

ionique en faveur des nNaVs.

Hypothése et objectifs de travail :

L’'ischémie diminue [I'excitabilité cardiaque en limitant notamment la
transmission intercellulaire de l'influx électrique. Les nNaVs sont principalement
exprimés au niveau des disques intercalaires, mais leur réle dans la fonction
cardiaque est encore méconnu. Notre hypothése de travail est donc la suivante :
'ischémie entraine une augmentation de I'expression et de la participation des
nNaVs a Ina pic et Ina afin de maintenir I'excitabilité au sein des régions infarcies.
Cette adaptation peut néanmoins s’avérer étre néfaste puisqu’elle contribue
également a I'entrée d’ions sodium dans la cellule. Afin de tester cette hypothése,
nous proposons de répondre aux trois objectifs suivants :

1) Déterminer les effets de I'ischémie sur les propriétés biophysiques des

canaux sodiques
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L’ischémie est connue pour diminuer 'amplitude maximale d’'Ina. Afin de vérifier
I'efficacité de notre protocole d’ischémie, nous avons comparé les amplitudes
sodiques maximales contrdle et ischémique, ainsi que les propriétés d’activation et
d’inactivation des canaux sodiques. L'amplitude d’lya, max devrait donc étre plus

faible en condition ischémique.
2) Déterminer le taux de participation des nNaVs a Ina, max

Afin de discriminer les deux types de courants sodiques (NaV1.5 et nNaVs),
nous avons utilisé le MTSEA qui est un bloqueur sélectif de NaV1.5. Cela nous a
donc permis de déterminer le pourcentage de participation des nNaVs et de
NaV1.5 a Ina, max €n conditions contréle et ischémique ainsi que I'effet de I'ischémie

sur les paramétres d’activation et d’inactivation des nNaVs.
3) Déterminer le taux de participation des nNaVs a Ina.

L’utilisation du MTSEA limitant la durée du scellement, nous avons donc utilisé
les différences d’affinités des différents types de canaux a la TTX afin de les
séparer. Nous avons dans un premier temps évalué 'amplitude totale d’'Ina. €n
conditions contrdle et ischémique en perfusant 25 uM de TTX. Par la suite, nous
avons utilisé différentes concentrations de TTX (de I'ordre du nM et du uM) afin de
déterminer le taux de participation des canaux sodiques TTX sensibles et TTX

résistants a InaL en conditions contréle et ischémique.
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Chapitre IlI: Matériel et Méthodes

2.1 Modéles animaux

2.1.1 Etude de limpact d’'une augmentation d’acides gras libres circulants sur le

courant sodique cardiaque chez le chien
2.1.1.1 Préparation des animaux

Toutes les procédures animales sont conformes a I'Institut Canadien de la
Recherche, au guide pour le soin et I'utilisation des animaux de laboratoire (No
036-05), aux principes de soins des animaux de laboratoire (numéro NIH : 85-23,
révisée en 1985) et ont été approuvées par le comité d'éthique institutionnel des
animaux de I'Université de Sherbrooke. Pour cette étude, nous avons utilisé des
femelles batarde (sans race pure) pesant entre 25 et 35 kg et agées d’un an
minimum. Les chiennes n’étaient ni gestantes ni allaitantes. Afin de s’assurer de
leur bon état de santé général, les animaux ont subi plusieurs tests : examen
physique, auscultation cardio-pulmonaire, analyse sanguine et établissement d’'un
profil biochimique. Seuls les animaux ayant passé avec succés ces tests ont été
retenus pour cette étude. Les animaux ont été logés dans des cages individuelles
(4x3 métres) dans des conditions de température (21°C) et de photopériode
(cycles de 12/12 heures jour/nuit) controlées. Avant toute expérience et afin de
stabiliser le poids des animaux, les chiennes ont été nourries avec du Pro-plan au
poulet (Purina dog chow) a la méme heure une fois par jour pendant une période
de deux a trois semaines. Purina Pro-Plan (Nestlé, Mississauga, ON.) est un
régime standard comparable a d'autres précédemment utilisés (Kim et al., 2007).
Le Pro-plan a été servi selon les recommandations du Conseil National de la
Recherche pour I'hébergement de chiens. Les chiens avaient un accés libre a

l'eau.
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2.1.1.2 Procédures chirurgicales

Les procédures préeopératoires, les anesthésies ainsi que les chirurgies ont
été menées dans des conditions aseptisées afin de prévenir toutes infections. Les
animaux étaient mis a jeun 16 heures avant le début de la chirurgie. Le jour de la
chirurgie, les animaux ont été pré-conditionnés par des injections sous-cutanées
d’acépromazine maléate (0,1 mg/kg) afin de réduire I'appréhension et de sulfate
d'atropine (0,02 mg/kg) qui est un agent anticholinergique utilisé pour prévenir les
sécretions de la gorge. L'anesthésie générale a été induite par voie intraveineuse
(IV) a l'aide de thiopental de sodium (15 mg/kg) et maintenue tout le long de la
chirurgie avec un mélange de 1 a 2,5% d'isoflurane et d'oxygéne pur. La saturation
en oxygene sanguine, la fréquence cardiaque et 'ECG ont été surveillés pendant
I'anesthésie. L’hydratation des animaux a été maintenue a I'aide d’une solution de
lactate de Ringer (30 gouttes/min). Une fois les animaux anesthésiés, ils ont été
placés sur une table chauffante (37°C) et la partie antérieure du cou a été ouverte
par une incision médiane (7 cm) afin de disséquer les tissus conjonctifs, adipeux et
musculaires. Deux cathéters PRN (Silastic) pré-montés ont été préparés. Ces
cathéters permettent d’adapter l'orifice d’injection (adaptateur BD Luer-Lok a
courte compensation, CA) et servent de lignes d’accés pour les cathéters
vasculaires insérés sous la peau. Un cathéter Silastic stérile (0,03 mm de diamétre
interne (DI) X 0.065 mm de diamétre externe (DE), Down Corning, Midland, MIID)
a été inséré dans la veine jugulaire jusqu'a l'oreillette droite pour les perfusions
périphériques continues (Uchino et al., 2005). De plus, un autre cathéter Silastic
stérile (0,04 mm DI X 0.085 mm DE) a été inséré dans l'artere carotide gauche
jusque dans l'arc aortique pour les prélévements artériels. Une fois la chirurgie
terminée, les chiens ont été équipés d'un collier Elisabéthain et d’une veste
adaptée (Lomir, Canada) pour protéger les cathéters et les PRN d’éventuels
dommages. Les cathéters étaient nettoyés et purgés deux fois par jour avec un
mélange de solution saline et d’héparine jusqu’au jour des expériences et des
prélévements sanguins. La buprénorphine (0,02 mg/kg, SC) et des antibiotiques
(Longisil penicillin 10,000 U/lbs, IM) ont été donnés immédiatement aprés la

chirurgie afin de prévenir toutes douleurs et septicémie. De la Flamazine a été
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appliquée quotidiennement au niveau des régions d’'implantation des cathéters afin

d’éviter les infections locales.

La période moyenne de récupération pour les animaux était de 7 jours. Les
animaux étaient considérés comme remis de I'opération lorsqu’ils présentaient un
retour a la normale des parameétres rénaux, hématologiques et métaboliques. Sept
a 10 jours apreés la chirurgie, les animaux témoins et traités ont regu
respectivement une solution saline ou un mélange d’Intralipide (composée de 20%
de triglycérides ; 0,02 ml/kg/min) héparine (0,5 unité/kg/min) pendant huit heures
(de -510 min a -30 min). L’héparine a été donnée afin de stimuler l'activité de la
lipoprotéine lipase afin d’hydrolyser les triglycérides infusés. Au temps O, les
chiens ont été nourris avec un repas iso-calorique. Au cours des trois périodes
expérimentales (perfusion de solution saline ou Intralipide : -510 min a -30 min;
période basale : -30 min a 0 min et la période post-prandiale : 0 min a 540 min), le
sang a été recuellli et les échantillons de plasma ont été préparés pour les
analyses biochimiques et métaboliques. Le volume total de sang prélevé ne

dépassait pas les 20% du volume total de sang de I'animal.

Les concentrations de cortisol et dACTH plasmatiques ont été déterminées
en utilisant un anticorps humain (MP, Biomédical) selon la méthode de RIA (Radio-
Immuno-Assay) avec un kit de RIA commercial (Immunocorp, MP, Biomédical)
adapté pour le chien. Les taux d’AGNE plasmatiques ont été quantifiés en utilisant
un test colorimétrique disponible dans le commerce (AGNE kit C; Wako
Chemicals, Allemagne). Les taux de triglycérides (TG) ont été déterminés en
utilisant un dosage colorimétrique (Trig/GB, Boehringer Mannheim//Roche

Diagnostics).

Les échantillons destinés a la détermination des niveaux de glucose et
d'insuline ont été recueillis dans des tubes contenant du Na, EDTA et du trazylol
(7700 KIU/ml, Calbiochem) afin d’inhiber la protéolyse. La concentration
plasmatique de glucose a était déterminée par la méthode de la glucose-oxydase
(540 nm) et celle de I'insuline en utilisant un kit de dosage d’insuline spécifique au

chien (Kit d’'immuno-essai enzymatique, Cedarlane, Burlington, CA).
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2.1.2 Effet d’une exposition in-utero a la nicotine sur le courant sodique cardiaque

chez le lapin

Pour cette étude, nous avons utilisé des lapins adultes de race New
Zealand agés entre 6 et 8 mois (Charles River, QC, Canada). Nous avons choisi le
lapin comme modele animal pour les raisons suivantes : la courte période de
gestation d’'une lapine (comprise entre 29 et 35 jours), le nombre élevé de
lapereaux par mise bas (entre cinqg et neuf) ainsi que la possibilité de répéter
fréequemment les accouplements. Entre 10 et 14 jours aprés l'accouplement
(deuxieme semaine de gestation), une animaliére vérifiait en palpant 'abdomen de
'animal si la fécondation était réussie. C’est alors que deux pompes osmotiques
(2ML4, Alzet® Osmotic Pumps, CA, E-U) ont été placées de fagon sous-cutanée
entre les omoplates. Les pompes osmotiques contenaient chacune 2 ml de
solution de nicotine (0.250 g/ml; Nicotine-Hydrogen Tartrate Salt, Sigma-Aldrich,
ON, Canada). La vitesse de diffusion des pompes était de 2.5 ul par heure sur une
durée de 28 jours. Ce dispositif nous a permis d’exposer de fagon in-utero les
foetus de lapins a la nicotine. Ces parameétres nous ont permis d’atteindre une
concentration sanguine de nicotine située entre 100 et 150 ng/ml. L'implantation
des pompes a été effectuée sous anesthésie induite par un mélange d’isoflurane
5% (Abbott, QC, Canada) et d’oxygene pur. Durant la chirurgie, le taux d’isoflurane
était diminué a 3%. Les chirurgies étaient effectuées dans des conditions
aseptisées et la zone d’incision nettoyée au préalable avec de I'éthanol 100% et
une solution de providione iodée 10% (Rougier, QC, Canada). Une fois
limplantation terminée, lincision était refermée avec des points de suture
indépendants. Toutes les manipulations animales effectuées dans cette étude
étaient en accord avec les normes du CCPA (Conseil Canadien de Protection des
Animaux) et approuvées par le comité d'éthique institutionnel des animaux de

I'Université de Sherbrooke.
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2.1.3 Effet de I'épilepsie sur les différentes composantes du courant sodique

cardiaque

Des rats males et femelles adultes Wistar (Dr Carmant, Centre de recherche
au CHU Ste Justine, Montréal) ont été hébergés individuellement avec un libre
acces a la nourriture et a 'eau et exposés a un cycle circadien de 14 heures de
lumiere et 10 heures d’obscurité. Les crises d’épilepsie ont été induites par une
injection intrapéritonéale (i.p.) de chlorure de lithium (LiCl, 130 mg/kg). Le jour
suivant, les animaux ont été injectés de maniére sous-cutanée (SC) avec du
methyl-bromure d’atropine (10 mg/kg) pour soulager les effets de la pilocarpine.
Aprés 30 minutes, des injections séquentielles SC d’hydrochlorure de pilocarpine
(10 mg/kg) ont été administrées aux 30 minutes (trois-quatre injections). Le SE a
été confirmé par l'apparition de crises au niveau du cerveau limbique qui débute
10-15 minutes aprés l'injection de la pilocarpine. Seuls les animaux montrant un
comportement de crise épileptique, qui se manifeste lorsque I'animal se cabre ou
se cabre et tombe, ce qui correspond aux stades quatre et cinqg selon I'échelle de
Racine (Racine, 1972), ont été utilisés pour cette étude. Les rats ont ensuite été
injectés en i.p. avec du diazépam (5 mg/kg) et de la phénytoine (50 mg/kg) trois et
huit heures aprés le déclenchement des premiéres crises afin de soulager les
animaux et d’augmenter le taux de survie. Les animaux contrdles ont regus du
LiCl, de I'atropine, du diazépam, de la phénytoine et de la saline en remplacement
de la pilocarpine. Presque tous les rats qui font I'expérience du SE pendant au
moins 60 minutes développent de I'épilepsie chronique. La période de latence
moyenne de la premiére crise spontanée d’épilepsie survient approximativement a
37 jours post-injection. Les animaux qui montrent des crises spontanées ont été
sacrifiés 45 jours aprés le SE initial et ont été comparés aux animaux controles. Le
taux de mortalité (environ 20%) survient majoritairement durant les crises. Enfin,
les animaux peuvent montrer des comportements d’automutilation et souffrir de
déshydratation, de perte de poids, d’écoulements nasaux et plus rarement de

problémes respiratoires (sifflements).
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2.1.4 Effet de lischémie sur les différentes composantes du courant sodique

cardiaque

Toutes les procédures animales sont conformes a I'Institut Canadien de la
Recherche, au guide pour le soin et I'utilisation des animaux de laboratoire (No
036-05). Pour cette étude, nous avons utilisé des femelles batarde pesant entre 25
et 35 kg et agées d’'un an minimum. Les chiennes n’étaient ni gestantes, ni
allaitantes. Comme mentionné dans le projet décrit dans la section 2.1.1.1, seuls
les animaux en bonne santé ont été retenus (réussite aux examens physiques,
auscultation cardio-pulmonaire, analyse sanguine et établissement d’un profil
biochimique). L'ischémie a été réalisée sur des cardiomyocytes de ventricule
gauche isolés a l'aide de la solution de Krebs-Heinseleit (KH) contenant en
mmol/l : 121 NaCl, 5 KCI, 2 CaCl2, 1.2 MgS04, 1.2 NaH2PO4, 2.5 NaHCO3 et 5
glucose (pH équilibré a 7.4 : oxygénation pendant 30 minutes avec 95% d’O2 et
5% de CO2). Les cardiomyocytes ont été placés dans des tubes Eppendorf 1 ml et
centrifugés a 100G maximum pendant 1 min afin de remplacer la solution de
conservation (Krebs-bicarbonate :KB) des cellules par du KH. Une deuxiéme
centrifugation a été effectuée afin de ne laisser qu’'un minimum de solution KH. Par
la suite, les culots baignant dans un minimum de solution KH ont été recouverts
d’'une fine couche d’huile minérale pendant 45 minutes a température piece afin de
mimer l'ischémie (condition d’hypoxie). La reperfusion consistait a placer les
cellules soit dans la solution extracellulaire faible en sodium pour les
enregistrements d’lna, mMax OU sodium normal pour les enregistrements d’lnaL
(résultats préliminaires) ou alors dans du KB et conservées a 4°C. Toutes les
fractions de cellules ischémiques ont été utilisées dans les deux heures post

ischémie.

2.2 Préléevement du cceur et dissociation cellulaire cardiaque

Immédiatement aprés la derniére prise de sang (pour le projet des animaux
IH), et de fagon standard valable pour tous les autres projets, les animaux ont été

sédatés avec un mélange d’Atravet (0,25 mg / kg IM) et d’héparine (5000 U)
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pendant 30 minutes afin d’éviter la coagulation du sang, puis anesthésiés avec du
sodium pentobarbital (25 mg / kg IV, Bimeda-MTC, ON, Canada). Pour les chiens,
le cceur encore battant fut rapidement prélevé par une incision au niveau du
cinquiéeme espace intercostal, causant ainsi l'euthanasie de l'animal. Pour les
cceurs des rats et lapins, le coeur a été retiré suite a l'ouverture de la cage
thoracique conduisant également a I'euthanasie des animaux. Pour le projet IH,
des autopsies ont été effectuées de fagon systématique pour vérifier la position
des cathéters vasculaires et collecter les organes et tissus. Les myocytes ont été
obtenus par dissociation enzymatique comme décrite précédemment (Cordeiro et
al., 2004). Les conditions de dissociation des cardiomyocytes pour les différents
animaux étaient identiques. Cependant, une partie de ventricule gauche était
découpée pour les chiens puis perfusée par une artére coronarienne, tandis que
pour les rats et lapins, le coeur en entier fut perfusé par l'aorte (perfusion
rétrograde) et installé sur le systeme Langendorff. Les cceurs ou morceaux de
ventricules gauches ont ensuite été perfusés a 35°C pendant 10 mn avec une
solution de Tyrode dépourvue de calcium et contenant 2 mM d’EGTA et 0,1% de
BSA. La solution de perfusion a été par la suite remplacée par une solution de
Tyrode contenant 0.1 mM de calcium et 230 U/ml de collagénase de type Il (CLS
2, Worthington, Freehold, New Jersey). Cette solution a été ensuite remise en
circulation pendant 10 a 20 minutes jusqu'a ce que le tissu soit décoloré (brun) et
pateux. Le morceau de tissu est finalement retiré et haché dans plusieurs béchers
contenant de la solution enzymatique et placé sous agitation lente. Le surnageant,
contenant les cellules dissociées, a été placé dans des tubes de 10 ml et stocké a
+4°C dans une solution de Krebs contenant en mmol/l: 100 glutamate de
potassium, 10 aspartate de potassium, 25 KCI, 10 KH2,PO4, 2 MgSOy4, 20 Taurine,
5 créatine, 0,5 EGTA, 20 glucose, HEPES 10, 2% de BSA et 0,2 mM CacCls,.
Respectivement pour les projets de lapins et rats, seuls les cardiomyocytes de

I'oreillette droite et des deux ventricules étaient dissociés.
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2.3 Electrophysiologie

Les cardiomyocytes isolés ont été placés dans une chambre montée sur un
microscope inversé (Nikon Diaphot, Tokyo, Japon) et perfusés avec une solution
extracellulaire dont la composition variait selon le projet. Concernant les projets
utilisant des chiens et lapins, la solution suivante a été utilisée (en mmol/l) : 120
Choline-Cl, 10 NaCl, 5 NaOH, 2.8 Na Acétate, 4 KOH, 0.5 CaCl2, 1.5 MgCI2, 20
HEPES, 10 Glucose (pH ajusté a 7.4 avec du NaOH). Le sodium a été remplacé
de fagon équimolaire par de la Choline-Cl afin de compenser I'osmolarité et de
diminuer 'amplitude du courant Ina max @fin d’avoir un bon contrdle sur le voltage et
d’éviter toute saturation lors des enregistrements. En revanche, pour les rats, la
solution suivante fut utilisée afin de diminuer davantage I'amplitude d’lna max €t de
permettre des enregistrements de qualité en présence d’isoprotérénol et de
chélérythrine (mmol/l) : 125 Choline-Cl, 2.5 NaCl, 2.5 NaOH, 2.8 Na Acétate, 4
KOH, 0.5 CaCl2, 1.5 MgClI2, 20 HEPES, 10 Glucose (pH ajusté a 7.4 avec du
NaOH). Finalement, les enregistrements d’Iya. (rats et résultats préliminaires
d’'ischémie) ont été effectués en perfusant une solution ‘sodium normal’ contenant
en mmol/l : 125 NaCl, 5 NaOH, 2.8 Na Acétate, 4 KOH, 0.5 CaCl2, 1.5 MgCI2, 20
HEPES, 10 Glucose (pH ajusté a 7.4 avec du NaOH). Nous avons augmenté la
concentration en sodium extracellulaire afin de faciliter I'enregistrement d’Ina. qui
est un courant de trés faible amplitude. Le cocktail de bloqueurs utilisé fut en
revanche toujours le méme. Le Tetra-éthyl ammonium (TEA, 5 mmol/l), CoCI2 (1
mmol/l) et BaCl2 (5 mmol/l) ont été utilisés afin de bloquer les courants I, lca et
k1 respectivement. Les courants membranaires ont été enregistrés en
configuration cellule entiere en utilisant la technique de patch clamp (Dumaine et
Cordeiro, 2007; Haufe et al., 2005a). Tous les enregistrements ont été effectués a
température piéce (22°C) a laide d’un amplificateur Axopatch 200B (Axon
instruments, Union City CA) équipé d’une téte CV-201A (Axon Instruments, Foster
City, CA). La résistance des pipettes était comprise entre 1 et 3 MQ une fois
remplie avec une solution contenant en mmol/l : 15 NaCl, 5 KCI, 120 CsF, 1.0
MgCl2, 4 Na2-ATP, 10 EGTA et 10 HEPES (pH ajusté a 7.2 avec du CsOH).

Toutes les solutions ont été ajustées a 300 mOsm avec du sucrose. Les courants
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ont été filtrés a 5 kHz et numérisés a 10 kHz. Les enregistrements d’lya. Ont en
revanche été filtrés a 1 kHz. L’acquisition et I'analyse des données ont été
effectuées a laide des logiciels pCLAMP V9.2 (Axon instruments), EXCEL
(Microsoft) et ORIGIN 7.0 (Microcal Software, Northampton, MA). Les
compensations de la capacitance et de la résistance série (85%) ont été
optimisées afin de minimiser I'artéfact capacitif et d’augmenter le contréle sur le
voltage. Le courant de fenétre sodique a été calculé selon le modéle de Hodgkin et
Huxley (HODGKIN et HUXLEY, 1952) qui se base sur la superposition des
courbes d’activation et d’inactivation : Iya = Gna'm>*h+(Vin-Ena) 0l Gna, M, h, Vi, et
Ena correspondent respectivement a la conductance maximum, aux fractions de
courants activées et non-inactivées, au potentiel membranaire et au potentiel
d’inversion du sodium. Les bloqueurs suivants : TTX, Isoprotérénol et Chélérythine
(bloqueur de PKC) ont été dilués dans la solution extracellulaire appropriée a
'expérience. Le H-89 (bloqueur de PKA) a été dilué dans du DMSO 100% et sa

concentration finale ne dépassait pas 0.01% du volume total.

2.4 Analyses statistiques

Les données ont été présentées selon la moyenne = SEM. Les
comparaisons entre les groupes salin et IH ont été faites a I'aide d’'un test ANOVA
a deux voies. Les comparaisons d’amplitudes maximales ont été faites a l'aide
d'un test-T de fagon non pairées (corrigé par le test Mann-Whitney lorsque le
nombre d’échantillons était inférieur a 30). Finalement, les comparaisons des

courbes lissées selon la formule de Boltzmann ont été effectuées avec un F-test.
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Chapitre Ill: Résultats

3.1 Effets d’'une augmentation systémique d’acides gras libres chez le chien

sur les propriétés électrophysiologiques du courant sodique cardiaque

Dans un premier temps, nous avons déterminé les niveaux de corticotropes
(adrénocorticotrophine, ACTH) et de cortisol pendant et aprés le traitement |H afin
d’éliminer les possibles artéfacts liés au stress durant I'expérimentation. Les
dosages présentés ci-dessous ont été réalisés par Lucie Chouinard (cortisol,
ACTH) et Lucie Bouffard (TG et NEFA).

3.1.1 La procédure expérimentale n‘augmente pas le niveau de stress des

animaux

3.1.1.1 La procédure expérimentale n‘augmente pas le taux plasmatique d’ACTH

des animaux

L’ACTH est une hormone sécrétée au niveau de I'hypophyse pouvant
stimuler la glande surrénale et donc la sécrétion de cortisol. En état de stress
chronique, la sécrétion d’ACTH augmente ce qui va engendrer une augmentation
de la sécrétion de cortisol par I'intermédiaire de la glande surrénale. La figure
3.1.1.1 montre que le taux d’ACTH plasmatique reste constant durant toute
I'expérience pour les conditions sham et IH. Les taux moyens d’ACTH durant toute
la durée du protocole sont de 1573.8 £ 239.3 pg/ml et 1414.4 + 369.4 pg/ml
respectivement pour les conditions sham et IH. Nos résultats montrent que le
niveau d’ACTH n’est pas significativement différent entre les groupes. La

régulation du cortisol par TACTH, et le niveau de stress est donc similaire.
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Figure 3.1.1.1 Concentration plasmatique d’ACTH chez les chiens sham et IH

Le taux d’ACTH reste stable tout au long de la procédure pour les conditions sham et IH.
Valeurs £ SEM.

3.1.1.2 La procédure expérimentale n’augmente pas le taux de cortisol

plasmatique des animaux

Le cortisol est une hormone sécrétée par la glande surrénale. Elle joue un
réle de régulateur métabolique pouvant stimuler 'augmentation de la concentration
sanguine en glucose. La sécrétion de cortisol est augmentée en état de stress
chronique ce qui peut faire varier les concentrations plasmatiques de glucose. La
figure 3.1.1.2 montre que le taux de cortisol plasmatique reste constant durant
toute I'expérience pour les conditions sham et IH. Les taux moyens de cortisol
durant toute la durée du protocole sont de 19.7 £ 11.2 ng/ml et 13.4 £ 7.3 ng/ml
respectivement pour les conditions sham et IH. Nos résultats montrent que le
niveau de cortisol n’est pas significativement différent entre les groupes ce qui
conforte les résultats obtenus pour TACTH (Figure 3.1.1.1). Le niveau de stress
ainsi que la régulation du glucose plasmatique par le cortisol est donc similaire

dans tous les groupes.
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Figure 3.1.1.2 Concentration plasmatique de cortisol chez les chiens sham et IH
Le taux de cortisol reste stable tout au long de la procédure pour les conditions sham et
IH. Valeurs £ SEM.

3.1.2 La co-perfusion de triglycérides (TG) et dhéparine augmente

significativement les taux plasmatiques de TG et d’AGNE chez les chiens IH
3.1.2.1 Augmentation du taux de TG chez les chiens IH

La figure 3.1.2.1 montre que le taux plasmatique de TG est
significativement augmenté chez les chiens IH pendant toute la période de
perfusion comparativement aux sham. Les TG sont stockés dans les cellules
adipeuses et sont une source d’énergie tres importante pour 'organisme. Les taux
moyens de TG plasmatiques pendant la perfusion sont de 0.4 + 0.1 mg/ml et 1.0 £
0.26 mg/ml respectivement pour les conditions sham et IH. Nos résultats montrent
qgu’aprés huit heures de perfusion, la concentration plasmatique en TG augmente
de facon significative. Par la suite, les triglycérides sont dégradés en AGNE qui
sont une forme libre d’acides gras, permettant I'apport d’énergie a des tissus

dépourvus ou éloignés de cellules adipeuses.
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Figure 3.1.2.1 Concentration plasmatique de triglycérides chez les chiens sham et
IH

Pendant la période de perfusion, le taux de TG plasmatique en condition IH est
significativement supérieur a celui des chiens sham. *P<0,05, valeurs + SEM.

3.1.2.2 Augmentation du taux d’AGNE chez les chiens IH

La figure 3.1.2.2 montre que le taux plasmatique d'AGNE est
significativement augmenté chez les chiens IH pendant toute la période de
perfusion par rapport aux sham. La co-perfusion d’héparine permet I'activation de
la lipoprotéine lipase dont le role est de dégrader les TG plasmatiques en AGNE.
Les taux moyens d’AGNE plasmatiques pendant la perfusion sont de 0.4 = 0.1
mg/ml et 0.7 £ 0.2 mg/ml respectivement pour les conditions sham et IH. Nos
résultats montrent qu’aprés huit heures de perfusion, la concentration plasmatique
en AGNE augmente de fagon significative. Le taux plasmatique d’AGNE étant
directement lié¢ au taux de TG, ces résultats confortent ceux obtenus

précédemment.
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Figure 3.1.2.2 Concentration plasmatique des AGNE chez les chiens sham et IH
Pendant la période de perfusion (-540 a 60 minutes), le taux d’AGNE plasmatique en
condition IH est supérieur a celui des chiens sham. *P<0,05, valeurs + SEM.

3.1.3 La perfusion d’acides gras libres augmente la densité de courant, décale les
courbes d’activation et d’inactivation vers des potentiels plus hyperpolarisés et

augmente 'amplitude du courant de fenétre d’Ina

3.1.3.1 La perfusion d’acides gras libres augmente la densité de courant et décale

la courbe d’activation d’ly, vers des potentiels plus négatifs

L'exposition chronique a des concentrations sériques élevées de lipides
pourrait conduire a I'apparition d’'un DT2 et finalement, déclencher un remodelage
ionique cardiaque conduisant au développement d’une cardiomyopathie
diabétique. La perfusion d’acides gras polyinsaturés in vitro est connue pour
modifier la cinétique et réduire l'expression du courant sodique cardiaque (Ina)
dans des modéles d’expression hétérologues (HEK) ou sur des cardiomyocytes
isolés (Xiao et al., 1995; Kang et Leaf, 1996; Vreugdenhil et al., 1996; Leifert et al.,
1999, 2000; Xiao et al., 2005; Pignier et al., 2007; Boland et Drzewiecki, 2008).

Nous avons donc testé si un remodelage électrophysiologique cardiaque précoce
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survient lors d'un traitement IH en mesurant I'amplitude du courant sodique
cardiaque. La figure 3.1.3.1A montre deux tracés de courants représentatifs en
conditions sham et IH. La figure 3.1.3.1B correspond aux courbes courant-
potentiel (1/V) obtenues pour les différentes conditions. Nos résultats montrent que
la perfusion d’acides gras libres a décalé a la fois le seuil d’activation de -55 mV a -
60 mV et le courant sodique pic de -30 a -35 mV. La perfusion d’acides gras libres
augmente significativement 'amplitude d’Ilna max de -41.4 £ 1.9 pA/pF a -584 + 7.4
pA/pF (Figure 3.1.3.1B et C). Afin de déterminer l'origine de cette augmentation
de courant et du déplacement du seuil d’activation, nous avons comparé les
parametres d’activation des canaux sodiques en condition sham et IH. Les courbes
ont été lissées selon la distribution de Boltzmann: Gua/Gramax = 1/(1+e VY2/) oy
V est le voltage membranaire, Gy, la conductance ionique, Gnamax 1@ conductance
maximale, V2 le voltage membranaire pour lequel la moitié des canaux sont
ouverts et k décrit la pente de la partie linéaire (dépendance de l'ouverture des
canaux par rapport au changement de voltage). La figure 3.1.3.1D montre que la
perfusion d’acides gras libres a significativement décalé le potentiel de demi-
activation de -33.7 £ 0.2 mV a -44.4 + 0.2 mV respectivement pour les conditions
sham et IH (p<0.05, F-test). La conductance maximale des canaux sodique est
déterminée par la valeur de la pente de la partie linéaire de la courbe I/V. La figure
3.1.3.1E montre que la conductance maximale des canaux sodiques n’'est pas
modifiée en condition IH. Les valeurs sont de 2.0 £ 0.2 pS/pF et de 2.2 + 0.1 pS/pF
respectivement en conditions sham et IH. Cela nous indique que la perfusion de
lipides a essentiellement affecté les propriétés biophysiques des canaux sodiques
plutét que d’induire une augmentation d'expression. L’augmentation de courant
observée sur la courbe 1I/V est donc, en partie, due au décalage d’environ -10 mV
du V4 observé sur la courbe d’activation, puisque pour un méme potentiel

appliqué, plus de canaux sont activés en condition IH.
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Figure 3.1.3.1 L’augmentation d’acides gras libres circulants chez le chien
augmente la densité et décale la courbe d’activation d’INa vers des potentiels plus
négatifs

A) Tracés de courants sham et Intralipidique-Héparine (IH) obtenus suite a une stimulation
de 30 ms a -30 mV a partir d’'un potentiel de maintien de -120 mV (encart). Le protocole
est composé dans son ensemble d’une série de stimulations allant de -90 a +40 mV par
incréments de 5 mV a partir d’'un potentiel de maintien de -120 mV. B) Relations courant-
voltage (I/V) exprimées en densité de courant (pA/pF). Les courants de pic ont été
normalisés par la capacitance de leur cellule respective et sont représentés en fonction du
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potentiel appliqué pour les conditions sham et IH. C) Histogramme des amplitudes
maximums d’ly,. D) Les valeurs de conductance pour chaque potentiel ont été calculées
suivant le rapport Ino/(VM-Eng) et les courbes lissées selon la formule de Boltzmann. La
perfusion d’acides gras libres décale significativement le potentiel de demi-activation vers
des potentiels plus hyperpolarisés (p<0.05, F-test). E) Histogramme des conductances
maximales déterminées par la valeur de la pente de la partie linéaire de la courbe IV
(pA/pF). La perfusion d’acides gras libres ne modifie pas les conductances. (Sham : n=11 ;
IH : n=11). *P<0,05, T-test. Valeurs + SEM.

3.1.3.2 La perfusion systémique d’acides gras libres diminue la disponibilité des

canaux sodiques

Afin de déterminer si un changement dans la disponibilit¢ des canaux
sodiques participe au décalage d’lna, max, NOUS avons déterminé la dépendance au
voltage de l'inactivation des canaux sodiques en conditions sham et IH. La figure
3.1.3.2A montre un tracé de courant représentatif obtenu grace au protocole de
stimulation illustré dans I'encart. Les courbes d’inactivation sham et IH ont été
obtenues selon le rapport : Ina/Ina, max (figure 3.1.3.2B). Les courbes ont été lissées
selon la distribution de Boltzmann: Ina/Inamax = (1/1+e VV2K) o1y V est le voltage
membranaire, Ina la conductance ionique, Inamax 1@ conductance maximale, V% le
voltage membranaire pour lequel la moitié des canaux sont ouverts et k décrit la
pente de la partie linéaire (dépendance de l'ouverture des canaux par rapport au
changement de voltage). La figure 3.1.3.2B montre que la perfusion d’acides gras
libres a faiblement, mais significativement, décalé les valeurs des potentiels de
demi-inactivation de -66.7 £ 0.4 mV a -70.8 £ 0.2 mV respectivement pour les
conditions sham et IH (p<0.05, F-test). Cela nous indique que la disponibilité des
canaux sera davantage diminuée pour des potentiels dépolarisés chez les
animaux IH. Cet effet n'est pas compatible avec I'augmentation d’In, observée sur
la relation courant-potentiel (Figure 3.1.3.1B) ce qui indique que l'augmentation
d’Ina, Max €St principalement due a un changement dans les propriétés d’activation

des canaux sodiques.
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Figure 3.1.3.2 La perfusion
d’acides gras libres diminue la
disponibilité des canaux
sodiques

A) Le protocole standard de
stimulation utilisé afin de mesurer
la  disponibilité des canaux
sodiques consiste en une série
d’'impulsions de conditionnement
de 500 ms par incrément de 5 mV
a partir d’un potentiel membranaire
de maintien de -120 mV, suivie
d’'une impulsion test a -10 mV. La
partie du bas représente un tracé
de courant représentatif ou seule
la partie correspondante a
l'impulsion test est représentée. B)
Les courbes d’inactivation sham et
IH ont été obtenues selon le
rapport (Ina/Inamvax) €t lissées selon
la formule de Boltzmann. (Sham :
n=8 ; IH : n=14). Valeurs = SEM.
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3.1.3.3 La perfusion systémique d’acides gras libres augmente I'amplitude du

courant de fenétre

Les résultats obtenus montrent que la perfusion d’acides gras libres décale
significativement les courbes d’activation (m.) et d’inactivation (h.) vers des
potentiels plus hyperpolarisés. La superposition des courbes d’activation et
d’inactivation délimite une région appelée ‘courant de fenétre’ (l,). Dans cette
région, la population de canaux s’équilibre entre différents états (ouverts, fermés et
inactivés) ce qui entraine la présence d’'un courant dépolarisant dit de fuite. La
figure 3.1.3.3A représente la superposition des courbes m>. et h. en condition
sham et IH et montre que la région correspondante au courant de fenétre est
décalée vers des potentiels plus hyperpolarisés. La valeur du courant de fenétre
est obtenue par la multiplication de la conductance du courant (Gyax) pour toutes
les forces électromotrices utilisées (Vy-Ena) par les valeurs de V4, (activation et
inactivation) selon le modeéle d’Hodgkin et Huxley : Guax * he * m*. * (Vi = Einy). La
figure 3.1.3.3B montre que l'amplitude du courant de fenétre sodique est
augmentée en condition IH. L’augmentation de I'amplitude du courant de fenétre
peut avoir plusieurs conséquences sur l'activité électrique cardiaque. Selon nos
résultats, le courant de fenétre est augmenté pour des potentiels compris entre -80
mV et -40 mV et est décalé vers des potentiels plus négatifs. L’amplitude d’l,, est
donc plus grande en condition IH pour des potentiels proches du potentiel
membranaire de repos. Cela peut donc augmenter 'excitabilité en augmentant la
quantité de courant activé durant la diastole. Mais il peut également étre
responsable d’une surcharge calcique intracellulaire par lintermédiaire de
'échangeur sodium/calcium (Na/Ca). L’échangeur Na/Ca permet de faire sortir
trois ions sodium et entrer un ion calcium dans la cellule. Son mode de
fonctionnement dépend du potentiel membranaire et peut étre par conséquent
inversé. Une augmentation du courant de fenétre sodique entraine donc une
augmentation de la concentration intracellulaire en ions sodium qui sont ensuite
expulsés en dehors de la cellule par I'échangeur Na/Ca. En contrepartie, la

concentration intracellulaire en ions calcium augmente. |, module donc le gradient

61



de calcium et sodium intra et extracellulaire, mais contribue également au potentiel

membranaire de repos.
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Figure 3.1.3.3 La perfusion
d’acides gras libres circulants
augmente le courant de
fenétre sodique

A) Superposition des courbes
d’activation et d’inactivation pour
les conditions Sham et IH. Les
courbes ont été lissées selon la
formule de Boltzmann. B)
Courant de fenétre voltage
dépendant pour le courant
sodique en condition sham et IH
exprimé en densité. (Sham:
n=8;IH : n=11).
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3.1.3.4 La perfusion systémique d’acides gras libres augmente faiblement le temps

de réactivation des canaux sodiques

La période réfractaire cardiaque est fortement tributaire de la récupération
des canaux sodiques a partir de leur état inactivé et est impliquée dans de
nombreux types d'arythmies telles que les phénoménes de réentrées. Afin de
déterminer si le traitement |IH modifie le temps de réactivation des canaux
sodiques, nous avons utilisé un protocole composé d’'un double pulse test (S1-S2)
a -20 mV avec un intervalle de temps (At) croissant de 5 ms. Aprés la premiére
stimulation S1, les canaux se retrouvent inactivés. Lorsque lintervalle At est court,
une faible quantité de canaux est réactivée. Plus At augmente et plus la quantité
de canaux disponibles augmente. La figure 3.1.3.4A montre un tracé de courant
représentatif obtenu grace au protocole de stimulation illustré dans lI'encart. La
figure 3.1.3.4B montre que la perfusion d’acides gras libres augmente le temps de
réactivation des canaux sodiques (T-test). Les courbes ont été obtenues suite a un
lissage double exponentiel. Les valeurs des constantes de temps rapide (1,) sont
de 18.0 £ 0.5 ms et 14.36 + 0.4 ms pour les conditions sham et IH. Les valeurs des
constantes de temps lent (1)) sont de 51.1 £ 9.7 et 47.9 + 8.5 respectivement pour
les conditions sham et IH. La perfusion d’acides gras libres augmente uniquement

la composante rapide (T;) du temps de réactivation des canaux sodiques.
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Figure 3.1.3.4 L’augmentation
d’acides gras libres circulants
chez le chien augmente le
temps de réactivation des
canaux sodiques

A) Protocole standard double
pulse (S1-S2) de -20 mV avec un
intervalle de temps (At) croissant
de 5 ms. B) Courbes de
réactivation pour les conditions
sham et IH. Les courbes ont été
obtenues par le rapport de : Ina
(S2/S1) en fonction de At et
lissées par une fonction double
exponentielle. (Sham: n=6; IH:
n=10). Valeurs = SEM.
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Sham IH
Ina, PA/PF 41.4+19 58.4 + 7.4*
GNa, Max;s pS/pF 20+ 0’2 2’2 + 0’1
Activation
Vi, mV -33.7+0.2 -44 .4 + 0.2*
k, mV 4,7£0,2 4,1+0,1
Inactivation
V1/2, mV -66.7+ 0.4 -70.8 £ 02*
k, mV 8.1+0.3 6.8+0.2
Réactivation
A, 09+0.2 0.9 £0.1
T, Ms 18.0+0.5 14.36 +0.4*
A 0.1+0.1 0.1+0.2
T, MS 479+8.5 51.1+9.7

Tableau 1 Paramétres biophysiques du courant sodique pour les conditions
controle et IH

Ina correspond au courant sodique ; Gna, max @ la conductance maximum ; V4, au potentiel
de demi-(in)activation ; k au facteur de pente de I'(in)activation ; 1, et 1, aux constantes de
temps rapide et lente de la réactivation; A, et A, correspondent respectivement aux
amplitudes rapide et lente associées aux constantes de temps. 'P<0.05, T-test et F-Test.
Valeurs £ SEM.

En résumé, nous avons développé un modele canin mimant les premieres
étapes du développement d'un diabéte de type 2 (DT2). Notre modele nous a
permis d’étudier les changements précoces intervenant avant I'établissement d’un
DT2. L’absence de stress chez nos animaux est un facteur primordial pour I'étude
du meétabolisme des acides gras. Nos résultats montrent que la procédure
n’engendre aucune modification des taux d’ACTH et de cortisol et qu'une co-

perfusion d’intralipides-héparine pendant 8 heures augmente significativement les
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taux plasmatiques de TG et d’AGNE. Cette augmentation aigué des taux circulants
d’acides gras libres est néanmoins suffisante pour observer des modifications a
long terme sur les propriétés électrophysiologiques des canaux sodiques. Nos
résultats montrent que le seuil d’activation ainsi que le pic de courant sodique ont
été décalés de 5 mV vers des potentiels plus négatifs. La perfusion d’acides gras
libre augmente donc l'excitabilité puisque le seuil d’activation des canaux sodiques
est plus proche du potentiel membranaire de repos en condition IH. Nos résultats
montrent également une diminution significative de la disponibilité en condition IH.
Le décalage des courbes d’activation et d’inactivation entraine une augmentation
de l'amplitude du courant de fenétre pour des potentiels intervenant durant la
phase de diastole (entre -80 et -40 mV) et un décalage du pic de -35 a -50 mV.
Finalement, le temps de réactivation des canaux sodiques n’est pas altéré suite au
traitement IH.

Les résultats de cette étude ont dailleurs été publies depuis : Biet M,
Morin N, Benrezzak O, Naimi F, Bellanger S, Baillargeon JP, Chouinard, L, Gallo-
Payet N, Carpentier AC, Dumaine R. Lasting alterations of the cardiac sodium
current by short term hyperlipidemia as a mechanism for initiation of cardiac

remodeling. American Journal of Physiology - Heart and Circulatory Physiology.
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3.2 L’exposition in-utero a la nicotine chez des lapins nouveau-nés modifie
les paramétres biophysiques des canaux sodiques, augmente la densité d’I,

et abolit les effets d’une stimulation adrénergique

Les nouveau-nés touchés par le SMSN ne présentent pas de réflexe d’auto-
ressuscitation. Dans le but de vérifier si une exposition in-utero a la nicotine abolit
la réponse d’lya @ une stimulation adrénergique, nous avons étudié les propriétés
électrophysiologiques du courant sodique au niveau de l'oreillette droite chez des

lapins nouveau-nés de 37 jours exposés ou non a la nicotine.

3.2.1 L’exposition in-utero a la nicotine augmente la densité de courant Iy, et

décale la courbe d’activation des canaux sodiques vers des potentiels plus négatifs

Dans un premier temps, nous avons déterminé les propriétés biophysiques
des canaux sodiques en conditions sham et nicotine. Aucune donnée concernant
I'effet de la nicotine sur les canaux sodiques cardiaques n’est présente dans la
littérature. Cependant, I'exposition in-utero a la nicotine est reliée a des troubles du
rythme. La figure 3.2.1A montre deux tracés de courants représentatifs en
condition sham et nicotine. La figure 3.2.1B correspondant aux courbes courant-
potentiel (I/V) obtenues pour les différentes conditions, montre que la nicotine a
augmenté I'amplitude du courant maximum d’lya de 32%. En effet, la figure 3.2.1C
montre que la densité maximale d’lya augmente significativement de -60,9 + 9,2
pA/pF a -89,6 + 8,3 pA/pF (p<0.05, T-test). Nos résultats montrent également
gu’une exposition in-utero a la nicotine a décalé le seuil d’activation des canaux
sodiques de -60 mV a -75 mV et le courant de pic Ina de -30 a -40 mV (Figure
3.2.1B). Ces changements indiquent que la nicotine a modifié la dépendance au
voltage des canaux sodiques, mais a également augmenté I'excitabilité cardiaque.
En effet, I'excitabilité dépend de la valeur du seuil d’activation des canaux
sodiques. Plus cette valeur se rapproche du potentiel membranaire de repos et
plus I'excitabilité est grande. L’analyse des courbes d’activation d’'Iya montre que la
nicotine a décalé le potentiel de demi-activation des canaux sodiques de -37.5
0.2 mV a -53.4 £+ 0.3 mV (Figure 3.2.1D). En revanche, la figure 3.2.1E montre

que la nicotine n’a pas modifié la conductance maximale des canaux sodiques
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déterminée par la valeur de la pente de la partie linéaire de la courbe I/V exprimée
en densité de courant. Ces résultats indiquent que la nicotine semble avoir affecté
a la fois les propriétés d’activation ainsi que le niveau d’expression des canaux
sodiques. Par conséquent, I'exposition in-utero a la nicotine risque d’augmenter

I'excitabilité cardiaque.
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Figure 3.2.1 L’exposition in-utero a la nicotine augmente I'amplitude du courant
sodique et décale la courbe d’activation vers des potentiels plus négatifs chez le

lapin nouveau-né de 37 jours

A) Tracés de courants sham et nicotine obtenus suite a une stimulation de 30 ms a -30
mV a partir d’'un potentiel de maintien de -120 mV. Le protocole au complet est composé
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d'une série de stimulations allant de -90 a +40 mV par incréments de 5 mV a partir d’'un
potentiel de maintien de -120 mV. B) Relation courant-voltage (I/V) exprimée en densité
de courant (pA/pF). Les courants enregistrés ont été normalisés par la capacitance de leur
cellule respective et sont représentés en fonction du potentiel appliqué pour les conditions
sham et nicotine. C) Histogramme des amplitudes maximums d’ly,. D) Les valeurs de
conductance pour chaque potentiel ont été calculées suivant le rapport In./(Vm-Eya). Les
courbes ont été lissées selon la formule de Boltzmann. L’exposition in-utero a la nicotine a
significativement décalé le potentiel de demi-activation (p<0.05, F-test). E) Histogramme
des conductances maximales déterminées par la valeur de la pente de la partie linéaire de
la courbe IV (pA/pF). (Sham : n=8 ; Nicotine : n=8). *P<0,05; T-test. Valeurs + SEM.

3.2.2 L’exposition in-utero a la nicotine diminue la disponibilité des canaux

sodiques chez le lapin nouveau-né de 37 jours

Afin de déterminer si le décalage du pic de courant Iy, en condition nicotine
n’était pas di a une modification de la disponibilité des canaux sodiques, nous
avons analysé la dépendance au voltage de I'inactivation des canaux sodiques en
conditions sham et nicotine. La figure 3.2.2A montre le protocole de stimulation
utilisé ainsi qu’un tracé de courant représentatif ou seule la partie correspondante
au pulse test est représentée. Les courbes d’inactivation sham et nicotine ont été
obtenues selon le rapport (Ina/Inamax) €t lissées selon la formule de Boltzmann
(Figure 3.2.2B). L’exposition in-utero a la nicotine a décalé négativement le V4,
d’'inactivation (F-test; Voir Tableau 2). Afin d’expliquer 'augmentation d’lna, max
observée sur la courbe I/V, la disponibilité aurait d0 étre décalée vers des
potentiels plus positifs. Cela signifie donc que l'augmentation du courant en
condition nicotine est principalement due a un changement dans I'activation et a

une possible surexpression des canaux sodiques.

70



A)

-10 mV

-120 mV

500 ms
—

2nA‘

4 ms
B) m Sham ® Nicotine
1,0
0,8+
s 0,6
B
\g 0,44

0,2+

0,01 r '
-120 -100 -80 -60

Potentiel Membranaire (mV)

Figure 3.2.2 L’exposition in-utero a la
nicotine diminue la disponibilité des
canaux sodiques chez le lapin nouveau-
né de 37 jours

A) Le protocole standard de stimulation
utilisé afin de mesurer la disponibilité des
canaux sodiques consiste en une série
d’'impulsions de conditionnement de 500
ms par incrément de 5 mV a partir d’'un
potentiel membranaire de maintien de -120
mV, suivie d’'un pulse test a -10 mV. La
partie du bas représente un tracé de
courant représentatif ou seule la partie
correspondante au pulse test est
représentée. B) Les courbes d’inactivation
sham et nicotine ont été obtenues selon le
rapport (Ina/namvax) €t lissées selon la
formule de Boltzmann. (Sham: n=7;
Nicotine : n=8). Valeurs £ SEM.
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3.2.3 L’exposition in-utero a la nicotine abolit les effets d’'une stimulation [3—

adrénergique sur Iy

Afin de vérifier 'hypothése d’'une défaillance de la réponse adrénergique
chez les lapins exposeés in-utero a la nicotine, nous avons incubé pendant 30
minutes les cardiomyocytes isolés avec 10 uM d’isoprotérénol. La figure 3.2.3A
illustre les différents tracés représentatifs obtenus suite a I'application de 10 yM
d’isoprotérénol en conditions sham et nicotine suivant le protocole de stimulation
indiqué dans I'encart. La figure 3.2.3B correspond aux courbes I/V pour les deux
conditions. Nos résultats montrent que lisoprotérénol a pratiguement doublé
'amplitude d’Ina max de -60,9 + 9,2 pA/pF a -115,9 £ 10,3 pA/pF en condition sham
alors qu’en condition nicotine, les deux courbes se superposent (Figure 3.2.3C ;
Tableau 2). En condition sham, I'isoprotérénol a décalé le seuil d’activation des
canaux sodiques de -5 mV, le courant de pic Iy, de -15 mV (Figure 3.2.3B) et le
V12 des canaux sodiques de -14 mV (Figure 3.2.3E). Ces résultats indiquent que
l'isoprotérénol augmente I'excitabilité en rapprochant le seuil d’ouverture des
canaux sodiques du potentiel membranaire de repos. En revanche, en condition
nicotine, l'isoprotérénol n’a eu aucun effet sur le V4, (Tableau 2). La figure 3.2.3D
montre que lisoprotérénol n’a pas modifié la conductance maximale des canaux
sodiques (Tableau 2). L'isoprotérénol est connue pour augmenter I'expression des
canaux sodiques via la stimulation de la PKA et PKC (Schreibmayer et al., 1991;
Murray et al., 1997; Zhou et al., 2000; Hallag et al., 2006, 2012). Une sur-
stimulation de la voie sympathique en condition nicotine peut donc avoir pour effet
d’augmenter chroniquement le taux d’adrénaline circulante ainsi que I'expression
des canaux sodiques et par conséquent d’augmenter 'amplitude d’Ina, max- EN
résumé, nos résultats indiquent que I'exposition in-utero a la nicotine abolit les
effets d’'une stimulation R—adrénergique sur les propriétés biophysiques d’ly, et

qgue les animaux nicotines semblent étre sous une dominance sympathique.
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Figure 3.2.3 L’exposition in-utero a la nicotine abolit les effets d’une stimulation R—
adrénergique sur ly,

A) Tracés de courants contrbles et traités (30 minutes avec 10 yM d’isoprotérénol) pour
les conditions sham et nicotine. Les courants représentés ont été obtenus suite a une
stimulation de 30 ms a -30 mV a partir d’'un potentiel de maintien de -120 mV. Le protocole
au complet est composé d'une série de stimulations allant de -90 a +40 mV par
incréments de 5 mV a partir d’'un potentiel de maintien de -120 mV. B) Relations courant-
voltage (I/V) exprimées en densité de courant (pA/pF). Les courants enregistrés ont été
normalisés par la capacitance de leur cellule respective et sont représentés en fonction du
potentiel. C) Densités des courants Iy, maximums pour les conditions sham et nicotine
avec et sans isoprotérénol. L’isoprotérénol double le courant en condition sham mais ne
modifie pas 'amplitude d’ly, en condition nicotine. D) Histogramme des conductances
maximales sham et nicotine pour les conditions contrdles et traités. E) Les valeurs de
conductance pour chaque potentiel ont été calculées suivant le rapport Iy./(Vm-Eya). Les
courbes ont été lissées selon la formule de Boltzmann. L’isoprotérénol décale
significativement la courbe d’activation sham vers des potentiels plus hyperpolarisés
(p<0.05, F-test) tandis que les courbes nicotine/isoprotérénol se superposent. (Sham:
n=8 ; +Iso : n= 9 ; Nicotine : n=8 ; +Iso : n=6). **P<0,01, T-test. Valeurs + SEM.

3.2.4 L’isoprotérénol diminue la disponibilité des canaux sodiques

Hormis I'amplitude maximum d’lna, les précédents résultats nous montrent
que les données sham/lsoprotérénol sont trés proches de celles des lapins
exposés a la nicotine. Nous avons voulu déterminer si leffet de 10 uM
d’isoprotérénol entrainait, comme la nicotine, un décalage négatif de la courbe de
disponibilité des canaux sodiques en condition sham afin de vérifier I'hypothése
d’'une dominance sympathique. La figure 3.2.4A correspond aux tracés de
courants représentatifs d’inactivation pour les conditions sham et nicotine obtenus
grace au protocole de stimulation schématisé au-dessus. Les courbes
d’inactivation sham et nicotine ont été obtenues selon le rapport (Ina/Inamax) €t
lissées selon la formule de Boltzmann (Figure 3.2.4B). L’isoprotérénol a décalé
significativement le V4, d’inactivation en condition sham, tandis que les courbes
nicotine et nicotine/lsoprotérénol se superposent. Cependant, le faible décalage
induit par l'isoprotérénol en condition sham est similaire a celui induit par la
nicotine (cf figure 3.2.2B). Les valeurs des Vi pour les conditions
sham/Isoprotérénol et nicotine sont respectivement de -85.3 + 0.2 mV et -85.3 +
0.1 mV. Toutes les valeurs des V4, sont résumées dans le tableau 2. Ces

résultats nous indiquent donc que la nicotine abolit les effets de 10 uM
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d’isoprotérénol sur la disponibilité des canaux sodiques. En effet, le décalage de la
courbe de disponibilité des canaux sodiques induit par une exposition in-utero a la
nicotine est identique a celui induit par 10 uM d’isoprotérénol en condition sham.
Ces résultats sont donc en accord avec I'hypothése d’'un état de dominance

sympathique chez les animaux exposés in-utero a la nicotine.
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/ M
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Figure 3.2.4 L’isoprotérénol diminue pas la disponibilité des canaux sodiques

A) Le protocole standard de stimulation utilisé afin de mesurer la disponibilité des canaux
sodiques consiste en une série d’'impulsions de conditionnement de 500 ms par incrément
de 5 mV a partir d’'un potentiel membranaire de maintien de -120 mV, suivie d’'un pulse
test a -10 mV. La partie du bas représente un tracé de courant représentatif pour les
conditions sham et nicotine non exposés a 10 uyM d’isoprotérénol ou seule la partie
correspondante au pulse test est représentée. B) Les courbes d’inactivation ont été
obtenues selon le rapport (Ina/inamax) €t lissées selon la formule de Boltzmann. (Sham :
n=7 ; +lso : n= 8 ; Nicotine : n=8 ; +Iso : n=7). Valeurs + SEM.

Sham Nicotine
Controéle Isoprotérénol Contréle Isoprotérénol

Ina, PA/PF -60,9+9.2 | -1159+10,3™ | -89,6 +8,3* -90,5 + 16,8
GnNa, Max, PS/pF 29+0,2 3,1+£0,2 3.1+£0,3 3.2+0.2
Activation

Vi, mV -37.0+0.2 51.0+00" 495+ 0.3* -46.5+ 0.4

k, mV 6.7+0.2 54+0,4 77+0,3 7,1+03
Inactivation

Vi, mV -81.3+0.2 -85.3mV+0.2* | .853+0.1* -84.1 mV £0.1

k, mV 6.9+0.2 6.4 +0.1 6.7 + 0.1 6.4+0.1

Tableau 2 Paramétres biophysiques du courant sodique pour les conditions sham
et nicotine

Ina correspond au courant sodique ; Gna, max @ la conductance maximum ; V4, au potentiel
de demi-(in)activation ; k au facteur de pente de I'(in)activation ; 1, et 1, aux constantes de
temps rapide et lente de la réactivation. *P<0.05 nicotine vs sham, T-test et F-test;
P<0.01 isoprotérénol vs controle, T-test et TP<0.05 iso vs contréle F-test. Valeurs + SEM.

En résumé, nous avons montré qu’une exposition in-utéro a la nicotine
modifiait les paramétres d’activation des canaux sodiques et augmentait
I'excitabilité cardiaque (décalage négatif de la relation courant-potentiel). Le seuil
d’activation des canaux sodiques et le pic de courant sont respectivement décalés
de -15 mV et -10 mV chez les lapins exposés a la nicotine. Nous avons également
étudié la réponse adrénergique en appliquant 10 uM d’isoprotérénol afin de vérifier

I'hypothese de I'étude. Nos résultats montrent que l'isoprotérénol double la densité
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de courant et décale la courbe d’activation des canaux sodiques de -12 mV chez
les lapins sham. En revanche, les lapins exposés a la nicotine ne répondent pas a
une stimulation B-adrénergique. Cependant, il est important de noter que les
valeurs des conductances maximales et des V1, (m. et h.) sham / +Isoprotérénol
sont similaires aux valeurs obtenues en condition nicotine. lls semblent donc
qu’'une exposition in-utero a la nicotine soit responsable d’une augmentation
chronique des taux d’adrénaline et de nor-adrénaline ayant pour conséquence
d’activer de fagon permanente les récepteurs B-adrénergiques. Ces résultats
pourraient expliquer en partie l'origine du SMSN qui serait notamment due a la
présence d’une dominance sympathique et a une désensibilisation des récepteurs

B-adrénergique.
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3.3 L’épilepsie augmente la densité du courant ly,, augmente I'amplitude
d’Ina. et modifie 'activité des protéines kinases A et C sur les parameétres

biophysiques des canaux sodiques

Post ictus, certains patients épileptiques présentent au niveau cardiaque
des bradycardies, des blocs de conduction ainsi qu’'un intervalle QT allongé
pouvant mener aux MSIE. Ces parameétres sont influencés par les canaux
sodiques. En effet, une augmentation de I'amplitude d’Ina. @insi qu’une diminution
de la disponibilité des canaux sodiques peuvent respectivement augmenter la DPA
et ralentir la conduction de l'influx électrique et favoriser I'apparition de BAV. De
telles modifications peuvent entrainer I'apparition d’arythmies Iétales comme des
torsades de pointes. Afin de déterminer les effets de I'épilepsie sur les propriétés
biophysiques des canaux sodiques cardiaques, nous avons utilisé un modele de
rats présentant un SE. De plus, le développement des bradycardies indique que le
tonus sympatho-vagal est également modifié post ictus chez les patients
épileptiques. Les stimulations sympathiques et parasympathiques activent
respectivement les récepteurs B-adrénergiques et muscariniques qui sont des
récepteurs couplés a des protéines G respectivement activatrice et inhibitrice.
Selon la voie qui est activée, cela va engendrer une activation ou inhibition des
PKA et PKC qui sont des protéines kinases connues pour modifier le niveau
d’expression et les paramétres biophysiques des canaux sodiques. Afin d’étudier
'hypothése d’'une modification du tonus sympatho-vagal induite par I'épilepsie,
nous avons également analysé les effets d’'une stimulation B-adrénergique et

évalué l'influence de la PKA et PKC sur le courant Insa.

3.3.1 L’épilepsie augmente I'excitabilité cardiaque, diminue la disponibilité et réduit

le temps de réactivation des canaux sodiques

3.3.1.1 L’épilepsie augmente la densité de courant Iy, et décale la courbe

d’activation des canaux sodiques vers des potentiels plus négatifs

L’épilepsie est caractérisée par une hyperactivité cérébrale et la survenue
d’arythmies cardiaques parfois létales. Afin de vérifier la possible implication du
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courant sodique dans la genése de ces arythmies, nous avons tout d’abord étudié
les densités de courant ainsi que les parameétres d’activation des canaux sodiques
chez des rats sham et épileptique. La figure 3.3.1.1A montre deux tracés de
courants représentatifs en condition sham et épileptique. La figure 3.3.1.1B
correspondant aux relations courant-potentiel (I/V) obtenues pour les différentes
conditions, montre que I'épilepsie a augmenté I'amplitude du courant maximum
d’Ina d’environ 18%. En effet, la figure 3.3.1.1C montre que la densité maximale
d’'Ina @ significativement augmenté de -74,7 + 5,1 pA/pF a -91,6 + 6,2 pA/pF
(p<0.05, T-test). Nos résultats montrent également que I'épilepsie a décalé a la
fois le seuil d’activation des canaux sodiques et le courant de pic Iy, de -5 mV
(Figure 3.3.1.1B). Ces changements indiquent que [I'épilepsie a modifié la
dépendance au voltage des canaux sodiques. L’analyse des courbes d’activation
d’Ina montre que I'épilepsie a décalé le V4, de -42.8 £ 0.3 mV a -48.6 £ 0.3 mV
(Figure 3.3.1.1D). Enfin, la figure 3.3.1.1E montre que I'épilepsie n’a pas modifié
la conductance maximale des canaux sodiques. Ces résultats indiquent que
I'épilepsie a augmenté [I'excitabilité cardiaque en modifiant les propriétés
d’activation des canaux sodiques (décalage négatif de la courbe m.,) ainsi que la
densité de courant. L’augmentation de la densité peut avoir deux explications.
Premiérement, le décalage négatif de la courbe m. peut expliquer cette
augmentation. A -40 mV par exemple, il y a plus de canaux activés en condition
épileptique comparativement aux sham (Figure 3.3.1.1D), ce qui peut expliquer la
plus grande amplitude d’Iya pour ce méme voltage (Figure 3.3.1.1B).
Deuxiemement, 'augmentation de la densité de courant peut étre due a une
surexpression de canaux sodiques. L’apparition de bradycardie étaye I'hypothese
d’'un déseéquilibre du tonus sympatho-vagal chez les patients épileptiques. Par
conséquent, un déréglement de ce tonus entraine alors une modification de
lactivité de PKA et PKC qui sont des protéines kinases pouvant modifier les
parametres biophysiques et le niveau d’expression des canaux sodiques
(Schreibmayer et al., 1991; Murray et al., 1997; Zhou et al., 2000; Hallaq et al.,
2006, 2012).
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Figure 3.3.1.1 L’épilepsie augmente I'amplitude du courant sodique et décale la
courbe d’activation vers des potentiels plus négatifs

A) Tracés de courants sham et épileptique obtenus suite a une stimulation de 30 ms a -30
mV a partir d’'un potentiel de maintien de -120 mV (encart). Le protocole au complet est
composé d’une série de stimulations allant de -90 a +40 mV par incréments de 5 mV a
partir d’'un potentiel de maintien de -120 mV. B) Relations courant-voltage (I/V) exprimées
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en densité de courant (pA/pF). Les courants de pic ont été normalisés par la capacitance
de leur cellule respective et sont représentés en fonction du potentiel appliqué pour les
conditions sham et épileptique. C) Histogramme des amplitudes maximums d’Iy,.
L’épilepsie augmente significativement Iya wmax- D) Les valeurs de conductance pour
chaque potentiel ont été calculées suivant le rapport In./(Vm-Eyg) et les courbes lissées
selon la formule de Boltzmann. L’épilepsie décale significativement le potentiel de demi-
activation vers des potentiels plus hyperpolarisés (p<0.05, F-test). E) Histogramme des
conductances maximales déterminées par la valeur de la pente de la partie linéaire de la
courbe IV (pA/pF). (Sham : n=21 ; Epileptiques : n=35). *P<0.05, T-test. Valeurs + SEM.

3.3.1.2 L’épilepsie diminue la disponibilité des canaux sodiques

Un changement dans la disponibilité des canaux sodiques pourrait étre
responsable du décalage du pic de courant sodique observé en condition
épileptique. Afin de vérifier cette hypothése, nous avons analysé la dépendance au
voltage de l'inactivation des canaux sodiques en conditions sham et épileptique. La
figure 3.3.1.2A correspond au protocole de stimulation utilisé et montre un tracé
de courant représentatif ou seule la partie correspondante au pulse test est
représentée. Les courbes d’inactivation sham et épileptique ont été obtenues selon
le rapport (Ina/Inamax) €t lissées selon la formule de Boltzmann (Figure 3.3.1.2B).
L’épilepsie a faiblement, mais significativement décalé le potentiel de demi-
inactivation de -80,8 £+ 0,1 mV a -83.8 £ 0.1 mV. La disponibilit¢ des canaux
sodiques est donc réduite pour des potentiels plus dépolarisés en condition
épileptique. Ce résultat ne permet pas d’expliquer 'augmentation d’Iya, max Observé
sur la courbe 1I/V. Cela signifie donc que I'augmentation du courant en condition
épileptique est principalement due a un changement dans l'activation et a une

possible surexpression des canaux sodiques.
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Figure 3.3.1.2 L’épilepsie diminue la
disponibilité des canaux sodiques

A) Le protocole standard de stimulation
utilisé afin de mesurer la disponibilité
des canaux sodiques consiste en une
série d'impulsions de conditionnement
de 500 ms par incrément de 5 mV a
partir d’'un potentiel membranaire de
maintien de -120 mV, suivie d’'un pulse
test a -10 mV. La partie du bas
représente un tracé de courant
représentatif ou seule la partie
correspondante au pulse test est
représentée. B) Les courbes
d’'inactivation sham et épileptique ont
été obtenues selon le rapport
(Ina/Inavax)- LeS courbes ont été lissées
selon la formule de Boltzmann. (Sham :
n=21; Epileptique : n=17). (p<0.05, F-
test). Valeurs £ SEM
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3.3.1.3 L’épilepsie augmente le temps de réactivation des canaux sodiques

Des enregistrements d’ECG de patients en pleine crise d’épilepsie ont
révélé I'apparition de bradycardies suivies parfois de blocs de conduction. Un bloc
de conduction se traduit sur un ECG par une dissociation de 'onde P du complexe
QRS. Le nceud auriculo-ventriculaire (AV) joue un réle de péage et régule la
transmission de linflux électrique entre les oreillettes et les ventricules. Dans un
cas de BAV, [linflux électrique provenant des oreillettes n’engendre pas
systématiquement une contraction des ventricules. Un défaut dans les propriétés
de réactivation des canaux sodiques peut étre responsable de ce genre
d’anomalie. En effet, si le temps de réactivation d'un canal augmente, la
stimulation suivante sera retardée. Combinées avec une augmentation de
I'excitabilité, de telles modifications peuvent perturber le bon fonctionnement du
nceud AV et étre responsables de I'apparition de bloc de conduction. Dans le but
de vérifier si I'épilepsie modifie le temps de réactivation des canaux sodiques, nous
avons utilisé un protocole standard de double pulse. Plus précisément, le protocole
est composé d’'un double pulse test (S1-S2) a -20 mV avec un intervalle de temps
(At) croissant de 5 ms afin de mesurer le temps de réactivation des canaux
sodiques a partir des états inactivés. La figure 3.3.1.3A montre un tracé de
courant représentatif obtenu gréace au protocole de stimulation illustré dans
I'encart. La figure 3.3.1.3B correspond aux courbes de réactivation en conditions
sham et épileptique. La fraction de courant réactivable (courant relatif) est
exprimée en fonction de lintervalle de temps (At). Les courbes ont été obtenues
suite a un lissage double exponentiel. Les valeurs des constantes de temps rapide
(1r) associées aux amplitudes A exprimées en pourcentage sont respectivement
de 12.17 £ 0.29 ms (~75%) et 13.64 + 0.39 (~60%) ms pour les conditions sham et
épileptique. Les valeurs des constantes de temps lentes (1)) associées aux
amplitudes A, exprimées en pourcentage sont respectivement de 44.2 + 1.76 ms
(~25%) = et 57.99 + 1.28 ms (~40%) pour les conditions sham et épileptiques.
Pour un méme intervalle de temps, I'épilepsie diminue la quantité de canaux
réactivés. Nos résultats renforcent I'hypothése énoncée auparavant et montrent

que I'épilepsie augmente le temps de réactivation des canaux sodiques pouvant
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étre a l'origine de I'apparition de BAV. Puisque la conduction semble étre ralentie

en condition épileptique, ces résultats s’‘opposent donc a l'augmentation de

I'excitabilité cardiaque, mais sont en revanche compatibles avec le développement
de bradycardie et de BAV.
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Figure 3.3.1.3 L’épilepsie augmente
le temps de réactivation des canaux
sodiques

A) Protocole standard double pulse
(S1-S2) de -20 mV avec un intervalle
de temps (At) croissant de 5 ms utilisé
afin de mesurer le temps de
réactivation des canaux sodiques a
partir des états inactivés. B) Courbes
de réactivation pour les conditions
sham et épileptique. Les courbes ont
été obtenues selon le rapport: Ina
(S2/S1) en fonction de At et lissées par
une fonction double exponentielle.
(Sham: n=22; Epileptique: n=33).
Valeurs + SEM.
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3.3.2 L’épilepsie augmente I'amplitude d’Ina. @insi que la participation des nNaVs a

INaL

Certains patients épileptiques dépourvus de mutations ont également la
particularité de présenter un intervalle QT allongé. Le courant Iya. participe a la
phase de plateau du PA et peut donc moduler la durée de repolarisation et étre a
I'origine de l'allongement de l'intervalle QT. Afin de vérifier cette hypothése, nous
avons analysé I'amplitude d’Ina. en conditions sham et épileptique. Le courant Ina.
est généré par différents types de canaux sodiques au niveau cardiaque : NaV1.5
et les nNaVs. |l est possible de discriminer ces deux types de courants grace a
leurs différentes affinités pour la TTX. Dans le but de déterminer si I'épilepsie
modifiait également la participation des différents types de canaux sodiques a IaL,
nous avons utilisé différentes concentrations de TTX afin de bloquer séparément
les canaux sodiques TTX-sensibles (nNaVs, 1nM) et TTX-résistants (NaV1.5, 1
MM). La ligne de zéro courant est obtenue suite a la perfusion de 25 yM de TTX et
a lutilisation d’un potentiel membranaire de -70 mV. Avant de présenter les
résultats obtenus concernant Ina, deux précisions doivent étre apportées.
Premiérement, toutes les valeurs d’Iya. €xprimées en densités de courant (pA/pF)
et présentées dans les figures 3.3.2.1 et 3.3.2.2 ont été obtenues suite a la
soustraction du courant résiduel (zéro courant) au courant total mesuré. Les
résultats présentés ci-dessous refletent donc I'amplitude réelle d’ly,. dans les
différentes conditions étudiées. Deuxiemement, chaque cellule est son propre
contrble, ce qui signifie que les valeurs d’amplitudes d’Ina. contréle, 1nM, 1uM et
25 UM (Vh: -70 mV) ont été obtenues sur la méme cellule. La figure 3.3.2.1A
montre deux tracés de courant Iy, contréle et aprés perfusion des différentes
concentrations de TTX obtenus grace au protocole de stimulation illustré dans
'encart. La figure 3.3.2.1B montre les différentes densités de courant maximales
d’Ina. Obtenues pour un potentiel membranaire de -10 mV en fonction de la
concentration de TTX appliquée. Nos résultats montrent que [I'épilepsie a
significativement augmenté I'amplitude maximale d’'Iya. de 1.5 + 0.2 pA/pF a 2.3
0.3 pA/pF. La figure 3.3.2.1B montre également que I'épilepsie modifie de fagon

significative la participation des canaux TTX-sensibles (nNaVs) a Ina.. En effet,
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apres l'application de 1 nM de TTX, 'amplitude du courant soutenu est diminuée
de 35% en condition sham alors qu’en condition épileptique, le courant est diminué
de 49%. Apres l'ajout de 1 nM de TTX, les valeurs d’Iya. Obtenues ne sont pas
significativement différentes (Tableau 3) entre les conditions sham et épileptique.
La fraction de courant insensible @ 1 nM de TTX est donc la méme dans les deux
conditions. Enfin, I'épilepsie n’a pas modifié I'effet de 1uM de TTX sur 'amplitude
d’InaL. Les valeurs obtenues sont trés proches puisqu’elles sont de 0.6 £ 0.2 pA/pF
pour les deux conditions. L’épilepsie ne modifie donc pas la participation de

NaV1.5 a InaL, mais en revanche augmente le taux de participation des nNaVs.
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Figure 3.3.2.1 L’épilepsie augmente I'amplitude de la composante soutenue du
courant sodique ainsi que la contribution des canaux sodiques TTX-sensibles

A) Tracés de courants Iy, contrbles, aprés ajout de 1 nM et 1uM de TTX. La ligne de base
(valeur du courant égale a zéro) est obtenue suite a I'utilisation de 25 uM de TTX et d’'un
potentiel membranaire de maintien (Vh) de -70 mV. L'encart correspondant au protocole
de stimulation utilisé afin de mesurer Iy, consiste en une suite de stimulations maintenues
pendant 300 ms de -100 mV a +20 mV par incrément de 10 mV a partir d’'un potentiel de
maintien de -120 mV. Les amplitudes d’ly,. ont été mesurées a la fin des 300 ms. B)
Histogramme des densités maximums du courant sodique Iy, en fonction de la
concentration de TTX perfusée. L’amplitude maximale est obtenue pour une valeur de
potentiel de -10 mV pour les conditions sham et épileptique. (Sham : n=13 ; Epileptique :
n=11). * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001, T-test. Valeurs + SEM

La figure 3.3.2.2A montre les relations courant/voltage obtenues pour les
conditions sham et épileptique. Toutes les amplitudes d’lya. ont été prises a la fin
des 300 ms afin de mesurer uniquement la composante soutenue du courant
sodique. En condition sham, nos résultats montrent que la TTX diminue 'amplitude
du courant pour des potentiels membranaires compris entre -30 et +10 mV. En
revanche, en condition épileptique, nos résultats montrent que la TTX diminue
'amplitude du courant sur une gamme de potentiels membranaires plus grande
comprise entre -60 et +10 mV. Lorsque I'on compare les courbes I/V sham et
épileptique, on peut s’apercevoir que la courbe sham présente un point d’inflexion
pour une valeur de potentiel de -30 mV. En effet, Ina. Nne présente aucune
sensibilité a la TTX pour les potentiels membranaires compris entre -100 et -30
mV, tandis qu’entre -30 et +10 mV le courant décroit progressivement suivant la
dose de TTX utilisée. Ces résultats illustrent parfaitement les différences
existantes entre les canaux NaV1.5 et les nNaVs. Le pic de courant de NaV1.5 se
situe a -30 mV et est résistant a la TTX, tandis que le pic de courant des nNaVs se
situe entre 0 et +10 mV et est trés sensible a la TTX. Les différences d’amplitudes
d’InaL entre les animaux shams et épileptiques ainsi que les différentes sensibilités
a la TTX indiquent que I'épilepsie a induit un remodelage ionique en faveur des
canaux sodiques sensibles a de faibles concentrations de TTX (nNaVs). Malgré
I'absence de point d’inflexion sur la courbe 1/V épileptique, le maximum de courant
InaL @ été obtenu pour une méme valeur de potentiel (-10 mV) dans les deux
conditions. La figure 3.3.2.2B montre les différentes densités de courant obtenues
en conditions sham et épileptique pour des potentiels membranaires de -30 et -10
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mV. Ces potentiels ont été choisis, car ils correspondent respectivement au
maximum de courant pour les canaux NaV1.5 et les nNaVs. En condition sham,
nos reésultats montrent que contrairement au pic de -30 mV, le courant obtenu a -
10 mV présente une sensibilité a 1 nM et 1 yM de TTX. En revanche, en condition
épileptique, les amplitudes d’lya. mesurées a -30 et -10 mV s’avérent étre
significativement bloquées par 1nM et 1 yM de TTX. Nos résultats montrent donc
que I'épilepsie entraine une augmentation de I'amplitude d’Ina. €n augmentant la
contribution des nNaVs. Ces résultats renforcent les observations faites sur les
ECG de patients épileptiques et étayent I'hypothése de limplication d’Ina. dans

I'allongement de l'intervalle QT.
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Figure 3.3.2.2 L’épilepsie augmente I"'amplitude d’ly,_ ainsi que la contribution des
nNaVs sur une large gamme de potentiels membranaires

A) Relations courant-voltage d’lya. exprimées en densité de courant (pA/pF) pour les
conditions sham et épileptique contréle et apres perfusion de 1 nM et 1 uM de TTX.
L’épilepsie augmente I'amplitude totale d’INaL. B) Histogramme représentant le maximum
de densité de courant en condition sham et épileptique (mesuré a 300 ms) en fonction du
potentiel membranaire et de la concentration de TTX appliquée. En condition sham
(histogramme de gauche), le courant obtenu pour un potentiel de -30 mV ne présente
aucune sensibilité a la TTX contrairement au pic de -10 mV. En condition épileptique
(histogramme de droite), 'ensemble des courants obtenus pour les potentiels de -30 et -10
mV est sensible @ 1 nM et 1 yM de TTX. (Sham : n=13 ; Epileptique : n=11).
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Sham Epileptique
Contréle (1nMTTX |1 puMTTX Contréle (1nMTTX |[1puMTTX
-30 mV (pA/pF) |-0.8+£0.1 |-0.8+£0.2 |-0.7x0.2 -1.6+£0.3 |-1.0+0.3* |-0.6+0.2***
-10 mV (pA/pF) |-1.5£0.2 |-1.0+0.2* [-0.6+0.2** |-23£0.3 |-1.2+0.3** [-0.6 + 0.2***

Tableau 3 Amplitudes du courant Iy, exprimées en pA/pF selon la concentration de
TTX perfusée pour les conditions sham et épileptique

Les valeurs correspondent a 'amplitude d’ly,. suite a la soustraction du courant résiduel.
Les valeurs de potentiels membranaires de -30 et -10 mV correspondent respectivement
aux maximums de courant pour les canaux sodiques de type NaV1.5 et nNaVs. *P<0.05,
*P<0.01, ***P<0.001 TTX vs contréle, T-test. Valeurs £ SEM.

3.3.3 L’épilepsie diminue la réponse a une stimulation 3-adrénergique

3.3.3.1 L'épilepsie ne modifie pas l'effet d’une stimulation B-adrénergique sur le
courant Ina, max, mais réduit le décalage de la courbe d’activation des canaux

sodiques vers des potentiels plus négatifs

L’augmentation d’lya, max Observée dans la figure 3.3.3.1C en condition
epileptique ne peut pas entierement étre expliquée par une augmentation de la
participation ou expression des nNaVs. En effet, les nNaVs participent a hauteur
de 10 % du courant pic sodique. L’augmentation de I'amplitude d’lya. Observée en
condition épileptique n’est donc pas suffisante pour étre responsable de
'augmentation d’Ina max- Cependant, la répétition de crises peut chroniquement
entrainer un remodelage du systeme autonome vers une dominance sympathique
et entrainer une désensibilisation des récepteurs (-adrénergiques. Afin de vérifier
ces hypothéses, nous avons exposé des cardiomyocytes de rats sham et
épileptiques a 10 uM d’isoprotérénol qui est un agoniste des récepteurs -
adrénergiques. La figure 3.3.3.1A montre deux tracés de courants représentatifs
d’Ina, Max €N condition sham et épileptique avec et sans isoprotérénol. La figure

3.3.3.1B correspondant aux relations courant-potentiel (I/V) obtenues pour les
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différentes conditions montre que lisoprotérénol a augmenté I'amplitude du
courant d’Ina, max d’environ 50% et 52% respectivement pour les conditions sham et
épileptique. En effet, les valeurs de densités maximales aprés ajout d’isoprotérénol
sont significativement augmentées et sont de -149.2 + 9.7 pA/pF et de -191,6 +
20.5 pA/pF (Figure 3.3.3.1C, p<0.001, T-test). Nos résultats montrent également
que l'isoprotérénol n’a pas eu les mémes effets sur le seuil d’activation des canaux
sodiques et le courant de pic Ina en condition sham et épileptique. La figure
3.3.3.1B montre que I'isoprotérénol a décalé le pic d’In, de -10 et -5 mV ainsi que
le seuil d’activation des canaux sodiques de -15 et -5 mV respectivement pour les
conditions sham et épileptique. Cependant, dans les deux conditions,
I'isoprotérénol a décalé le pic d’Ina @ une valeur de -45 mV. Ces changements
indiquent que [lisoprotérénol modifie la dépendance au voltage des canaux
sodiques et que son effet est réduit en condition épileptique. En revanche, la
figure 3.3.3.1C montre que I'épilepsie ne limite pas I'effet de l'isoprotérénol sur Iy,
Max puisque l'augmentation de courant observée en condition épileptique est
significativement plus importante que celle observée en condition sham (p<0.05, T-
test). Dans nos conditions expérimentales, I'épilepsie ne semble pas désensibiliser
les récepteurs B-adrénergiques. La figure 3.3.3.1D montre que l'isoprotérénol a
significativement augmenté la conductance maximale de 3.1 + 0.2 pS/pF a 4.2 +
0.2 pS/pF et de 3.5 + 0.2 pS/pF a 5.5 £ 0.3 pS/pF respectivement pour les
conditions sham et épileptique. L’analyse des courbes d’activation d’lya montre que
I'isoprotérénol a significativement décalé le V2 de -42.8 £+ 0.3 mV a -55.4 £ 0.3 mV
et de -48.6 + 0.3 mV a -56.6 £ 0.3 mV respectivement pour les conditions sham et
épileptique (Figure 3.3.3.1E, p<0.05, F-test). Aprés ajout de 10 uM d’isoprotérénol,
les valeurs des V72 sham et épileptique ne sont pas significativement différentes
(p>0.05, F-test). Le plus faible décalage observé en condition épileptique signifie
que I'épilepsie diminue I'effet d’'une stimulation R-adrénergique sur les paramétres
d’activation des canaux sodiques et que la modulation de [activation par
I'isoprotérénol a atteint son maximum pour les deux conditions. Nos résultats
montrent également que lisoprotérénol a augmenté l'amplitude du courant

maximum Iy, en augmentant la conductance maximale des canaux sodiques.
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Enfin, nos résultats montrent que I'isoprotérénol augmente I'excitabilité cardiaque
puisque le seuil d’activation des canaux sodiques est plus proche du potentiel
membranaire de repos. Au regard de ces résultats, les rats épileptiques semblent

étre sous une légére dominance sympathique.

93



A} 30 mv 30 ms

-120 mV I |

0— Sham
— 10 nA |
+ |so.
4 ms
B)
Potentiel Membranaire (mV) Potentiel Membranaire (mV)
-80 -60 -40 -20 -80 -60 -40 -20
-50
g g
L -100 g g
H-150 5 5
L -200
C) El Controle 3 +Iso D) El Controle 3 +lIso
= | -i‘:ii
el
2004 __ 5
— LL ik
'S 1501 o S )
R ()]
a = 3
3 1004 é
: 5 2
~ 504 o
14
0 0 —
Sham Epileptique Sham Epileptique
E)

B Sham [ +lso @ Epileptique O +lso

Gm'me,Ma X
GNJGNE,ME x

80 70 60 50 40 -30 20 " 80 70 60 50 40 -30 -20
Potentiel Membranaire (mV) Potentiel Membranaire (mV)

94



Figure 3.3.3.1 L’isoprotérénol augmente a la fois la densité de courant et la
conductance maximale pour les conditions sham et épileptiques. L’épilepsie réduit
I'effet de I'isoprotérénol sur la courbe m«

A) Tracés de courants sham et épileptique contrbles et aprés incubation durant 30
minutes avec 10 uM d’isoprotérénol. Les enregistrements d’ly, ont été obtenus suite a une
stimulation de 30 ms a -30 mV a partir d’'un potentiel de maintien de -120 mV (encart). Le
protocole au complet est composé d’'une série de stimulations allant de -90 a +40 mV par
incréments de 5. B) Relations courant-voltage (I/V) exprimées en densité de courant
(pA/pF). Les courants de pic ont été normalisés par la capacitance de leur cellule
respective et sont représentés en fonction du potentiel. C) Densités des courants Iy,
maximums pour les conditions sham et épileptique avec et sans isoprotérénol.
L’isoprotérénol double la densité de courant en conditions sham et épileptique. D)
Histogramme des conductances maximales déterminées par la valeur de la pente de la
partie linéaire de la courbe IV (pA/pF). E) Les valeurs de conductance pour chaque
potentiel furent calculées suivant le rapport Iy./(Vm-Ena) et les courbes lissées selon la

z

formule de Boltzmann. (Sham: n=21; +Iso: n= 17 ; Epileptique : n=35; +Iso: n=20).
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 et **** P<0.0001, T-test. Valeurs + SEM.

3.3.3.2 L’isoprotérénol diminue moins fortement la disponibilité des canaux

sodiques en condition épileptique

L’augmentation de courant sodique pic induite par lisoprotérénol semble
étre en partie due a une augmentation de la conductance maximale des canaux
sodiques, mais elle peut également étre due a un changement de la disponibilité
des canaux. Afin de vérifier cette hypothése, nous avons étudié l'effet de
I'isoprotérénol sur la dépendance au voltage de l'inactivation des canaux sodiques
en condition sham et épileptique. La figure 3.3.3.2A montre deux tracés de
courants représentatifs avec en encart le protocole de stimulation utilisé. La figure
3.3.3.2B montre que I'épilepsie a significativement décalé les V2 de -80.8 + 0.1
mV a -88.8 £+ 0.2 mV et de -83.8 + 0.1 mV a -88.5 + 0.1 mV (p<0.05, F-Test).
Comme pour les courbes d’activation, aprés I'ajout de l'isoprotérénol, les deux
courbes de disponibilités ne sont plus différentes, indiquant que la réponse a 10
MM d’isoprotérénol est la méme dans les deux conditions. Cependant, I'épilepsie
diminue I'effet de I'isoprotérénol sur la disponibilité des canaux sodiques puisque le
décalage observé en condition épileptique est moins important que celui des
sham. Ces résultats nous indiquent que [I'épilepsie augmente le tonus
adrénergique (augmentation chronique d’adrénaline circulante) mais n’entraine pas

de désensibilisation des récepteurs B-adrénergiques.
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Figure 3.3.3.2 L’isoprotérénol diminue moins fortement la disponibilité des canaux
sodiques en condition épileptique

A) Le protocole standard de stimulation utilisé afin de mesurer la disponibilité des canaux
sodiques consiste en une série d'impulsions de conditionnement de 500 ms par incrément
de 5 mV a partir d’'un potentiel membranaire de maintien de -120 mV, suivie d’'un pulse
test a -10 mV. La partie du bas représente un tracé de courant représentatif ou seule la
partie correspondante au pulse test est représentée pour les conditions sham et
épileptique. B) Les courbes d’inactivation sham, +isoprotérénol et épileptique,
+isoprotérénol ont été obtenues selon le rapport (Ina/inavax) €t l€s courbes lissées selon la
formule de Boltzmann. L’isoprotérénol a significativement décalé les potentiels de demi-
inactivation vers des potentiels plus hyperpolarisés. (Sham: n=21; +Ilso: n= 16;
Epileptique : n=17 ; + Iso : n=20). P<0.05, F-test. Valeurs + SEM.
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3.3.3.3 Lisoprotérénol augmente le temps de réactivation des canaux sodiques

uniquement en condition sham

Nos résultats précédents montraient une augmentation du temps de
réactivation des canaux sodiques en condition épileptique et I'impact que cela
pouvait avoir sur l'apparition de BAV. Les effets de lisoprotérénol sur les
paramétres d’activation et d’inactivation des canaux sodiques sont réduits en
condition épileptique, indiquant que les rats épileptiques semblent étre sous
dominance sympathique. Afin de vérifier cette hypothése, nous avons également
analysé l'effet de l'isoprotérénol sur le temps de réactivation des canaux sodiques
en condition sham et épileptique. La figure 3.3.3.3A montre un tracé de courant
représentatif obtenu grace au protocole de stimulation illustré dans I'encart. La
figure 3.3.3.3B correspond aux courbes de réactivation en condition sham et
épileptique avec et sans isoprotérénol. En condition sham, lisoprotérénol a
augmenté de fagon significative les temps de réactivation des canaux sodiques de
12.17 £ 0.29 ms a 14.08 £ 0.29 ms pour la constante de temps rapide 71, et de
4422 + 1.76 ms a 61.87 £ 0.83 ms pour la constante de temps lente 1. En
revanche, en condition épileptique, l'isoprotérénol n’a pas modifié les paramétres
de réactivation des canaux sodiques puisque les valeurs obtenues ne sont pas
statistiqguement différentes (Tableau 4). Encore une fois, les deux courbes
isoprotérénol sont pratiquement identiques, ce qui nous indique que les récepteurs
B-adrénergiques ne sont pas désensibilisés. En revanche, les animaux
épileptiques sont insensibles a I'isoprotérénol, confirmant ainsi la présence d’'une

dominance sympathique.

97



50 ms
B)
B Sham [ Isoprotérénol @ Epileptiques O Isoprotérénol
1,01
= = 0,81
© ©
o D 0,61
-+ ——
[om C
@ @ 0,41
2 3
8 QO 0.21
0,04 . v * r v . 0,0 r T . v v r
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
At (ms) At (ms)

Figure 3.3.3.3 L’isoprotérénol diminue le temps de réactivation des canaux sodiques
uniquement en condition sham

A) Protocole standard double pulse (S1-S2) de -20 mV avec un intervalle de temps (At)
croissant de 5 ms utilisé afin de mesurer le temps de réactivation des canaux sodiques a
partir des états inactivés. B) Courbes de réactivation pour les différentes conditions
étudiées. Les courbes sont obtenues par le rapport de : Iy, (S2/S1) en fonction de At et
lissées par une fonction double exponentielle. Lisoprotérénol retarde davantage la
réactivation des canaux sodiques en condition sham par rapport aux épileptiques. (Sham :
n=22 ; +Iso : n= 18 ; Epileptique : n=33 ; + Iso : n=22). Valeurs + SEM.
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3.3.4 L’épilepsie ne modifie pas I'activité de la PKC sur les parametres d’activation
et de réactivation des canaux sodiques. En revanche, la PKC est impliquée dans la

modulation de la disponibilité des canaux sodiques en épilepsie

3.3.4.1 L’inhibition de la PKC entraine une augmentation de I'amplitude d’Ina, max,
une augmentation de la conductance maximale ainsi qu’'un décalage négatif de la

courbe me en condition sham et épileptique

Les précédents résultats suggérent que les animaux épileptiques sont sous
dominance sympathique. L’isoprotérénol augmente a la fois les niveaux de PKA et
PKC via la voie de I'adényate-cyclase (AC). L’AC transforme 'ATP en AMPc qui va
a son tour agir sur la PKA. La PKA va alors phosphoryler les canaux calciques de
type L ce qui va permettre I'entrée d’ions calcium a lintérieur de la cellule.
L’augmentation de la concentration intracellulaire de calcium libre va engendrer
I'activation de la PKC. Afin de déterminer si les effets induits par I'isoprotérénol
sont dus a un changement dans l'activité de la PKC en condition épileptique, nous
avons utilisé la chélérythrine seule dans le but de bloquer la PKC uniquement. La
figure 3.3.4.1A montre deux tracés de courants représentatifs d’'Ina, max €N
condition sham et épileptique avec et sans chélérythrine. La figure 3.3.4.1B
correspondant aux relations courant-potentiel (I/VV) obtenues pour les différentes
conditions, montre que l'inhibition de la PKC a augmenté I'amplitude du courant
maximum d’ly, d’environ 42% et 53% respectivement pour les conditions sham et
epileptique. En effet, les valeurs de densités maximales aprés ajout de
chélérythrine sont significativement augmentées et sont de -128.1 + 8.3 pA/pF et
de -194,5 + 10.9 pA/pF (Figure 3.3.4.1C, p<0.001, T-test). Nos résultats montrent
également que la chélérythrine n’a pas eu les mémes effets sur le seuil d’activation
des canaux sodiques et le courant de pic Ina en condition sham et épileptique. La
figure 3.3.4.1B montre que la chélérythrine a décalé le pic d’ly, de -10 mV et -5
mV ainsi que le seuil d’activation des canaux sodiques de -5 mV et -15 mV
respectivement pour les conditions sham et épileptique. Cependant, dans les deux
conditions, la chélérythrine a décalé le pic d’Ina @ une valeur de -45 mV. Ces

changements indiquent que la chélérythrine a modifié la dépendance au voltage
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des canaux et que son effet est plus important en condition épileptique. La figure
3.3.4.1C montre que I'épilepsie amplifie I'effet de la chélérythrine sur Ina, wmax
puisque l'augmentation de courant observée en condition épileptique est
significativement plus importante que celle observée en condition sham (p<0.01, T-
test). La figure 3.3.4.1E montre que la chélérythrine a significativement augmenté
la conductance maximale de 3.1 £ 0.2 pS/pF a 3.7 + 0.2 pS/pF et de 3.5 £ 0.2
pS/pF a 5.1 £+ 0.2 pS/pF respectivement pour les conditions sham et épileptique.
De plus, 'augmentation de la conductance maximale par la chélérythrine en
condition épileptique est significativement plus importante comparativement aux
sham. L’analyse des courbes d’activation d’lya montre que la chélérythrine a
significativement décalé le V2 de -42.8 + 0.3 mV a -50.4 £ 0.4 mV et de -48.6
0.3 mV a -57.2 + 0.5 mV respectivement pour les conditions sham et épileptique
(Figure 3.3.4.1D, p<0.05, F-test). Apres ajout de 10 pyM de chélérythrine, les
valeurs des V2 sham et épileptique sont significativement différentes (p<0.05, F-
test), indiquant que I'épilepsie a également amplifié I'effet de la chélérythrine sur
les paramétres d’activation des canaux sodiques. Cependant, le décalage des
courbes d’activation induit par la chélérythrine est similaire dans les deux
conditions et est compris entre -7.5 et -8.5 mV. Ces résultats indiquent que la
chélérythrine a modulé les paramétres d’activation des canaux sodiques de la
méme fagon dans les deux groupes. Le décalage d’environ 6-7 mV de la courbe
me induit par I'épilepsie est donc a l'origine du décalage observé ici aprés I'ajout
de la chélérythrine. Nos résultats montrent également que la chélérythrine a
augmenté I'amplitude du courant maximum Iy, en augmentant la conductance
maximale des canaux sodiques. Enfin, nos résultats montrent qu’une inhibition de
la PKC a davantage augmenté I'excitabilité cardiaque en condition épileptique
puisque le seuil d’activation des canaux sodiques est plus proche du potentiel

membranaire de repos comparativement aux rats sham.
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Figure 3.3.4.1 La chélérythrine double la densité de courant et augmente
I’excitabilité en conditions sham et épileptique

A) Tracés de courants sham et épileptique avant et aprés 10 minutes d’incubation avec 10
MM de chélérythrine. Les enregistrements d’ly, ont été obtenus suite a une stimulation de
30 ms a -30 mV a partir d’'un potentiel de maintien de -120 mV (encart). Le protocole au
complet est composé d’'une série de stimulations allant de -90 a +40 mV par incréments
de 5 mV a partir d’'un potentiel de maintien de -120 mV. B) Relations courant-voltage (I/V)
exprimées en densité de courant (pA/pF). Les courants de pic ont été normalisés par la
capacitance de leur cellule respective et sont représentés en fonction du potentiel
appliqué. C) Densités des courants Iy, maximums pour les conditions sham et épileptique
contrble et avec chélérythrine. La chélérythrine a doublé la densité de courant. D)
Histogramme des conductances maximales déterminées par la valeur de la pente de la
partie linéaire de la courbe IV (pA/pF). E) Les valeurs de conductance pour chaque
potentiel ont été calculées suivant le rapport In./(Vm-Eyg) et les courbes lissées selon la
formule de Boltzmann. (Sham: n=21; +Chélé: n= 11; Epileptique: n=35; +Chélé:
n=26). ** P<0.01; *** P<0.001, T-test. Valeurs £ SEM.

3.3.4.2 La chélérythrine diminue uniquement la disponibilité des canaux sodiques

en condition épileptique

Comme pour lisoprotérénol, 'augmentation de courant induite par la
chélérythrine semble étre en partie due a une augmentation de la conductance
maximale des canaux sodiques, mais elle peut également étre due a un
changement de la disponibilité des canaux. Afin de vérifier cette hypothése, nous
avons étudié l'effet de la chélérythrine sur la dépendance au voltage de
l'inactivation des canaux sodiques en condition sham et épileptique. La figure
3.3.4.2A montre deux tracés de courant représentatifs avec en encart le protocole
de stimulation utilisé. La figure 3.3.4.2B correspond aux courbes de disponibilité
contréles et traitées avec 10 uM de chélérythrine pour les conditions sham et
épileptiques. En condition sham, la chélérythrine n’a pas modifié les valeurs des
potentiels de demi-inactivation des canaux sodiques qui sont de -80.8 + 0.1 mV et
de -80.2 £ 0.1 mV respectivement pour les conditions contréle et avec
chélérythrine. En revanche, la chélérythrine a significativement diminué la
disponibilité en condition épileptique et décalé le V2 de -83.8 + 0.1 mV a -88.5 +
0.1 mV. (p<0.05, F-test). Le décalage induit par la chélérythrine sur le potentiel de
demi-inactivation est similaire a celui observé précédemment aprés l'ajout de
l'isoprotérénol. Ces résultats indiquent que contrairement aux sham, la PKC

module la disponibilité des canaux sodiques en condition épileptique.
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Figure 3.3.4.2 La chélérythrine diminue la disponibilit¢ des canaux sodiques
uniquement en condition épileptique

A) Le protocole standard de stimulation utilisé afin de mesurer la disponibilité des canaux
sodiques consiste en une série d'impulsions de conditionnement de 500 ms par incrément
de 5 mV a partir d’un potentiel membranaire de maintien de -120 mV, suivie d’'un pulse
test a -10 mV La partie du bas représente un tracé de courant représentatif ou seule la
partie correspondante au pulse test est représentée pour les conditions sham et
épileptique. B) Les courbes d’inactivation ont été obtenues selon le rapport (Ina/inamax) €t
lissées selon la formule de Boltzmann. (Sham: n=21; +Chélé: n= 12 ; Epileptique :
n=17 ; +Chélé : n=27). Epileptiques : P<0.05, F-test. Valeurs + SEM.
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3.3.4.3 L’inhibition de la PKC ne module pas le temps de réactivation des canaux

sodiques

Nos résultats précédents montraient que lisoprotérénol a augmenté le
temps de réactivation des canaux sodiques seulement en condition sham. Afin de
vérifier si cette diminution était due a la PKC, nous avons analysé leffet la
chélérythrine sur le temps de réactivation des canaux sodiques en condition sham
et épileptique. La figure 3.3.4.3 correspond aux courbes de réactivation en
condition sham et épileptique avec et sans chélérythrine. Nos résultats montrent
que dans les deux conditions, les courbes sham et chélérythrine sont
superposées. En condition sham, les valeurs de constantes de temps rapides T,
sont de 12.17 + 0.29 ms et de 11.23 £ 0.45 ms et les valeurs des constantes de
temps lentes 1, sont de 44.22 + 1.76 ms et de 46.2 + 1.02 ms. En condition
epileptique, les valeurs de constantes de temps rapides 1, sont de 13.64 + 0.39 ms
et de 13.45 + 0.27 ms et les valeurs des constantes de temps lentes 1, sont de
57.99 + 1.28 ms et de 60.38 + 0.98 ms. Ces résultats nous indiquent que la
phosphorylation des canaux via la PKC ne module pas le temps de réactivation

des canaux sodiques, et ce pour les deux conditions.
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Figure 3.3.4.3 L’inhibition de la PKC n’entraine pas de modification du temps de
réactivation des canaux sodiques en conditions sham et épileptique

Protocole standard double pulse (S1-S2) de -20 mV avec un intervalle de temps (At)
croissant de 5 ms utilisé afin de mesurer le temps de réactivation des canaux sodiques a
partir des états inactivés. Les courbes de réactivation pour les différentes conditions
étudiées ont été obtenues selon le rapport : Iy, (S2/S1) en fonction de At et lissées par
une fonction double exponentielle. L’inhibition de la PKC ne modifie pas le temps de
réactivation des canaux sodiques en condition sham ou épileptique. (Sham: n=22; +
Chélé : n= 12 ; Epileptique : n=33 ; + Chélé : n=27). Valeurs + SEM.

3.3.5 L’épilepsie semble diminuer I'activité de la PKA

3.3.5.1 L’inhibition de la PKA entraine une léegére augmentation de l'amplitude
d’Ina, max @insi qu'un décalage négatif de la courbe me en condition sham et

épileptique

Aprés avoir déterminé les effets de la PKC sur les propriétés biophysiques
des canaux sodiques, nous avons utilisé I'inhibiteur H-89 seul afin de bloquer la
PKA. La figure 3.3.5.1A montre deux tracés de courants représentatifs d’Ina, max €N
condition sham et épileptique avec et sans H-89. La figure 3.3.5.1B correspondant
aux relations courant-potentiel (I/V) obtenues pour les différentes conditions,
montre que l'inhibition de la PKA a augmenté I'amplitude du courant maximum

d’Ina d’environ 37% et 18% respectivement pour les conditions sham et épileptique.
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En effet, les valeurs de densités maximales apres ajout de H-89 sont
significativement augmentées et sont de -118.5 + 14.9 pA/pF et de -112.3 £+ 7.1
pA/pF (Figure 3.3.5.1C, p<0.01 et p<0.05, T-test). La figure 3.3.5.1B montre que
le H-89 a décalé le pic d’Ilya de -5 mV pour les conditions sham et épileptique. Nos
résultats montrent également que le H-89 n’a pas eu les mémes effets sur le seuil
d’activation des canaux sodiques. La figure 3.3.5.1B montre que le H-89 a décalé
le seuil d’activation des canaux sodiques de -10 et -5 mV respectivement pour les
conditions sham et épileptique. Cependant, dans les deux conditions, le H-89 a
décalé le pic dlna a une valeur de -45 mV. De plus, Ina max N'est pas
significativement différent entre les deux groupes aprés I'ajout de H-89. La figure
3.3.5.1D montre que le H-89 n’a pas modifié la conductance maximale des canaux
sodiques (Tableau 4). L’analyse des courbes d’activation d’ly, montre que le H-89
a significativement décalé le V2 de -42.8 £+ 0.3 mV a -48.4 £ 0.3 mV et de -48.6
0.3 mV a -52.6 + 0.3 mV respectivement pour les conditions sham et épileptique
(Figure 3.3.5.1E, p<0.05, F-test). Ces changements indiquent que le H-89 a
modifié la dépendance au voltage des canaux sodiques. Le décalage de la courbe
M. induit par le H-89 est moins important en condition épileptique qu’en condition
sham. En revanche, dans les deux conditions (Figure 3.3.5.1B), le potentiel
d’inversion est décalé vers des potentiels plus positifs. Ce décalage peut donc étre
a lorigine de l'augmentation d’ly,. Ce point sera plus élaboré dans la section

discussion.
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Figure 3.3.5.1 L’inhibition de la PKA augmente I'amplitude du courant sodique et
I'excitabilité

A) Tracés de courants sham et épileptique avant et aprés incubation durant 10 minutes
avec 10 yM de H-89. Les enregistrements d’ly, ont été obtenus suite a une stimulation a -
30 mV a partir d’'un potentiel de maintien de -120 mV (encart). Le protocole au complet est
composeé d’'une série de stimulations allant de -90 mV a +40 mV par incréments de 5 mV a
partir d’'un potentiel de maintien de -120 mV. B) Relations courant-voltage (I/V) exprimées
en densité de courant (pA/pF). Les courants de pic ont été normalisés par la capacitance
de leur cellule respective et sont représentés en fonction du potentiel appliqué. C)
Densités des courants Iy, maximums pour les conditions sham et épileptique contrble et
avec H-89. D) Histogramme des conductances maximales déterminées par la valeur de la
pente de la partie linéaire de la courbe IV (pA/pF). E) Les valeurs de conductance pour
chaque potentiel furent calculées suivant le rapport In./(Vm-Ena) et les courbes lissées
selon la formule de Boltzmann. (Sham : n=21; +H-89 : n= 14 ; Epileptique : n=35; +H-89 :
n=16). * P<0.05; ** P<0.01, T-test. Valeurs + SEM.

3.3.5.2 Le H-89 diminue la disponibilité des canaux sodiques en condition sham et

épileptique

L’augmentation du courant Ina, max peut avoir pour origine une modification
de la dépendance au voltage de l'inactivation des canaux sodiques. Afin de vérifier
cette hypothése, nous avons étudié I'effet du H-89 sur la dépendance au voltage
de l'inactivation des canaux sodiques en condition sham et épileptique. La figure
3.3.5.2A montre deux tracés de courant représentatifs avec en encart le protocole
de stimulation utilisé. La figure 3.3.5.2B correspond aux courbes de disponibilité
Nos résultats montrent que le H-89 a significativement décalé le potentiel de demi-
inactivation de -80.8 + 0.1 mV a -88.1 £ 0.1 mV et de -83.8 £ 0.1 mV et de -95.21 +
0.2 mV respectivement pour les conditions sham et épileptique (p<0.05, F-test).
Malgré le décalage induit par I'épilepsie, le H-89 décale davantage le V%
d’inactivation en condition épileptique comparativement aux sham, ce qui nous
indique que I'épilepsie modifie la régulation de l'inactivation des canaux sodiques
par la PKA.
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Figure 3.3.5.2 L’inhibition de la PKA diminue la disponibilité des canaux sodiques
en condition sham et épileptique

A) Le protocole standard de stimulation utilisé afin de mesurer la disponibilité des canaux
sodiques consiste en une série d'impulsions de conditionnement de 500 ms par incrément
de 5 mV a partir d’'un potentiel membranaire de maintien de -120 mV, suivie d’'un pulse
test a -10 mV. La partie du bas représente un tracé de courant représentatif ou seule la
partie correspondante au pulse test est représentée pour les conditions sham et
épileptique. B) Les courbes d’inactivation sham avec ou sans H-89 et épileptique avec ou
sans H-89 furent obtenues selon le rapport (Ina/inamax)- LES courbes ont été lissées selon la
formule de Boltzmann: Ina/Inamax = (1/1+e “V"2%) | ’application de 10 uM de H-89 décale
significativement les potentiels de demi-inactivation vers des potentiels plus
hyperpolarisés (p<0.05, F-test). L’épilepsie amplifie I'effet de H-89 sur la disponibilité des
canaux sodiques. (Sham: n=21; +H-89: n= 14 ; Epileptique : n=17 ; +H-89: n=16).
P<0.05, F-test. Valeurs + SEM.
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3.3.5.3 L’inhibition de la PKA augmente le temps de réactivation des canaux

sodiques en conditions sham et épileptique

Nos résultats précédents montraient que lisoprotérénol a augmenté le
temps de réactivation des canaux sodiques en condition sham seulement.
L’inhibition de la PKC montre que la réactivation des canaux sodiques n’est pas
dépendante de celle-ci. Afin de vérifier si cette augmentation est finalement due a
une modulation du temps de réactivation des canaux sodiques par la PKA, nous
avons analysé I'effet du H-89 sur le temps de réactivation des canaux sodiques en
condition sham et épileptique. La figure 3.3.5.3 correspond aux courbes de
réactivation en condition sham et épileptique avec et sans H-89. Nos résultats
montrent que dans les deux conditions, l'inhibition de la PKA a significativement
augmenté le temps de réactivation. En condition sham, le H-89 a augmenté les
temps de réactivation des canaux sodiques de 12.17 £ 0.29 ms a 16.01 £ 0.16 ms
pour la constante de temps rapide 1, et de 44.22 £+ 1.76 ms a 247.79 + 3.32 ms
pour la constante de temps lente 1. L'augmentation du temps de réactivation par le
H-89 est encore plus marquée en condition épileptique. En effet, le H-89 a
augmenté le temps de réactivation de 13.64 + 0.39 ms a 25.62 + 0.25 ms pour la
constante de temps rapide 1, et de 57.99 + 1.28 ms a 400.29 £ 5.08 ms pour la
constante de temps lente 1. Ces résultats nous indiquent que la phosphorylation
des canaux via la PKA module fortement le temps de réactivation des canaux
sodiques, et ce pour les deux conditions. La plus forte augmentation du temps de
réactivation observée en condition épileptique nous indique que I'épilepsie modifie
la régulation du temps de réactivation des canaux sodiques par la PKA.
L’augmentation importante du temps de réactivation des canaux sodiques en
condition épileptique suite a I'inhibition de la PKA concordent avec les hypotheses
concernant de probables modifications du tonus adrénergique, le développement
de bradycardie et I'apparition de bloc de conduction observé chez les patients

épileptiques.
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Figure 3.3.5.3 L’inhibition de la PKA retarde la réactivation des canaux sodiques en
condition sham et épileptique

Protocole standard double pulse (S1-S2) de -20 mV avec un intervalle de temps (At)
croissant de 5 ms utilisé afin de mesurer le temps de réactivation des canaux sodiques a
partir des états inactivés. Les courbes de réactivation pour les différentes conditions
étudiées ont été obtenues selon le rapport : Iy, (S2/S1) en fonction de At et lissées par
une fonction double exponentielle. L’inhibition de la PKA retarde le temps de réactivation
des canaux sodiques en conditions sham et épileptique. (Sham : n=22 ; + H-89 : n= 14 ;
Epileptique : n=33 ; + H-89 : n=17). Valeurs + SEM.
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Sham Epilepsie
Controle Isoprotérénol | Chélérythrine H-89 Controle Isoprotérénol Chélérythrine H-89
Ina, PA/PF 747 £5.1 -149.2+9.7™ | 11281 +8.3™ | -1185+14.9™ |-91.6+6.2* |-191.6+20.5*T"| 1945+ 10.9* | -1123+7.1"
Tt

Gna, Max: PS/PF 31%0.2 4.2+0.2™ 3.7+0.2" 35+04 35+0.2 5.5+ 0.3** T | 54 4 % 11T 3.240.2
Activation

Vi, MV -42.8+0.3 -55.4 +0.3" -50.4 + 0.47 -48.4 + 0.3 -48.6 + 0.3* -56.6 + 0.3 572+ 0.5 -52.6 + 0.3

k, mV 51+0.2 59+0.2 45+0.3 6.2+0.3 6.1+0.2 58+0.3 6.3+0.4 6.4+0.3
Inactivation

Vi, MV -80.8 + 0.1 -88.8+0.27 -80.2 +0.1 -88.1+0.17 -83.8+0.1* -88.5+0.17 -88.5+0.17 951 +0.2

k, mV 6.2+0.2 8.4+0.1 7.3+0.1 8.3+0.1 7.1+0,1 7.8+0.1 7.7+0.1 8.1+0.1
Réactivation

A 0.75+0.2 0.55+0.2 0.75+ 0.1 0.60 £ 0.3 0.60 £ 0.2 0.55+0.3 0.60 £ 0.1 0.45+0.2

T, Ms 12.17 + 0.29 14.08 + 0.29" 11.23+0.15 16.01 £ 0.16™ | 13.64 + 0.39 14.01 £ 0.24 13.45 + 0.27 25.62 + 0.25™"

A 0.25+0.2 0.45+0.3 0.25+ 0.1 0.40 £ 0.1 0.40 + 02 0.45+ 0.1 0.40 £ 0.3 0.55+0.2

T, ms 442 +1.76 61.87 + 0.83™ 46.2+1.02 | 247.79+3.32™ | 57.99+1.28 63.05 +0.74 60.38 +0.98 |400.29 + 5.08™"
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Tableau 4 Paramétres biophysiques du courant sodique pour les conditions sham
et épileptique.

Ina correspond au courant sodique ; Gna, max @ la conductance maximum ; V4, au potentiel
de demi-(in)activation ; k au facteur de pente de I'(in)activation ; 1, et T, aux constantes de
temps rapide et lente de la réactivation; A. et A correspondent respectivement aux
amplitudes rapide et lente associées aux constantes de temps. *P<0.05, **P<0.01 et
****P<(0.0001, épileptique vs sham, T-test et F-test. T1P<0.05, 'P<0.01, "TP<0.001 et
T11P<0.0001, traités (Iso, Chélé et H-89) vs controles, T-test et F-test. Valeurs + SEM.

En résumé, nous avons analysé dans cette étude l'impact de I'épilepsie sur
les propriétes biophysiques des canaux sodiques ainsi que la participation des
difféerents types de canaux sodiques a Ins.. Nous avons analysé les effets de
I'épilepsie sur la modulation des canaux par les différentes protéines kinases (A et
C). Nos résultats montrent que I'épilepsie augmente l'excitabilité, I'amplitude du
courant Ina, max, diminue la disponibilité et augmente le temps de réactivation des
canaux sodiques. Nos résultats montrent également que ['épilepsie augmente
I'amplitude d’Ina. en augmentant le pourcentage de participation des nNaVs.
L’épilepsie semble aussi induire un état de dominance sympathique sans pour cela
désensibiliser les récepteurs B-adrénergiques ('amplitude d’In, est doublée dans
les deux conditions). Hormis une modulation de la disponibilité en condition
épileptique, l'activité de la PKC ne semble pas étre modifiée chez les animaux
épileptiques. En revanche, nos résultats montrent que I'épilepsie semble diminuer
de fagon constitutive l'activité de la PKA. Par ailleurs, la PKA semble fortement
impliquée dans la régulation de la réactivation des canaux sodiques, que ce soit en
condition sham ou épileptique. Ces changements peuvent étre a l'origine des
arythmies cardiaques présentes chez les personnes épileptiques et expliquer en
partie la survenue de problemes de repolarisation (augmentation d’Iya., QT long) et
de conduction tels que les BAV (diminution de la disponibilité et du temps de

réactivation).
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3.4 L’ischémie diminue I'amplitude maximale du courant Iy, mais augmente
Ina.- Les canaux sodiques de type neuronaux contribuent de fagon

significative a la repolarisation en condition ischémique

L’ischémie est responsable d’'une altération de la transmission de I'influx
électrique cardiaque. Le courant sodique Ina joue un role capital dans la génération
et la propagation de cet influx. Afin de déterminer la cause de ces troubles de
conduction, nous avons étudié les paramétres biophysiques d'Ina et Ina. €n

condition contrdle et ischémique sur des cardiomyocytes de chiens.

3.4.1 L’ischémie diminue la densité et le courant de pic Ina sans modifier

I'activation des canaux sodiques

Tout d’abord, nous avons voulu déterminer l'effet de l'ischémie sur les
parameétres d’activation des canaux sodiques et sur I'amplitude maximale d’lya. La
figure 3.4.1A montre deux tracés de courants représentatifs en condition contréle
et ischémique. La figure 3.4.1B correspondant aux relations courant-potentiel
obtenues pour les différentes conditions, montre que I'ischémie a significativement
diminué I'amplitude du courant d’Ina, max de 32% sans modifier le seuil d’activation
des canaux ni le courant Iy, pic. En effet, la figure 3.4.1C montre que l'ischémie a
diminué 'amplitude d’Ina, max de -78.8 £ 5.7 pA/pF a -53.4 £ 9.2 pA/pF (p<0.05, T-
test). Cependant, l'ischémie n’a pas modifié les paramétres d’activation des
canaux sodiques comme le montre la figure 3.4.1D, ou les courbes contrdle et
ischémique se superposent (Tableau 5). La conductance maximale pouvant
modifier 'amplitude du courant nous avons voulu observer I'état de ce paramétre.
La figure 3.4.1E montre que l'ischémie n’a pas modifié la conductance maximale
(Tableau 5). Ces résultats indiquent que la diminution du courant sodique en
condition ischémique n’est pas reliée a un décalage négatif de la courbe

d’activation ou a une diminution de la conductance maximale.
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Figure 3.4.1 L’ischémie diminue I'amplitude maximale du courant sodique chez le
chien

A) Tracés de courants contrOle et ischémique obtenus suite a une stimulation de 30 ms a -
30 mV a partir d’un potentiel de maintien de -120 mV (encart). Le protocole au complet est
composeé d’'une série de stimulations allant de -90 mV a +40 mV par incréments de 5 mV a
partir d’'un potentiel de maintien de -120 mV. B) Relations courant-voltage (I/V) exprimées
en densité de courant (pA/pF). Les courants enregistrés ont été normalisés par la
capacitance de leur cellule respective et sont représentés en fonction du potentiel appliqué
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pour les conditions contrdle et ischémique. C) Histogramme des amplitudes maximums
d’'Ina- D) Les valeurs de conductance pour chaque potentiel ont été calculées suivant le
rapport Ina/(Vm-Eng) et les courbes lissées selon la formule de Boltzmann. L'ischémie ne
modifie pas [lactivation des canaux sodiques. E) Histogramme des conductances
maximales pour les conditions controle et ischémique. (Contrdle : n=23 ; ischémie : n=7). *
p<0.05, T-test. Valeurs + SEM.

3.4.2 L’ischémie diminue la disponibilité des canaux sodiques

Afin de déterminer si la diminution du courant Iy, en condition ischémique
n’était pas due a une diminution de la disponibilit¢ des canaux sodiques, nous
avons analysé la dépendance au voltage de I'inactivation des canaux sodiques en
conditions contréle et ischémie. La figure 3.4.2A montre le protocole de
stimulation utilisé ainsi qu’un tracé de courant représentatif ou seule la partie
correspondante au pulse test est représentée. Les courbes d’inactivation contrble
et ischémique ont été obtenues selon le rapport (Ina/Inamax) €t lissées selon la
formule de Boltzmann (Figure 3.4.2B). L’ischémie a significativement décalé le
potentiel de demi-inactivation de -68.3 + 0.2 mV a -74.5 £ 0.2 mV respectivement
pour les conditions contréle et ischémique (p<0.05, F-test). La disponibilité des
canaux sodiques est donc réduite pour des potentiels plus dépolarisés en condition
ischémique. Toutefois, le potentiel de maintien utilisé dans le protocole de la figure
3.4.1 était de -120 mV. Nos résultats montrent qu’'a cette valeur de potentiel, la
disponibilité est de 100% dans les deux conditions. En revanche, en condition
physiologique ou le potentiel membranaire de repos est aux alentours de -80 mV,
nos résultats montrent que lischémie a diminué la disponibilité des canaux
sodiques, ce qui peut expliquer la diminution de I'amplitude d’lna, max Observé dans
la figue 3.4.1B. Cependant, la diminution du courant en condition ischémique peut

également provenir d’'une diminution d’expression des canaux sodiques.
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Figure 3.4.2 L’ischémie diminue la
disponibilité des canaux sodiques
chez le chien

A) Le protocole standard de stimulation
utilisé afin de mesurer la disponibilité
des canaux sodiques consiste en une
série d’'impulsions de conditionnement
de 500 ms par incrément de 5 mV a
partir d’'un potentiel membranaire de
maintien de -120 mV, suivie d'un pulse
test a -10 mV. La partie du bas
représente  un tracé de courant
représentatif ou seule la partie
correspondante au pulse test est
représentée. B) Les courbes
d’inactivation contréle et ischémique ont
été obtenues selon le rapport (Ina/Inamax)
et lissées selon la formule de
Boltzmann. (Contréle : n=20; Ischémie :
n=8). (p<0.05, F-test). Valeurs + SEM.
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3.4.3 Le MTSEA bloque la méme fraction du courant de pic en condition contréle

et ischémique

La diminution du courant de pic que I'on observe peut avoir pour origine une
modification du profil d’expression des différents types de canaux sodiques. Les
canaux sodiques de type neuronaux (nNaVs) ont la particularité d’étre exprimés au
niveau des disques intercalaires, une structure privilégiée dans la transmission de
'influx électrique entre les cardiomyocytes. De plus, les nNaVs présentent une
amplitude Ina max plus faible que le type cardiaque. Afin de discriminer la
participation des différents types de canaux sodiques a Ina, max, NOUS avons
appliqué 2 mM de MTSEA (Méthane-Thio-Sulfonate-Ethyl-Amine) qui est un
bloqueur spécifique de NaV1.5, sur des cardiomyocytes en conditions contrdle et
ischémique. Le MTSEA agit directement a I'intérieur du pore du canal et I'obstrue
en formant une liaison covalente (pont disulfure) avec la Cystéine 372 présente
uniqguement dans NaV1.5. La figure 3.4.3A montre deux tracés de courants
représentatifs en conditions controle et ischémie, avant et aprés perfusion de 2
mM de MTSEA. La figure 3.4.3B montre que le MTSEA a trés fortement diminué
le courant Ina, max- EN effet, le courant Ina max @ diminué de -78.8 £ 5.7 pA/pF a -8,6
+ 1,4 pA/pF et de -53.4 £ 9.2 pA/pF a -5,5 £ 0,7 pA/pF respectivement pour les
conditions contrdle et ischémique. L’inhibition du courant sodique maximum par le
MTSEA est similaire dans les deux conditions puisque le MTSEA bloque 89% et
90% respectivement pour les conditions contrble et ischémie (Figure 3.4.3C). Par
conséquent, les canaux de type neuronaux (MTSEA insensibles) participent a
hauteur de 10% au courant Ina, max- L€ taux de participation des différents types de

canaux sodiques n’est donc pas modifié en condition ischémique.
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Figure 3.4.3 L’ischémie ne modifie pas le pourcentage de participation des canaux
sodiques de type non cardiaque au courant Iy, max

A) Tracés de courants contréle et ischémique avant et aprés application de 2 mM de
MTSEA (bloqueur de NaV1.5). Les courants représentés ont été obtenus suite a une
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stimulation de 30 ms a -30 mV a partir d’'un potentiel de maintien de -120 mV. Le protocole
au complet est composé d'une série de stimulations allant de -90 a +40 mV par
incréments de 5 mV a partir d’'un potentiel de maintien de -120 mV. B) Relations courant-
voltage (I/V) exprimées en densité de courant (pA/pF). Les courants pics enregistrés ont
été normalisés par la capacitance de leur cellule respective et sont représentés en
fonction du potentiel appliqué. C) Histogramme d’amplitudes maximales des courants
exprimées en pA/pF pour les conditions contrdle et ischémique avant et aprés application
de 2 mM de MTSEA. Le MTSEA bloque respectivement 89.1 £ 1.9 % et 89.6 + 1.3 % du
courant Ina max total en conditions contréle et ischémique. (Controle : n=23, +MTSEA :
n=18 ; Ischémique : n=7, +MTSEA : n=8). *** p<0.001, T-test. Valeurs £ SEM.

3.4.4 L'ischémie ne modifie pas les propriétés d’activation des canaux sodiques de

type non cardiaque

Par la suite, nous avons analysé I'effet du MTSEA sur la dépendance au
voltage de l'activation des canaux sodiques. La figure 3.4.4A correspond aux
courbes d’activation présentées auparavant et ne montre aucune différence entre
les conditions contrdle et ischémique. Aprés ajout de 2 mM de MTSEA, les
potentiels de demi-activation sont de -35.9 + 0.3 mV et de -37.6 £ 0.2 mV et ne
sont pas statistiquement différents (p>0.05, F-Test ; Figure 3.4.4B). L’'ischémie n’a
donc pas modifié le V2 des canaux MTSEA insensibles (nNaVs). Néanmoins, le
MTSEA a significativement décalé les V1, contrble et ischémie vers des potentiels
plus hyperpolarisés (p<0.05, F-test). Ce décalage observé apres le blocage de
NaV1.5 va a I'encontre des propriétés biophysiques des nNaVs, car ils présentent
un V2 plus positif. Cela peut s’expliquer par la présence d’ions chargés
positivement sur les molécules de MTSEA. Les limites de l'utilisation du MTSEA

sont abordées dans la section 3.4.6 des résultats.
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Figure 3.4.4 L’ischémie ne modifie
pas l'activation des canaux sodiques
de type 1.5 et neuronaux

A) et B) Relation courant-voltage (I/V)
exprimée en densité de courant (pA/pF).
Tous les courants de pics enregistrés
ont été normalisés par la capacitance de
leur cellule respective et sont
représentés en fonction du potentiel
appliqué. Les valeurs de conductance
pour chaque potentiel ont été calculées
suivant le rapport In./(Vm-Ena) et les
courbes lissées selon la formule de
Boltzmann. L’ischémie n’a pas modifié
la dépendance au voltage de I'activation
des canaux sodiques. (Contrble : n=25 ;
+MTSEA: n= 18; Ischémie: n=7;
+MTSEA : n=8). Valeurs + SEM.

3.4.5 L’ischémie ne modifie pas la disponibilité des nNaVs

Les résultats précédents nous indiquent que l'ischémie diminuait 'amplitude

du courant Ina mMax Sans modifier I'activation des canaux sodiques de type 1.5 et

neuronaux ni leur participation au courant maximum. Cependant, nos résultats

montrent que l'ischémie diminuait la disponibilité des canaux sodiques. Afin de

déterminer si 'ensemble des canaux sodiques présentait une diminution de leur

disponibilit¢ en condition ischémique, nous avons analysé les paramétres

d’inactivation des canaux sodiques en présence de 2 mM de MTSEA. La figure
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3.4.5B montre qu’aprés ajout de MTSEA, les courbes de disponibilité ne sont plus
significativement différentes (Tableau 5; p>0.05, F-Test). Cela signifie qu'en
condition ischémique, les nNaVs ne présentent pas de diminution de leur
disponibilité et que seuls les canaux de type 1.5 sont affectés. Par conséquent,
nos reésultats indiquent que [lischémie modifie uniquement les paramétres
d’inactivation des canaux sodiques de type 1.5 et que la disponibilité des nNaVs
est maintenue. Sachant que les nNaVs sont principalement exprimés au niveau
des disques intercalaires, ce résultat est donc trés intéressant puisqu’il suggére
que ces canaux pourront participer normalement a la transmission de [influx

électrique en condition ischémique.

A) 210 mV Figure 3.4.5 L’ischémie ne modifie
500 ms pas la disponibilité des canaux
MTSEA insensibles
A) Le protocole standard de
-120 mV stimulation utilisé afin de mesurer la
—— disponibilité des canaux sodiques
consiste en une série d'impulsions de
conditionnement de 500 ms par
incrément de 5 mV a partir d’un
potentiel membranaire de maintien de
0 -120 mV, suivie d’'un pulse test a -10
mV. La partie du bas représente un
tracé de courant représentatif ou seule
la partie correspondante au pulse test
est représentée. B) Les courbes
4 nA| d’inactivation controle +MTSEA et
ischémie +MTSEA ont été obtenues
5ms selon le rapport (Ina/Inamax) €t lissées
selon la formule de Boltzmann.
B) (Controle +MTSEA: n=8 ;
O Controle +MTSEA O Ischémie +MTSEA  |schémie +MTSEA: n=9). Valeurs *
SEM.
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3.4.6 Limites d'utilisation du MTSEA

Les courbes d’activation et d’inactivation des nNaVs sont décalées vers des
potentiels plus positifs (Figure 1.10). Le blocage de NaV 1.5 par le MTSEA devrait
donc entrainer un décalage positif des courbes m.. et h... Cependant, I'utilisation du
MTSEA démontre quelques limites. En effet, comme le montre la figures 3.4.6, le
MTSEA décale les courbes d’activation et d’'inactivation des canaux sodiques vers
des potentiels plus négatifs en conditions contréle et ischémie. Le MTSEA
posséde deux charges positives et vient se loger directement a I'intérieur du pore
du canal. Il est donc fort probable qu'un ‘écran de charge’ se créé autour de
chaque canal de type NaV1.5. Cet écran de charge peut avoir pour effet de
modifier le fonctionnement des canaux présents a proximité selon le mécanisme
de Gouy-Chapman (Hille et al., 1975). Néanmoins, d’aprés les figures 3.4.4 et
3.4.6, I'ischémie ne semble pas altérer la liaison NaV1.5-MTSEA. En effet, aprés
'application de 2 mM de MTSEA les V4, contréles et ischémiques ne sont plus
statistiquement différents. Il semble donc que les différences observées aprés
I'ajout de MTSEA pour les courbes h.. entre les conditions contrdle et ischémique
soient principalement dues a une diminution de la disponibilité des canaux NaV1.5

et/ou a une modification d’expression des différents types de canaux sodiques.
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Figure 3.4.6 Le MTSEA décale les courbes d’inactivation vers des potentiels plus
hyperpolarisés pour les conditions contréle et ischémique

A) et B) Courbes d’activation et d’inactivation contrdle et ischémique avant et aprés ajout
de 2 mM de MTSEA. Le MTSEA a significativement décalé les courbes de disponibilité
contréle et ischémique vers des potentiels plus négatifs. (p<0.05, F-test). Valeurs + SEM.
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3.4.7 L'ischémie augmente I'amplitude d’lna.

Nos résultats montrent donc que l'ischémie diminue I'amplitude d’'Ina, max €t
la disponibilité des canaux de type NaV1.5. L’analyse du courant soutenue peut
également étre trés intéressante afin de déterminer si une autre population de
canaux sodiques est surexprimée en condition ischémique. En effet, les nNaVs
participent davantage au courant soutenu qu’au courant de pic (10%, figure 3.4.3).
Les canaux sodiques de type cardiaque different des nNaVs sur deux points
importants. Premiérement, les canaux sodiques de type cardiaque sont plus
résistants a la TTX (de I'ordre du micro molaire) que leurs homologues neuronaux
(de l'ordre du nano molaire). Deuxiemement, les nNaVs présentent une
composante soutenue de plus grande amplitude que les canaux sodiques de type
cardiaque (Li et al., 2009). Afin de déterminer 'amplitude de la composante
soutenue totale en conditions contréle et ischémique, nous avons perfusé une forte
concentration de TTX (25 uM) ce qui nous a permis de bloquer a la fois NaV1.5 et
les nNaVs. Le protocole de stimulation utilisé est illustré dans I'encart de la figure
3.4.7 et dure 300 ms. Les mesures d’amplitudes ont été effectuées au bout de ces
300 ms afin de ne mesurer que la composante soutenue du courant sodique. La
figure 3.4.7A montre un exemple représentatif des résultats obtenus. L’amplitude
du courant soutenu TTX ‘sensible’ est obtenue par la soustraction du courant
restant aprés application de 25 yM TTX au courant contréle. Puisque nous avons
perfusé la TTX, chaque cellule est donc son propre controle. En condition contréle,
seul une petite fraction du courant soutenu a été bloquée par la TTX. Aprés
soustraction, nos résultats montrent que I'amplitude totale d’ly, contrdle est faible.
En revanche, la perfusion de 25 yM de TTX en condition ischémique a permis de
tout bloquer (Figure 3.4.7A partie inférieure). Aprés soustraction, nos résultats
montrent que l'amplitude d’Ina. est plus grande en condition ischémique
comparativement aux controles. La figure 3.4.7B montre le rapport entre la
conductance du courant soutenu (G,) déterminée par la valeur de la pente de la
courbe I/V du courant soutenu et la conductance maximum (Guax) déterminée par
la valeur de la pente de la courbe I/V du courant Iy, pic, exprimé en pourcentage.

Ce rapport nous permet donc de normaliser 'amplitude du courant soutenu par
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rapport a I'amplitude du courant Iy, pic. Nos résultats montrent que I'ischémie a
significativement augmenté I'amplitude d’Iya.. L’ischémie a doublé voire triplé
I'amplitude d’lnaL et ce pour toutes les valeurs des potentiels étudiés. A +10 mV,
'amplitude d’lya. correspond a 0.29 + 0.05% d’Ina pic alors qu’en condition
ischémique, I'amplitude d’Ing. correspond a 0.69 + 0.13% d’'Ina pic. L’ischémie
semble donc modifier la nature des canaux sodiques participant a Iya.. De plus,

nos résultats indiquent que ces canaux sont sensibles a la TTX.
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Figure 3.4.7 L’ischémie augmente I'amplitude de la composante soutenue du
courant sodique (Ina.)

A) L’encart correspondant au protocole de stimulation utilisé afin de mesurer Iy, consiste
en une suite de stimulations maintenues pendant 300 ms de -20 mV a +20 mV par
incrément de 10 mV a partir d’'un potentiel de maintien de -120 mV. Les amplitudes d’lya.
ont été mesurées a la fin des 300 ms. L’application de 25 yM de tétrodotoxine (TTX)
permet de bloquer totalement la composante soutenue du courant sodique (NaV1.5 et
nNaVs). Les tracés de courants illustrés en A) et B) correspondent aux (1) tracés d’lya.
contréles, (2) aprés perfusion de 25 uM de TTX et (3) a I'amplitude du courant soutenu
sensible a 25 yM de TTX obtenue suite a la soustraction suivante : Iy, contréle — Iy, + 25
UM de TTX. Aprés soustraction, 'amplitude résiduelle d’ly,. est plus grande en condition
ischémique. B) Histogramme représentant I'amplitude du courant Iy, par rapport au
courant de pic Iy, exprimé en pourcentage en fonction du potentiel appliqué. L’amplitude
d’lya. par rapport au pic est exprimée en fonction du rapport entre la valeur de la
conductance soutenue (G.) divisée par la conductance maximale (Gyax). Les barres noires
correspondent aux conditions contréles (n=14) et les blanches aux conditions ischémiques
(n=9). Pour chaque potentiel étudié, 'amplitude d’ly,. est deux a trois fois plus grande en
condition ischémique qu’en condition contréle. *p<0.05, **p<0.01 T-test. Valeurs £ SEM.

3.4.8 Reésultats préliminaires sur le taux de participation des nNaVs a InaL

Par la suite, nous avons voulu déterminer la nature des canaux
responsables de I'augmentation de I'amplitude d’Ina. induite par l'ischémie. Pour
cela, nous avons perfusé diverses concentrations de TTX (1 nM, 3 nM et 1 uM)
afin de discriminer les différents de types de canaux sodiques participant a InaL.
Avant d’analyser les résultats, il est bon de rappeler que le pic de courant des
canaux sodiques de type NaV1.5 se situe a -30 mV et que leur sensibilité a la TTX
est de I'ordre du micro molaire. Concernant les nNaVs, le pic de courant se situe
entre 0 et +10 mV et ils sont sensibles a de plus faibles concentrations de TTX (de
'ordre du nano molaire). En condition contréle, on s’apercoit que contrairement au
pic situé a 0 mV, 'amplitude du pic a -30 mV n’est pas diminuée par la perfusion
de 1 nM et 3 nM. Cependant, la perfusion de TTX (1 uM) permet de diminuer
'amplitude des deux pics. Ces résultats concordent avec la distribution des canaux
sodiques selon leur pic d’'amplitude et leur sensibilité a la TTX. En revanche, en
condition ischémique, seul le pic a 0 mV est présent. De plus, ce pic s’avére étre
tres sensible a de faibles concentrations de TTX puisque celui-ci est totalement
bloqué par 3 nM de TTX. Nos résultats préliminaires semblent indiquer que

'ischémie augmente la contribution des nNaVs a Iya.. Plus précisément, nos
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résultats semblent montrer qu’en condition ischémique, le courant sodique soutenu
est exclusivement généré par des nNaVs. Ces résultats confortent ceux obtenus
précédemment sur 'amplitude totale d’lya. (Figure 3.4.7). En effet, nos résultats
montraient que contrairement aux contrdles, le courant Ing. ischémique était
totalement bloqué par 25 yM TTX. Nos résultats préliminaires nous permettent
donc de supposer que l'augmentation d’lya. Observée en condition ischémique
semble étre essentiellement due a une augmentation de la contribution des
nNaVs, ce qui expliquerait par la méme occasion la plus grande sensibilité d’lna. a

25 uM de TTX observée en condition ischémique.

—l— Contrdle —O— 1 nM —&— 3 nM —</~ 1 uM

Controles Ischémie
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Figure 3.4.8 Résultats préliminaires sur le taux de participation des différents types
de NaVs participant a Iy,

L’ischémie augmente la contribution des nNaVs a Iy,.. Courbes I/V contréle et ischémique
d’IyaL en fonction de la concentration de TTX perfusées. Le protocole utilisé est le méme
que celui décrit auparavant. Les mesures d’amplitudes d’ly,. ont été prises a la fin des 300
ms des pulses tests et normalisées par rapport a la taille des cellules respectives.
(Contrdles : n=6 ; Ischémie : n=1). Valeurs + SEM.
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Controle Ischémie
Controle MTSEA Controle MTSEA

Inay PA/PF -78.8+5.7 -8.6+ 14 | 534 4+902% -5.5+ .71t
Gna, Max, PS/pF 2.7+0.1 - 27+0.2 -
Activation

Vip, mV -33.7+0.4 -359+0.3 -33.6+0.2 -37.6+0.21

k, mV 47+0.2 6.8+0.2 6.6+04 55+0.2
Inactivation

Vi, mV -68.3+0.2 -79.7 £ 0.31 -74.5 + 0.2* -81.7+0.21

k, mV 7.6 +0.1 6.2+0.3 7.3+0.2 6.5+0.1

Tableau 5 Paramétres biophysiques du courant sodique pour les conditions
controle et ischémique

Ina correspond au courant sodique ; Ga max @ la conductance maximum ; V4, au potentiel
de demi-(in)activation ; k au facteur de pente de I'(in)activation ; 1, et 1, aux constantes de
temps rapide et lente de la réactivation. "P<0.05 ischémie vs controle, T-test et F-test:
'P<0.05 MTSEA vs contrdle, F-test; TP<0.001 MTSEA vs contrdle, T-test. Valeurs +
SEM.

En résumé, nous avons analysé dans cette étude I'impact de l'ischémie sur
les propriétés biophysiques des canaux sodiques. Nos résultats montrent que
I'ischémie diminue I'amplitude maximum d’In, mais sans modifier les parameéetres
d’activation des canaux sodiques. L’analyse de la dépendance au voltage de
I'inactivation des canaux sodiques montre que l'ischémie diminue la disponibilité.
Cependant, au niveau cardiaque, plusieurs types de canaux sodiques participent
aux courants Ina, max €t InaL. Les expériences réalisées avec le MTSEA ont montré
que lischémie ne changeait pas le ratio de canaux de type 1.5 et nNaVs
participant & Ina, max (10% pour les nNaVs et 90% pour 1.5). En revanche, nos

résultats montrent que l'ischémie a augmenté I'amplitude d’Ina. Ce résultat parait
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étonnant au vu de la diminution d’Ina, max- Néanmoins, les nNaVs participent
davantage au courant sodique soutenu comparativement au courant de pic. Nos
résultats tres préliminaires permettent tout de méme de constater que l'ischémie
semble modifier le profil de canaux participant a Ina. et que celui-ci semble étre
essentiellement généré par des canaux sodiques de type nNaVs. Ces résultats
concordent avec l'augmentation d’amplitude d’ly, totale qui présente une plus
grande sensibilité¢ a la TTX en condition ischémique. De plus, nos résultats
semblent indiquer que les seuls les canaux de type 1.5 présentent une diminution
de leur disponibilité en condition ischémique. Finalement, de par leur localisation,
leur réle dans la transmission de l'onde de dépolarisation au niveau cardiaque
ainsi que leur disponibilité, les nNaVs semblent agir comme un mécanisme de
sauvegarde dans le but de maintenir et d’assurer la transmission de [linflux

électrique dans des régions ischémiques.
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Chapitre IV: Discussion & Conclusions

4.1 Etude de I'impact d’une augmentation d’acides gras libres circulants sur

le courant sodique cardiaque chez le chien

Nous avons montré qu'une co-perfusion d’Intralipide-Héparine (IH)
augmente le taux plasmatique d’AGNE et TG sans modifier le niveau des
hormones de stress. Ces résultats confirment que les modifications observées sur
Ina SONt donc liées au changement de concentration d’acides gras libres circulants.
Nous avons montré qu’une co-perfusion d’IH augmente le courant Ina max de 41%
et décale le potentiel de demi-activation des canaux sodiques vers des potentiels
plus négatifs. Il est bien connu que de tels changements peuvent augmenter
I'excitabilité. Physiologiquement, un décalage de la courbe d’activation vers des
potentiels plus négatifs se traduit par une baisse du seuil d’activation des canaux
sodiques et donc une augmentation de [l'excitabilité qui sera renforcée par
'augmentation de I'amplitude d’Ina, max- NOS résultats montrent également que la
co-perfusion d’IH entraine une légere diminution de la disponibilité des canaux
sodiques. Ces résultats ne coincident pas avec 'augmentation d’amplitude d’Ina
observée sur la courbe I/V ce qui indique que 'augmentation du courant maximum

sodique est principalement due au décalage négatif de la courbe d’activation.

Il a déja été démontré qu'une modification du contenu lipidique de la
membrane plasmique des cardiomyocytes peut moduler les paramétres
biophysiques des canaux sodiques. Dans des cultures de cardiomyocytes de rats
et de muscle cardiaque, 'EPA, le DHA et d’autres acides gras polyinsaturés
(PUFAs) augmentent le seuil de déclenchement de potentiel d’action, inhibent Iy,
et accélérent la cinétique d’inactivation (Xiao et al., 1995; Leifert et al., 1999,
2000). Des effets similaires ont également été rapportés sur les canaux NaV1.5
exprimés dans des cellules HEK (Moreno et al., 2012; Pignier et al., 2007; Xiao et

al., 2005). Une partie de ces observations peut s’expliquer par un changement de
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fluiditt membranaire autour du canal sodique (Lundbaek et al., 2004). Cette
hypothése semble cohérente avec un changement dans les paramétres
d’activation des canaux sodiques puisque les structures impliquées dans
'activation sont présentes au niveau transmembranaire et intégrées dans la
membrane plasmique tandis que le mécanisme d’inactivation est présent dans le
milieu hydrophobe intracellulaire. Cependant, les effets lies a une modification de
la fluidité membranaire sur le potentiel de demi-activation des canaux sodiques
présents in vivo dans notre étude sont a 'opposé de ceux observés in vitro dans
les études rapportées précédemment. Bien que des différences inter-espéces
puissent étre impliquées, il est important de noter que dans les études in-vitro
citées ci-dessus, les myocytes ont été exposés moins longtemps aux lipides (10 a
50 minutes). Par conséquent, seuls les effets aigus d’'une exposition aux acides
gras ont été mesurés. |l est également probable qu’in vivo des mécanismes
d’adaptation participent a la modulation d’lya. La divergence de nos résultats
obtenus in vivo suggeéere [Iimplication d’autres mécanismes de régulation,
possiblement liés a la P-oxydation et [lactivation de mécanismes de

phosphorylation, durant les huit heures de perfusion.

Etonnamment, il s’avére que huit heures de perfusion d’'IH suffisent pour
induire des changements durables sur les propriétés biophysiques d’Ina puisque
les enregistrements ont été effectués durant les trois jours qui ont suivi l'isolement
cellulaire (limite du temps de survie des cardiomyocytes isolés). Un tel remodelage
électrophysiologique aussi rapide et précoce de cardiomyocytes cardiaques est
une nouvelle découverte. Nos résultats montrent qu’une diéte riche en acide gras
peut induire un remodelage cardiaque en seulement quelques heures aprés la
prise du repas. Une des hypothéses émergentes de nos résultats est que
'exposition in vivo a de fortes concentrations d’acides gras libres module les
propriétés électrophysiologiques des canaux sodiques par un second mécanisme
induisant un changement plus durable de ces propriétés dans un laps de temps
relativement court. Bien que le mécanisme exact reste a étre identifié, il est
susceptible d'étre lié a une B-oxydation et peut induire une modulation d’ly, par des

dérivés réactifs de l'oxygene, la phosphorylation par la PKC ou PKA qui sont
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connus pour modifier les propriétés biophysiques et I'expression des canaux
sodiques (Frohnwieser et al., 1997; Hallaq et al., 2006, 2012; Liu et al., 2010,
2013; Lu et al., 1999; Murray et al., 1997; Schreibmayer et al., 1991; Zhou et al.,
2000).

Le décalage du courant de fenétre vers des potentiels plus négatifs induit
par la perfusion d'IH est également intéressant et peut avoir deux effets bien
établis. Premierement, cela va augmenter le courant de fuite sodique entrant,
proche de -80 mV, ce qui va causer une dépolarisation du potentiel membranaire
de repos. Additionné au décalage vers des potentiels plus négatifs observés sur la
courbe d’activation, cela va augmenter I'excitabilité cardiaque. Le second effet de
'augmentation du courant de fenétre pour des potentiels proches du potentiel
membranaire de repos est la présence d’un courant sodique entrant. Cette entrée
de sodium va donc augmenter la concentration intracellulaire en ion sodium et
ainsi diminuer le gradient de concentration. Le gradient de concentration du
sodium joue un rdle clé dans la régulation de I'homéostasie du calcium en
modulant directement le sens du fonctionnement de I'échangeur NCX. Une
diminution du gradient sodique se traduit par une diminution de I'expulsion du
calcium intracellulaire. Ces mécanismes sont trés bien décrits dans des cas
d’hypertension, d’hypertrophie et d’insuffisance cardiaque (Dhalla et al., 1988;
Hobai et O’Rourke, 2000; Kranias et Bers, 2007; O’'Rourke et al., 1999).

L’ischémie cardiaque entraine un changement de métabolisme du myocarde
qui devient anaérobique ainsi qu’une accumulation d’acides gras. Dans les cas les
plus graves, la relache de catécholamines induite par lischémie accentue la
relache d’acides gras des tissus adipeux. Des observations cliniques ont montré
gu’une concentration élevée d’AG libres plasmatiques était associée a une
augmentation du risque d’arythmies cardiaques lors d’infarctus du myocarde,
tandis que la restauration de la glycolyse au niveau du myocarde présente des
effets protecteurs (Oliver et Opie, 1994). Nos résultats montrent qu’une élévation
d’AG libres circulants diminue la valeur du voltage permettant I'ouverture des

canaux sodiques et augmente I'amplitude du courant de fenétre ce qui nous
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indique qu’'une augmentation de I'excitabilité cardiaque liée a une augmentation de
la concentration intracellulaire en ions sodium font parties des mécanismes

physiopathologiques conduisant a I'augmentation de l'incidence des arythmies.

Une augmentation de la concentration plasmatique en AG libres entraine
une diminution de la sécrétion d’insuline par les cellules B du pancréas ce qui
constitue un facteur de risque dans le développement d’une résistance a I'insuline
menant finalement a un diabéte de type 2. De plus, il est intéressant de noter que
la plupart des études utilisant des modeéles de souris diabétiques sans modification
geénétique montrent que les taux de calcium intracellulaire sont plus élevés, sans
pour cela modifier 'amplitude du courant calcique de type L (Bracken et al., 2006;
Lacombe et al., 2007; Lengyel et al., 2007; Pereira et al., 2006). Ces résultats vont
a lI'encontre d'un potentiel réle d’lca. dans I'augmentation du calcium intracellulaire
observée dans le diabéte de type 2. Nos résultats montrent en contrepartie qu'une
altération d’ln, pourrait significativement participer a ce processus. Des études ont
démontré que les cceurs diabétiques sont caractérisés par une augmentation du
calcium intracellulaire conduisant finalement a une insuffisance cardiaque.
L’altération du fonctionnement de la pompe calcique du réticulum sarcoplasmique
(SERCA) a été proposée comme une possible explication des CD dans des
modeéles de diabétes de type 1 et 2 (Fredersdorf et al., 2012; Zarain-Herzberg et
al., 1994; Zhong et al., 2001). Cependant, dans ces études, aucune explication
n'est donnée sur le mécanisme initiateur menant a la dérégulation du calcium
intracellulaire. L’augmentation du courant de fenétre observée dans notre étude
pourrait étre a l'origine de I'augmentation de la concentration intracellulaire en
calcium via I'échangeur NCX et entrainait une augmentation de la durée du plateau
des PA ventriculaires. De plus, le courant de fenétre est augmenté pour des
potentiels proches du potentiel membranaire de repos (de -80 mV a -40mV). Cela
peut donc entrainer un ralentissement de la diastole et une dépolarisation du
potentiel diastolique. Nos résultats montrent également que le traitement IH a
décalé négativement les courbes I/V et m.. des canaux sodiques, contribuant ainsi
a 'augmentation de l'excitabilité cardiaque, mais a diminué leur disponibilité. Le

décalage négatif de la courbe h. peut étre responsable d’une diminution de
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'amplitude maximale des PA ventriculaires et diminuer l'efficacité de la systole.
Les insuffisances cardiaques liées au diabéte pourraient donc provenir d’une
augmentation de I'excitabilité cardiaque associée a une augmentation de la DPA
ventriculaire et a une diminution de 'amplitude maximale des PA. Ces résultats
concordent avec les premiéres étapes caractéristiques du développement des
insuffisances cardiaques reliées aux CD (Belke et Dillmann, 2004; Belke et al.,
2004). Nos résultats suggérent donc un nouveau mécanisme selon lequel un
changement au niveau des parameétres biophysiques d’lys entrainerait une
modification du gradient de concentration des ions sodium, qui entrainerait alors
une altération de '’homéostasie calcique en paralléle a 'augmentation plasmatique
d’AG libres et au développement de la résistance a I'insuline. Notre étude montre
également que 'adaptation cardiaque a une diéte riche en acide gras est rapide.
Dans ce cas, une exposition répétée a de fortes concentrations d’acides gras libres
circulant peut engendrer un remodelage chronique du cceur. Pour cette raison, il
est tentant de penser que le remodelage électrique cardiaque est déclenché par
les AG libres et que ce remodelage s’établit bien avant que la résistance a

I'insuline apparaisse ou qu’un diabéte de type 2 soit cliniquement détecté.

En résumé, nous avons montré qu’'une infusion de PUFAs pendant huit
heures chez le chien augmentait 'amplitude du courant Iy, de 41%, diminuait la
valeur du potentiel membranaire correspondant a 'ouverture des canaux sodiques
et augmentait le courant de fenétre d’ly.. Ces résultats sont compatibles avec une
augmentation de I'excitabilité et de la concentration intracellulaire en calcium qui
sont des facteurs potentiellement impliqués dans le développement d’arythmies
ventriculaires associées a une augmentation plasmatique de la concentration en
AG libres telles que celles observées au cours d'ischémie ou de diabéte.
Cependant, méme si notre modéle animal s’avére tout a fait adapté pour étudier in
vivo les effets d'une exposition aigué a de fortes concentrations plasmatiques d’AG
libres, il ne tient pas compte de I'hyperlipidémie chronique et de I'hyperglycémie
qui se développent de fagon concomitante au cours du diabéte. Par conséquent,
d'autres études seront donc nécessaires afin de déterminer si une exposition

chronique d’AG libres se traduira par le développement de cardiomyopathie chez
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le chien et si celles-ci seront accompagnées de changements dans les propriétés

biophysiques du courant Iy, cardiaque.

4.2 Effet d’une exposition in-utero a la nicotine sur le courant sodique

Les canaux sodiques sont responsables de la phase de dépolarisation d’un
potentiel d’action. lls sont également impliqués dans la conduction et I'excitabilité
cardiaque. Une modification des propriétés biophysiques et/ou de I'expression des
canaux sodiques peut avoir de graves conséquences. En effet, aucun potentiel
d’action ne peut étre déclenché si 'amplitude du courant Iy, diminue de fagon trop
importante. Les contractions cardiaques dépendent donc fortement du
fonctionnement des canaux sodiques. Dans le syndrome de mort subite du
nouveau-né (SMSN), les enfants souffrent d’apnées prolongées du sommeil et
entrent en bradycardie. Cependant, ils sont dépourvus de réflexe d’auto-
réanimation. Le systéme responsable d’augmenter le rythme ainsi que la force des
contractions cardiaques fait intervenir les récepteurs (-adrénergiques. Notre
hypothése est donc la suivante : un défaut dans la réponse adrénergique au
niveau cardiaque peut-il étre a l'origine de [Il'absence de réflexe d’auto-

ressuscitation chez les enfants atteints de SMSN?

421 Effet d’'une exposition prénatale (in-utero) a la nicotine sur les

propriétés biophysiques d’ly, chez le lapin nouveau-né de 37 jours

Nous avons montré que la nicotine augmentait 'amplitude d’Ins, max de 32%
et décalait le seuil d’activation de -15 mV ainsi que le courant de pic In, de -30 a -
40 mV. Nos résultats montrent que la nicotine a décalé le V4, d’activation et
d’inactivation vers des potentiels plus négatifs et augmenté la conductance des
canaux sodiques. Pour une valeur de potentiel appliqué de -65 mV, 10% des
canaux sodiques sont activés en condition nicotine contre 0% en condition sham.
Comme le seuil d’activation chez les animaux traités est plus proche du potentiel
membranaire de repos, nos résultats montrent donc que la nicotine a augmenté

I'excitabilité cardiaque. L’augmentation significative d’lna, max peut étre expliquée
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par le décalage négatif de la courbe d’activation nicotine. En effet, pour un méme
potentiel membranaire, plus de canaux sont activés en condition nicotine.
Plusieurs études menées chez des patients fumeurs et non-fumeurs ont montré
que la nicotine entraine une augmentation de la pression artérielle ainsi qu’une
augmentation du rythme cardiaque (Benowitz et al., 1984, 2002; Mikkelsen et al.,
1997). Nos résultats montrent que la nicotine augmente I'excitabilité cardiaque ce
qui peut en partie expliquer ces observations. Pourtant, aucune étude s’intéressant
aux effets d’'une exposition in-utero a la nicotine sur les propriétés biophysiques
des canaux sodiques cardiaques n’est présente dans la littérature. Liu et al. ont
montré une inhibition du courant sodique suite a la perfusion de nicotine (1 nM) sur
des cellules du ganglion trigéminale de rat, mais également dans des cellules HEK
transfectées avec le géne SCN5A (Liu et al., 2004). Les auteurs montrent que la
nicotine n'a pas affecté I'activation, mais a cependant faiblement diminué la
disponibilité des canaux sodiques. La divergence de nos résultats peut s’expliquer
par la différence des modeles utilisés. Nous avons utilisé un modele in vivo nous
permettant de voir les effets d’'une exposition prénatale a la nicotine. De plus, nos
enregistrements de courants ont été effectués sans perfusion de nicotine. Notre
modeéle nous a donc permis de mesurer les effets a long terme d’une exposition in-
utero a la nicotine sur les propriétés biophysiques des NaVs. La nicotine est
connue pour ses propriétés anti-apoptotique et peut altérer le développement du
systéme de conduction cardiaque chez un nouveau-né (Hakki et al., 2001; Suzuki
et al., 2003; Wielgus et al., 2004). Les effets que nous observons dans notre étude
dépendent donc de plusieurs parameétres évoluant au cours du développement de
I'embryon et ne se résument pas a une simple exposition des canaux sodiques a la
nicotine. Enfin, 'analyse des courbes de disponibilité nous montrent que la nicotine
a décalé le V4 de demi-inactivation de -81,3 £+ 0,2 mV a -85.3 £ 0.1 mV.
Néanmoins, ce décalage ne s’avere pas statistiquement significatif.
L’augmentation de 32% du courant Iy, (Figure 3.2.1C) ne peut donc pas étre
expliquée par un changement de disponibilité des canaux sodiques. De plus, un
décalage négatif de la courbe de disponibilité a pour conséquence de diminuer le

nombre de canaux disponibles pour des potentiels plus dépolarisés, entrainant une
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diminution de l'amplitude d’Ing (Figure 3.2.2B). La nicotine doit donc modifier
'amplitude d’Ina et les propriétés biophysiques des canaux sodiques par
intermédiaire d’autres mécanismes. Navarro et al. (1990) ont montré que
I'exposition in-utero a la nicotine retarde le développement des récepteurs B-
adrénergiques chez le rat (Navarro et al., 1990). Les auteurs précisent, suite a
I'utilisation d’isoprotérénol, qu’ils ont observé une hyposensibilité s’expliquant par
un probléme d’interaction entre l'isoprotérénol et les récepteurs p-adrénergiques.
Malgré un sevrage de nicotine, les déficiences fonctionnelles liées a I'isoprotérénol
ou a une stimulation électrique des nerfs sympathiques persistent a I'age adulte.
Ces résultats nous indiquent donc qu’une exposition in-utero a la nicotine modifie
sur le long terme la réponse adrénergique au niveau des organes dépendants du
systéme sympathique. L’activité cardiaque est régulée par le systéme nerveux
autonome et par conséquent par le systéme sympathique. Afin de vérifier si la
nicotine altére la réponse adrénergique au niveau cardiaque, nous avons expose
des cardiomyocytes de loreillette droite de lapins sham et nicotine a 10 uM

d’isoprotérénol.

4.2.2 Une exposition in-utero a la nicotine abolit la réponse a une stimulation

B-adrénergique au niveau cardiaque

Nos résultats montrent que l'isoprotérénol a pratiquement doublé la densité
du courant Iy, en condition sham (-60,9 + 9,2 pA/pF a -115,9 £ 10,3 pA/pF) et a
décalé le seuil d’activation et le pic Ina respectivement de -5 mV et -15 mV (Figure
3.2.3). En revanche, en condition nicotine, les deux courbes courant-potentiel se
superposent. Les valeurs d’'Ina, max Obtenues avant et aprés incubation avec 10 uM
d’isoprotérénol sont identiques (-89,6 £ 8,3 pA/pF et -90,5 + 16,8 pA/pF). De plus,
'analyse des courbes d’activation montre que Iisoprotérénol a significativement
décalé de -14 mV le potentiel de demi-activation en condition sham. Encore une
fois, en condition nicotine, les courbes d’activation contréle et +Isoprotérénol ne
sont pas statistiguement différentes. Aprés application de 10 yM d’isoprotérénal,
nos résultats montrent que la conductance maximale a augmenté de 2,5 + 0,1

pS/pF a 3,1 £ 0,1 pS/pF en condition sham alors que les valeurs obtenues en
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condition nicotine sont similaires (2,9 £ 0,1 pS/pF et 3,0 £ 0,1. pS/pF). Finalement,
I'analyse des courbes d’inactivation montre que l'isoprotérénol a décalé le potentiel
de demi-inactivation des canaux sodiques de -81,3 + 0,2 mV a -85.3 £ 0.2 mV. Ce
décalage n’est pas significatif, cependant les valeurs obtenues aprés [l'ajout
d’isoprotérénol en condition sham sont identiques a celles obtenues en condition
nicotine. Encore une fois, nos résultats montrent que lisoprotérénol n'a pas
changé le potentiel de demi-inactivation en condition nicotine. Il est connu que
I'isoprotérénol augmente la densité de courant au niveau cardiaque (Lu et al.,
1999; Matsuda et al., 1992; Yarbrough et al., 2002). Nos résultats montrent donc
que contrairement aux lapins sham, les lapins nicotine ne présentent aucune
sensibilité¢ a 10 yM d’isoprotérénol. De fagon plus marquante, hormis I'amplitude
d’Ina, Max, tOUS les parameétres biophysiques des canaux sodiques sont identiques
entre les conditions sham/+Iso et nicotine. Ces résultats suggérent fortement la
présence d’'une dominance sympathique chez les lapereaux de 37 jours exposeés
in-utero a la nicotine et supportent I'étude de Navarro et al. En effet, dans cette
étude, les auteurs ont montré qu’une exposition in-utero a la nicotine chez le rat
retardait le développement des récepteurs [-adrénergiques et entrainait une
hyposensibilité a l'isoprotérénol (agoniste des récepteurs B-adrénergiques) et ce
sur le long terme (Navarro et al., 1990). Il semble donc que ce soit cette
dominance sympathique (activation continue des récepteurs p-adrénergiques) qui
soit a l'origine de l'augmentation d’Ina, max Observé en condition nicotine (Figure
3.2.1). L’activation des récepteurs B-adrénergiques entraine une augmentation de
I'activité de la PKA qui est connue pour augmenter I'expression de SCN5SA (Hallaq
et al., 2006; Zhou et al., 2000). Les enfants souffrant du syndrome de mort subite
ne présentent aucun réflexe d’AR. Les principaux symptémes apparents sont les
suivants : présence d’apnées prolongées du sommeil et apparition de bradycardie.
Il est aujourd’hui difficile de déterminer si la défaillance provient en premier des
centres respiratoires ou du systeme nerveux autonome. Néanmoins, nos résultats
étayent I'hypothése d’une défaillance au niveau de la régulation du rythme
cardiaque due a la présence d'une dominante sympathique entrainant une

désensibilisation des récepteurs (B-adrénergiques. Chez un nouveau-né sain, le
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développement d’une bradycardie cardiaque trop prononcée entraine le
déclenchement d’un systéme de secours qui consiste en une décharge
adrénergique afin d’accélérer le rythme cardiaque (phénoméne d’auto-
ressuscitation). Nos résultats montrent que ce systéme de sauvegarde n’est plus
présent chez les lapins nicotine. D’aprés nos résultats et ceux présents dans la
littérature, I'absence de réflexe d’auto-ressuscitation chez les enfants atteints du
syndrome de mort subite semble donc principalement due a une défaillance dans
la réponse adrénergique cardiaque (pas d’accélération du rythme cardiaque suite a

une décharge adrénergique).

4.3 Effet de I’épilepsie sur les propriétés biophysiques des canaux sodiques

cardiaques. Paralléle entre les troubles neurologiques et cardiaques

Nos résultats montrent que [I'épilepsie a: 1) augmenté [Iexcitabilité
(décalage négatif de la courbe I/V); 2) augmenté I'amplitude d’Ina, max d’environ
18%; 3) décalé les courbes m.. et h.. vers des potentiels plus négatifs; 4) augmenté
le temps de réactivation; 5) augmenté I'amplitude d’Iya. €n augmentant la
contribution des nNaVs; 6) modifié l'effet de lisoprotérénol sur le temps de
réactivation et sur les courbes m.. et h.; 7) modifié I'activité de la PKC pour la

courbe h.. et 8) augmenté de fagon constitutive I'activité de la PKA.
4.3.1 Mutations et épilepsie

Bien que notre étude ne porte pas sur les effets des mutations liées a
I'épilepsie, leur étude nous a permis de mieux comprendre les mécanismes
menant au déclenchement des crises. Ce paragraphe résume donc les principales
mutations découvertes ainsi que les modifications électrophysiologiques qu’elles
engendrent. Cependant, ces études présentent linconvénient d’avoir été
effectuées dans des modeéles in-vitro mais il sera intéressant de comparer ces
résultats aux observations cliniques pour finalement les comparer aux nétres. Les
mutations liées a I'épilepsie ont été découvertes sur les génes SCN1A (Escayg et
al., 2001; Sugawara et al., 2001a), SCN2A et le récepteur GABA de type 2
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(GABRG2) (Sun et al., 2008). Lossin et al. ont montré que la mutation T875M
présente sur le géne SCN1A augmentait significativement la densité du courant Iya
(Lossin et al., 2002). D’autres ont montré que cette méme mutation située au
niveau du segment S4, diminuait la disponibilité des canaux en décalant la courbe
d’inactivation de -9 mV (Alekov et al., 2001). Spampanato et al. ont montré que la
mutation T875M, associée a la sous-unité 3, augmentait le temps de réactivation
(Spampanato et al., 2001). La mutation W1204R (SCN1A) exprimée dans un
modeéle d’expression hétérologue (tsA201) décalait quant a elle le V4, d’activation
et d’inactivation vers des potentiels plus négatifs (Lossin et al., 2002; Spampanato
et al., 2003). Les auteurs montrent également que le décalage induit par la
mutation est atténué lorsque le canal est co-exprimé avec sa sous-unité [
(Spampanato et al., 2003). Plusieurs études ont également montré que les
mutations T875M, W1204R et R1648H (SCN1A) entrainaient une augmentation de
'amplitude d’Ina. (Alekov et al., 2000, 2001; Cossette et al., 2003; Kahlig et al.,
2006; Spampanato et al., 2001). Enfin, Shuai Liu et al. ont trés récemment montré
que la mutation 11656M (SCN1A) modifiait la régulation du canal par la PKA (Liu et
Zheng, 2013). Ces études ont donc permis de constater que les mutations
responsables d’épilepsie augmentaient 'amplitude des courants Ina, max €t INaL,
décalaient les courbes m.. et h.. vers des potentiels plus négatifs et augmentaient
le temps de réactivation des canaux sodiques de type neuronaux. Au vu de ces
résultats, nous pouvons constater que les modifications induites par les mutations
au niveau des propriétés biophysiques des nNaVs sont trés similaires aux résultats

que nous avons obtenus au niveau cardiaque.
4.3.2 Hyperexcitabilité et épilepsie

Cependant, plusieurs études ont montré dans des modéles animaux
epileptiques dépourvus de mutation que [I'épilepsie était responsable d’une
surexpression de canaux sodiques de type nNaVs au niveau des cellules
pyramidales de I'hippocampe (Guo et al., 2008, 2013; Xu et al., 2013) entrainant
une augmentation de I'amplitude d’Ina.. Les crises d’épilepsie sont également

caractérisées par une hyperactivité neuronale qui a entre autres pour origine une
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hyperexcitabilité des canaux sodiques (Rogawski et Loscher, 2004). La phénytoine
qui est un bloqueur des canaux sodiques est d’ailleurs utilisée comme traitement
anti-épileptique. Nos résultats montrent que I'épilepsie a décalé le seuil d’activation
des canaux sodiques et la courbe m. vers des potentiels plus négatifs. Le seuil
d’activation des canaux est donc plus proche du potentiel membranaire de repos
en condition épileptique et cela est bien connu pour augmenter I'excitabilité.
Additionnée au décalage de la courbe m.., I'épilepsie permet I'ouverture d’un plus
grand nombre de canaux pour des potentiels plus hyperpolarisés. || semble donc
que I'épilepsie, comme au niveau neuronal, augmente I'excitabilité au niveau

cardiaque.
4.3.3 Ina, max et épilepsie

Guo et al. ont analysé chez le rat les propriétés des canaux sodiques
présents au niveau de I'hippocampe dans un modele d’épilepsie spontanée et
rapportent que I'épilepsie a augmenté I'amplitude d’lna, max de 16% et décalé de -7
mV le V4, d’activation. Nos résultats montrent que I'épilepsie a significativement
augmenté Ina max de 18% et décalé le V4, d’activation d’environ -6 mV. Nos
résultats montrent également que I'épilepsie a augmenté la conductance des
canaux sodiques. L’épilepsie semble donc avoir augmenté 'amplitude du courant
Ina, Max €N augmentant le niveau d’expression d’'un ou de plusieurs types de canaux
sodiques. Cependant, plusieurs parameétres peuvent influencer I'expression des

canaux sodiques.

Premierement, [I'épilepsie a déja été associée a des modifications
d’expression de plusieurs types de canaux. Yuki Nagao et al. (2013) ont
récemment démontré que l'induction du SE par la pilocarpine pouvait également
modifier I'expression de canaux potassiques. En effet, leur étude montre par
western blot que I'épilepsie a significativement augmenté le niveau d’expression du
canal potassique rectifiant entrant (Kir 4.1) dans des astrocytes de cerveau (Nagao
et al., 2013). De plus, d'autres études ont montré, au niveau neuronal, une
surexpression des canaux sodiques de type neuronaux (NaV1.1, 1.2, 1.3 et 1.6)
dans un modéle de rat épileptique dépourvu de mutations (Guo et al., 2008, 2013;
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Xu et al., 2013). Les auteurs ont corrélé 'augmentation d’expression des canaux
sodiques a l'augmentation d’lya. qU’ils ont observée. Le paralléle concernant le
taux de participation des nNaVs et I'augmentation d’amplitude d’lya. entre le
cerveau et le coeur sera développé plus tard, dans la section 4.3.4 de cette
discussion. Il est donc fort probable que 'augmentation du courant Ina, max qQue
nous observons en condition épileptique ait pour origine une surexpression des
canaux sodiques au niveau cardiaque, comme il 'a déja été établi au niveau

neuronal.

Deuxiemement, I'épilepsie est associée a une modification du tonus
sympatho-vagal. Ce systéme est impliqué dans la régulation du rythme cardiaque
via les voies sympathique et parasympathique. L’activation des récepteurs -
adrénergiques par 10 uM d’isoprotérénol augmente le niveau d’expression des
canaux sodiques et par conséquent la densité de courant (Yarbrough et al., 2002).
De plus, l'activation des récepteurs [(-adrénergiques entraine l'activation des
protéines kinases A et C qui sont également impliquées dans la modulation du
niveau d’expression des canaux sodiques. En effet, Hallaq et al. ont montré que
'activation de la PKC diminuait le niveau d’expression de SCN5A, tandis que
'activation de la PKA l'augmentait (Hallag et al., 2006, 2012). Zhou et al. ont
également montré que l'activation de la PKA augmentait la densité de courant

sodique en favorisant le transport a la membrane des canaux (Zhou et al., 2000).

Concernant lisoprotérénol, nos résultats montrent que 10 uM
d’isoprotérénol ont augmenté le courant Ina, max de 50 et 52% respectivement pour
les conditions sham et épileptique (Figure 3.3.3.1). Il est connu que l'isoprotérénol
favorise le transport des canaux sodiques stockés dans les cavéoles vers la
membrane plasmique (Yarbrough et al., 2002). Tong Lu et al. ont enregistré une
augmentation d’lna, max de 68% chez le rat en utilisant 10 uM d’isoprotérénol (Lu et
al., 1999) et JJ Matsuda et al. de 56% chez le lapin avec 1 pM d’isoprotérénol
(Matsuda et al., 1992). Le phénoméne de transport des stocks de canaux a la
membrane est trés rapide. Yarbrough et al. ont montré une augmentation de 70%

du courant Iy, aprés seulement 4 min de perfusion d’isoprotérénol a une
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concentration de 10 umol/L chez des rats adultes (Yarbrough et al., 2002). Les 30
minutes d’incubation que nous avons effectuées avec l'isoprotérénol s’avérent
donc amplement suffisantes pour augmenter le niveau d’expression des canaux
sodiques. Nos résultats sont consistants avec la littérature et 'augmentation du
courant Iy, induite par l'isoprotérénol est probablement due a une surexpression
des canaux sodiques. Il est intéressant de noter que I'augmentation d’ln, induite
par lisoprotérénol est significativement plus importante en condition épileptique
comparativement aux sham. En effet, les courants Ina, max SONt de -149.2 + 9.7
pA/pF et de -191,6 £ 20.5 pA/pF respectivement pour les conditions sham et
épileptique. La densité maximale atteinte en condition épileptique est donc 22%
plus élevée qu’en condition sham. Sachant que [Iisoprotérénol augmente
'amplitude d’Ina en favorisant le transport des canaux sodiques stockés dans les
cavéoles vers la membrane plasmique, il est fort probable qu’un plus grand
nombre de canaux soit disponible dans les cavéoles en condition épileptique. Nos
résultats montrent également que I'isoprotérénol a significativement augmenté la
conductance maximale des canaux sodiques et décalé négativement le V.
d’activation en condition sham et épileptique. Ces résultats concordent avec
'augmentation du courant Iy, induite par l'isoprotérénol puisqu’il y a plus canaux
activables pour des potentiels plus négatifs. Il est connu que lisoprotérénol
posséde des propriétés inotrope et chronotrope positifs. Nos résultats vont dans ce
sens puisque lisoprotérénol a décalé le seuil d’activation des canaux sodiques
vers des potentiels plus négatifs et cela a pour conséquence d’augmenter
I'excitabilité cardiaque. De fagon plus générale, les résultats obtenus avec
I'isoprotérénol montrent que la réponse adrénergique n’est pas modifiée ou altérée
en condition épileptique. Les changements induits par I'épilepsie peuvent donc
avoir pour origine une surexpression de nNaVs qui possédent des propriétés
biophysiques différentes de NaV1.5. Dans les deux conditions, I'isoprotérénol a
augmenté I'amplitude d’Ina, max, décalé négativement le seuil et le V4, d’activation
et augmenté la conductance maximale. De plus, les valeurs des Vi, sham et
épileptique aprés l'ajout d’isoprotérénol ne sont pas statistiquement différentes.

L’épilepsie ne modifie donc pas I'effet maximum d’une stimulation B-adrénergique
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sur le potentiel de demi-activation des canaux sodiques. Néanmoins, I'épilepsie
modifie intrinséquement ces paramétres comme montré précédemment. C’est la
raison pour laquelle les décalages observés sont moins importants en condition
épileptique. Tous les décalages induits par I'épilepsie vont dans le méme sens que
ceux induits par l'isoprotérénol. Ces observations montrent que I'épilepsie diminue
légerement la réponse a une stimulation B-adrénergique et laissent a penser que
les animaux épileptiques sont sous dominance sympathique. L’épilepsie semble
donc augmenter l'activité basale et intrinséque des récepteurs B-adrénergiques.
L’activation des récepteurs B-adrénergiques entraine l'activation des protéines
kinases C (PKC) et A (PKA) par l'intermédiaire de protéines G stimulatrices et via
la voie de I'adénylate cyclase. Afin de déterminer si la dominance sympathique
induite par I'épilepsie modifie I'activité de ces deux protéines kinases, nous avons
analysé les effets d’'un bloqueur de la PKC (chélérythrine) et de la PKA (H-89) sur

les propriétés biophysiques des canaux sodiques.

A propos de la PKC, nos résultats montrent que son inhibition a
significativement augmenté la densité du courant Iy, d’environ 42% et 53%
respectivement pour les conditions sham et épileptique. De plus, selon nos
résultats, linhibition de la PKC entraine un décalage négatif des courbes
d’activation. Xiao et al. ont montré qu’une activation de la PKC avec du PMA
(phorbol-12-myristate-13-acetate) entrainait une diminution du courant sodique. lls
montrent que I'effet du PMA sur Iy, peut étre aboli avec I'ajout de calphostine C (un
antagoniste de la PKC) (Xiao et al., 2001). Hallaq et al. ont démontré que
lactivation de la PKC par le PMA diminuait I'amplitude d’Ina et décalait
positivement la courbe d’activation (Hallaq et al., 2012). Qu et al. ont également
montré qu’une activation de la PKC avec du OAG (1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol)
entrainait une diminution de I'amplitude d’ln, de 33% et 56% respectivement pour
des potentiels membranaires de maintien de -114 mV et -94 mV (Qu et al., 1994).
Nos résultats concordent donc avec la littérature car suite a I'inhibition de la PKC,
nous observons une augmentation du courant Iy, et un décalage négatif de la
courbe m... Finalement, 'augmentation de I'amplitude d’Iya en condition épileptique

ne semble donc pas provenir d’'une modification de I'activité de la PKC.
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Nos résultats montrent que I'inhibition de la PKA par le H-89 a augmenté la
densité de courant en conditions sham et épileptique et décalé les courbes
d’activation et inactivation vers des potentiels plus négatifs. Cependant, le potentiel
d’inversion visible sur les courbes I/V sham et épileptique (Figure 3.3.5.1B) est
décalé vers des potentiels plus positif. Ce décalage positif peut étre di a une
augmentation de la concentration extracellulaire en ions Na® suite a une
évaporation d’eau lors de lincubation. Cela pourrait donc étre a l'origine de
'augmentation de courant observé dans les deux conditions. L’inhibition de la PKA
en condition épileptique semble donc uniquement décaler négativement la courbe
m.. sans modifier 'amplitude d’lna. En revanche, en condition sham, 'augmentation
du courant est plus importante suite a I'inhibition de la PKA et décale davantage la
courbe m.. comparativement aux données des rats épileptiques. L’épilepsie
semble donc diminuer l'activité de la PKA, ce qui permettrait d’expliquer
laugmentation d’'lya. via une augmentation de la participation des nNaVs en
condition épileptique. En effet, il a été démontré que la PKA possédait des effets
opposés sur le niveau d’expression des canaux sodiques selon leur isotypes.
L’activation de la PKA entraine une diminution de l'amplitude des courants
sodiques TTX-s (NaV1.1 et 1.2) (Vijayaragavan et al., 2004), mais augmente
'amplitude des courants sodiques TTX-r (England et al., 1996; Gold et al., 1996).
D’autres études ont également rapporté ce phénomene, puisque selon Zhou et al,
I'activation de la PKA entraine une augmentation du courant sodique généré par
SCN5A (Zhou et al., 2000; ovocytes de Xénope) tandis que Liu et al ont montré
que son activation diminuait 'amplitude du courant sodique généré par SCN1A
(Liu et Zheng, 2013; tsA 201). Les variations d’amplitudes des différents courants
sodiques sont induites suite a une modification du niveau d’expression. Il a été
démontré que la PKA pouvait augmenter I'expression des canaux sodiques de
type NaV1.5. En effet, des expériences faites dans un modéle d’expression
hétérologue (HEK) ont montré qu’une stimulation de la PKA augmentait I'amplitude
d’Ina (Zhou et al., 2000). Afin de déterminer si 'augmentation d’Iy, était due a une
augmentation du niveau d’expression de NaV1.5, les auteurs ont utilisé de la

chloroquine, un agent permettant de perturber le transport des vésicules provenant
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du Golgi et se dirigeant vers la membrane plasmique. Les cellules pré-incubées
avec de la chloroquine ne montraient plus ou trés peu d’augmentation d’ly, aprés
stimulation de la PKA. Ces expériences ont permis de montrer qu’'une stimulation
de la PKA augmentait le nombre de canaux sodiques présents au niveau de la
membrane plasmique. De plus, cette augmentation d’expression est trés rapide et
méme aprés 60 minutes, I'amplitude du courant ne cesse d’augmenter. Cette
adaptation trés rapide suite a la stimulation de la PKA est incompatible avec la
synthése de nouveaux canaux qui est un phénoméne génomique plus lent. En
accord, il a été démontré qu’il existait des réserves intracellulaires de protéines
NaV1.5 (Haufe et al., 2005a). Ce stockage est effectué dans les caveéoles et
permet un remodelage ionique ainsi qu'une plasticité d’adaptation rapide de la
cellule cardiaque. La PKA modifie donc l'activité des canaux sodiques de deux
facons : en modifiant les propriétés biophysiques et en permettant la libération des
stocks intracellulaires de canaux sodiques. L’augmentation d’Iya. généré par des
nNaVs en condition épileptique semble donc provenir d’une diminution de I'activité
de la PKA qui induit une diminution d’Iya généré par SCN5A et une augmentation
d’'Ina généré par les nNaVs. Un autre facteur important est également impliqué
dans la modulation des propriétés biophysiques des canaux sodiques : les sous-
unités B. Ce sont des protéines constituées d’'un segment transmembranaire situé
a proximité du canal. Plusieurs études in-vitro ont démontré que l'association du
canal NaV1.5 avec une ou plusieurs sous-unités  modifiait a la fois les propriétés
biophysiques des canaux sodiques ainsi que le niveau d’expression (Patino et
Isom, 2010). De plus, Zhou et al. ont montré dans un modéle d’expression
hétérologue que I'augmentation du courant induite par la stimulation de la PKA
pouvait étre atténuée en présence de sous-unités B (Zhou et al., 2000). |l est donc
possible qu’en plus d’une probable diminution de I'activité de la PKA, I'épilepsie
modifie également I'expression des sous-unités . Toutefois, il est important de
préciser que le H-89 n’est pas un inhibiteur spécifique de la PKA et qu’il peut
potentiellement bloquer d’autres protéines kinase comme la PKC ou encore la
calmoduline kinase Il (CaMKIl) pouvant elles aussi modifier I'expression ou les

propriétés biophysiques des NaVs (Ashpole et al., 2012; Hallaq et al., 2012).

148



4.3.4 L’épilepsie augmente I'amplitude d’ly,. en augmentant la contribution

des nNaVs

Nos résultats montrent que I'épilepsie a augmenté I'excitabilité cardiaque,
mais également 'amplitude d’Ina.. L’épilepsie semble donc affecter le coeur de la
méme fagon qu'il affecte le cerveau. Plusieurs rapports cliniques se basant sur des
enregistrements d’ECG de patients épileptiques ont fait état d'une augmentation
significative de l'intervalle QT (Ergul et al., 2013; Hocker et al., 2013; Jeon et al.,
2011). Il est connu que le courant soutenu Iy, participe a la phase de plateau d’'un
potentiel d’action et peut en faire varier sa durée. En effet, il a été démontré que
I'application de TTX peut diminuer la durée d’'un potentiel d’action (Huang et al.,
2001; Maltsev et al., 1998). Dans notre étude, nous montrons que I'épilepsie a
augmenté l'amplitude de la composante soutenue du courant sodique InaL
d’environ 35%. Nous avons déja démontré que la moitié du courant Iy, chez le
chien était di a des canaux de types nNaVs (Biet et al., 2012). Nos résultats
montrent également qu’aprés application de 1 nM de TTX, l'amplitude des
courants Ina. sham et épileptique pour les potentiels appliqués de -30 et -10 mV
n’étaient plus différente. Cela signifie donc que l'augmentation de courant
observée en épilepsie est due a des canaux de type TTX sensibles (nNaVs). Au vu
de ces observations, nos résultats suggerent donc fortement que 'augmentation
de lintervalle QT présente sur les ECG de patients épileptiques a pour origine une
augmentation de 'amplitude de la composante soutenue d’Iya.. Comme mentionné
dans la section Mutations et Epilepsie, les mutations T875M, W1204R et R1648H
entrainent une augmentation de l'amplitude d’lya. (Alekov et al., 2000, 2001;
Cossette et al., 2003; Kahlig et al., 2006; Spampanato et al., 2001). Il est connu
que le modele de rats épileptiques induit par injection de pilocarpine augmente
également I'amplitude d’Ina. @au niveau des cellules pyramidales de 'hippocampe
(French et al., 1990). Dans le méme modéle, Chen et al. ont déterminé que cette
augmentation d’Iyg. était de 1.5X au niveau des cellules pyramidales d’hippocampe
et qu'elle était totalement bloquée par 1 uM de TTX (Chen et al., 2011). Nos
résultats concordent fortement avec les données présentes dans la littérature et

renforcent le concept qu’'une augmentation de nNaVs se produit aussi au niveau
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cardiaque. Premierement, nous avons utilisé le méme modeéle que dans les études
citées préecédemment. Deuxiémement, tout comme I'étude portant sur les cellules
pyramidales, nos résultats montrent que I'épilepsie a augmenté 'amplitude d’lyaL
dans les cardiomyocytes de 1.5 £+ 0.2 pA/pF a 2.3 + 0.3 pA/pF, soit une
augmentation d’environ 1.5X. De plus, selon nos résultats, 'augmentation d’lya. est
geénérée par des canaux de types nNaVs sensibles a 1 nM de TTX. Afin d’appuyer
davantage nos résultats, il a été démontré dans un modéle de rat épileptique
spontané que les niveaux d’expression de plusieurs canaux sodiques de type
nNaVs (NaV1.1, 1.2, 1.3 et 1.6) ainsi que la sous-unité B4 étaient surexprimés au
niveau de I'hippocampe (Guo et al., 2008, 2013; Xu et al., 2013). Les auteurs font
donc un paralléle entre 'augmentation d’Iya qu’ils ont observée et 'augmentation
d’expression des canaux sodiques. D’aprés ces études et nos résultats, il parait
fort probable que l'augmentation d’lya. que nous observons soit due a une
surexpression de canaux sodiques de type nNaVs. De plus, Xu et al. (Xu et al.,
2013) ont observé des modifications de I'expression (sur et sous-expression) de la
Calmoduline Kinase Il (CaMKIl) dans différentes parties du cerveau chez des rats
epileptiques. Il a été démontré que la CaMKIl augmentait 'amplitude d’Iya. et la
DPA (Aiba et al., 2010). Il se peut alors que 'augmentation de 'amplitude d’lyaL
soit due a une augmentation de l'activité de la CaMKII par I'épilepsie. Ma et al. ont
également démontré I'implication de la CaMKIl et de la PKC dans la modulation de
'amplitude d’Ina (Ma et al., 2012). Les auteurs ont montré qu’'une augmentation de
la concentration intracellulaire en ions calcium entrainait une augmentation de
'amplitude d’Ina. de fagon concentration-dépendante dans des cardiomyocytes
ventriculaires de lapin. Nos résultats montrent que l'activité de la PKC n’est pas
modifiée en condition épileptique. En revanche, la PKA peut moduler 'activité de la
PKC de fagon indirecte. La phosphorylation des canaux calciques de type L par la
PKA va déclencher leur I'ouverture et permettre aux ions calcium de passer a
I'intérieur de la cellule. Cette augmentation intracellulaire en ions calcium a pour
conséquence d’augmenter l'activité de la PKC et de la CaMKIl qui peuvent
augmenter I'amplitude d’Iya.. Les observations faites au niveau neuronal présentes

dans la littérature concordent et renforcent nos résultats obtenus au niveau
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cardiaque. En effet, que ce soit a cause de mutations ou dans des modeles de rats
epileptiques spontanés ou induit par injection de pilocarpine, I'épilepsie augmente
'amplitude d’Ina.. Cette augmentation est probablement due a une augmentation
du niveau d’expression de divers canaux sodiques de type nNaVs. En effet, nos
résultats montrent qu’aprés I'ajout d’ 1 nM de TTX, les amplitudes d’'Inya. sham et
epileptique ne sont plus différentes. L’hypothése d'une modification de la
régulation du systéme nerveux autonome concorde eégalement avec une
augmentation de I'amplitude d’lya.. La CaMKIlI augmente 'amplitude d’lya, tout
comme la PKC qui peut en plus modifier le niveau d’expression de canaux
sodiques. Enfin, les sous-unités B jouent un réle majeur dans la modulation des
propriétés biophysiques des canaux sodiques. Cependant, in vivo, leurs
associations aux canaux sodiques peuvent étre multiples. Selon le type
d’association, elles peuvent a la fois augmenter/diminuer 'amplitude d’ln, ainsi que
décaler positivement ou négativement les paramétres d’activation et d’inactivation

des canaux sodiques.

L’épilepsie est responsable d’arythmies cardiaque (bradycardie,
allongement de [lintervalle QT, bloc de conduction) pouvant étre Iétales.
L’augmentation d’lya. peut donc entrainer une augmentation de la DPA
ventriculaire et de la durée de la période réfractaire, et étre a lorigine de
'allongement de l'intervalle QT. De plus, I'épilepsie décale les courbes m.. et h.
vers des potentiels plus négatifs, ce qui signifie que le courant de fenétre sodique
est également décalé vers des potentiels plus négatifs (analyse non effectuée
dans ce mémoire). Comme expliqué dans le projet sur les chiens IH, cela peut étre
a l'origine d’'une dépolarisation du potentiel membranaire de repos et participer
ainsi, associé a 'augmentation du temps de réactivation, a un ralentissement de la
conduction cardiaque pouvant mener a l'apparition de BAV. Finalement, cette
étude est la premiere a explorer les effets de I'épilepsie sur les propriétés
biophysiques des canaux sodiques au niveau cardiaque. Les modifications induites
par I'épilepsie que nous avons observée corroborent avec I'apparition des troubles
du rythme cardiaque présents chez les patients épileptiques. L’augmentation de

'amplitude d’Inar, la diminution de la disponibilité des NaVs, 'augmentation du
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temps de réactivation des NaVs ainsi que le décalage négatif du courant Ingw €n
condition épileptique semblent étre a l'origine du développement des arythmies

cardiaques pouvant mener aux MSIE.
4.3.5 Troubles de conduction et épilepsie

Les crises d’épilepsie sont responsables d’'un allongement de l'intervalle QT,
mais également de l'apparition de BAV. L’allongement de lintervalle QT semble
donc provenir d’'une augmentation de I'amplitude d’Ina. par I'intermédiaire d’'une
augmentation de la contribution des nNaVs. En revanche, les probléemes de
conduction dépendent davantage de l'inactivation et de la réactivation des canaux
sodiques. Nos résultats montrent que I'épilepsie a significativement diminué la
disponibilité (décalage négatif) et augmenté le temps de réactivation des canaux
sodiques. Une diminution de la disponibilité associée a une augmentation du
temps de réactivation sont des facteurs propices a l'apparition de troubles de
conduction. En effet, suite a ces changements, les canaux sodiques sont moins
disponibles et mettent davantage de temps a se réactiver. Cela a pour
conséquence de ralentir la conduction cardiaque et dans des conditions plus
extrémes (crises) de déclencher un BAV. D’ailleurs, plusieurs rapports de
meédecins montrent que les crises d’épilepsie peuvent engendrer I'apparition de
BAV (Altenmuller et al., 2004; Hocker et al., 2013), dont Ignatius Gerardo et al. qui
font état d’'un cas inhabituel concernant I'apparition d’'un BAV complet chez une
patiente en pleine crise (Zarraga et Ware, 2007). Afin d’expliquer cela, les auteurs
rapportent qu'un déreglement de la régulation du systéme nerveux autonome
central lors des crises peut déclencher I'apparition de troubles du rythme ainsi que
de BAV. Nos résultats montrent donc que I'épilepsie a faiblement (-3 mV), mais
significativement diminué la disponibilité des canaux sodiques. Au niveau
neuronal, des expériences in-vitro sur les mutations T875M (Alekov et al., 2001) et
W1204R (Lossin et al., 2002) liées a I'épilepsie montrent une diminution de la
disponibilité, tandis qu’in vivo I'épilepsie ne semble pas modifier la disponibilité
(Agrawal et al., 2003; Ellerkmann et al., 2003). Cependant, au niveau cardiaque,

plusieurs isoformes de canaux sodiques (NaV1.5 et nNaVs) ayant des propriétés
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biophysiques différentes sont exprimées et une modification de I'expression de I'un
d’eux pourrait expliquer ce décalage. Par la suite, nous avons montré que
I'épilepsie a augmenté le temps de réactivation des canaux sodiques. Le temps de
récupération des canaux sodiques a partir des états inactivés est un parametre
critique dans la conduction cardiaque. Spampanato et al. ont montré in vitro que la
mutation T875M associée a la sous-unité 31 augmentait le temps de réactivation
(Spampanato et al., 2001), tandis qu’in vivo I'épilepsie ne modifie pas le temps de
réactivation (Ellerkmann et al., 2003; Remy et al., 2003). Encore une fois, et pour
les raisons évoquées auparavant, il est difficile de comparer nos résultats obtenus
au niveau cardiaque de ceux obtenus au niveau neuronal. Dans nos expériences,
I'épilepsie a donc diminué la disponibilité et augmenté le temps de réactivation des
canaux sodiques ce qui coincide avec I'apparition de bradycardie et de trouble de

conduction (BAV) visible chez les patients épileptiques.

Nous avons également analysé l'effet de I'isoprotérénol afin de déterminer si
la diminution de la disponibilité ainsi que 'augmentation du temps de réactivation
des canaux sodiques étaient dues a une modification du tonus adrénergique. Tout
d’abord, nos résultats montrent que I'effet maximum de l'isoprotérénol est similaire
dans les deux groupes. En effet, lorsque I'on compare les données d’inactivation et
de réactivation aprés traitement (10 uM d’isoprotérénol), les valeurs entre les
groupes sham et épileptiques ne sont plus statistiguement différentes et leur
similitude est surprenante. La réponse adrénergique ne semble donc pas étre
modifiée ou altérée chez les animaux épileptiques. En revanche, nos résultats
montrent que les courbes de réactivation des animaux épileptiques contrble et
traitée se superposent, ce qui nous indique que l'augmentation du temps de
réactivation observée en épilepsie semble passer par la voie B-adrénergique et
que celle-ci est déja activée de fagon constitutive. En effet, nos résultats montrent
que tous les décalages induits par I'épilepsie vont dans le méme sens que ceux
induits par l'isoprotérénol, ce qui renforce le concept d’'un état de dominance
sympathique concernant les animaux épileptiques. La voie adrénergique faisant
intervenir les protéines kinases A et C, nous avons également analysé l'effet d’'un

bloqueur de PKA et PKC sur les propriétés biophysiques des canaux sodiques.
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Concernant la PKC, nos résultats montrent que son inhibition par la
chélérythrine ne modifie pas le temps de réactivation des canaux sodiques en
conditions sham et épileptique. L’augmentation du temps de réactivation observé
chez les animaux épileptiques ne semble donc pas étre due a un changement
dans l'activité¢ de la PKC. En revanche, et contrairement aux contréles, nos
résultats montrent que I'inhibition de la PKC entraine une diminution significative
de la disponibilité. La diminution de la disponibilité en condition épileptique peut
donc provenir de la PKC. Watson et al. ont étudié les effets d’'une activation de la
PKC dans des cellules néonatales de ventricules de rats (Watson et Gold, 1997).
Leurs résultats montrent que [lactivation de la PKC a décalé la courbe
d’inactivation vers des potentiels plus positifs et que cet effet pouvait étre inversé
suite a lapplication de chélérythrine. Les auteurs précisent également que
'application de chélérythrine seule ne modifiait pas la disponibilité des canaux
sodiques. Ces résultats concordent avec les nétres puisque pour les rats sham,
l'inhibition de la PKC n’a pas modifié la disponibilité. En revanche, en condition
épileptique, la chélérythrine a significativement diminué la disponibilité des canaux
sodiques. Les crises d’épilepsie sont souvent suivies de bradycardie ce qui signifie
que le tonus vagal prédomine. Une stimulation vagale facilite la libération de PUFA
(Das, 2011) dont le Palmitoyl-L-Carnitine qui est un inhibiteur endogéne de la PKC.
Cette inhibition temporaire de la PKC peut donc diminuer la disponibilité des
canaux sodiques des personnes épileptiques et ainsi contribuer au développement
des BAV. De plus, Wu et al. ont montré que le Palmitoyl-L-Carnitine pouvait
augmenter l'amplitude d’lnac (Wu et al., 2009). Nos résultats montrent que
I'épilepsie a augmenté I'amplitude d’lya. de fagon constitutive, car les animaux
sacrifiés n’étaient pas en condition post-ictus. Ces résultats suggérent donc que
'amplitude d’lya. pourrait étre davantage augmentée lors d’'une stimulation vagale
et contribuer également aux BAV. En revanche, lorsque I'on compare pour les
conditions sham et épileptiques, l'inhibition de la PKC n’a pas modifié les autres
parameétres biophysiques des canaux sodiques : augmentation d’'Ina max, décalage

négatif de la courbe m.. et aucun effets sur la réactivation des canaux sodiques. Au
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vu de ces résultats, la PKC ne semble donc jouer qu’un réle mineur dans le

développement des arythmies cardiaques liées a 'épilepsie.

Au sujet de la PKA, nos résultats montrent que son inhibition a diminué la
disponibilité et augmenté le temps de réactivation dans les conditions sham et
épileptique. Ces modifications ont pour effet de ralentir la conduction cardiaque, ce
qui corrobore avec les effets induits par une stimulation vagale. Shuai Liu et al. ont
étudié les effets d’'une activation de la PKA sur le gene SCN1A dans un modéle
d’expression hétérologue (tsA201; Liu and Zheng, 2013). Leur résultats montrent
gu’une activation de la PKA diminuait 'amplitude d’lnamax €t décalait négativement
les courbes m.. et h.. Dans nos conditions expérimentales et suite a I'inhibition de
la PKA par le H-89, nous observons également un décalage négatif des courbes
m.. et h... La divergence entre nos résultats peut s’expliquer par les effets opposés
d’'une activation de la PKA sur les courants sodiques de type cardiaque (NaV1.5)
et neuronaux (nNaVs) puisque les cardiomyocytes expriment davantage de
NaV1.5 que de nNaVs. De plus, I'activité de la PKA peut également étre diminuée
par des protéines kinases inhibitrices (PKI) présentes de fagon endogénes au
niveau cardiaque. Les trois isoformes de PKI connues chez 'lhomme sont la PKla,
la PKIB et PKly qui est la forme la plus abondante au niveau cardiaque (Zheng et
al., 2000). La PKI peut étre directement activée par ’TAMPc qui vient se fixer sur le
site catalytique (Ashby et Walsh, 1972). Chez les souris par exemple, le taux
d’AMPc basal au niveau cardiaque est de 1.2 uM (lancu et al., 2008). Ce taux
basal dAMPc est donc responsable d’'une régulation basale de I'activité de la PKA
et PKI par l'intermédiaire de I'adénylate cyclase (producteurs d’AMPc) et de la
phosphodiestérase (inhibe la production d’AMPc) (duBell et al., 1996; lancu et al.,
2008; Yan et al., 2011). De plus, Cohen et al. ont montré que I'activité basale de la
PKI était d’environ 30%, mais que celle-ci augmentait a 70% suite a une injection
intraveineuse d’adrénaline chez le lapin (Aitken et Cohen, 1982; Foulkes et Cohen,
1979; Foulkes et al., 1980). Les auteurs précisent que parallelement a cette
augmentation d’activité de la PKI, l'activité de la PKA diminuait. Nos résultats
montrent que les rats épileptiques sont sous une faible dominance sympathique

(hyposensibilité a lisoprotérénol), ce qui pourrait conjointement conduire a une
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diminution de l'activité de la PKA et a une augmentation de l'activité de la PKI.
Pour une méme concentration de H-89, nos résultats montrent que la disponibilité
a davantage été réduite en condition épileptique et que le temps de réactivation a
également été davantage diminué en condition épileptique. Cela peut donc
s’expliquer par un effet cumulatif entre le H-89 et la présence d'une PKI
intrinséquement plus active en condition épileptique. De plus, les décalages
négatifs des courbes m.. et h., ainsi que la diminution du temps de réactivation
induits par I'épilepsie seule, vont dans le méme sens que ceux induits par une
inhibition de la PKA. |l se pourrait donc que la diminution de la disponibilité ainsi
que la diminution du temps de réactivation en condition épileptique soient dues a
une inhibition de la PKA suite a une augmentation de l'activité de la PKI. Ces
modifications biophysiques du courant sodiques pourraient finalement participer a
I'apparition de bradycardies (diminution de la conduction) et au développement de
BAV.

Pour conclure, notre étude est donc la premiére a s’intéresser aux effets de
I'épilepsie sur les propriétés biophysiques des canaux sodiques au niveau
cardiaque. Nos résultats montrent que I'épilepsie tend vers une augmentation de
I'excitabilité cardiaque et une augmentation de 'amplitude d’'Ing. par l'intermédiaire
d’'une plus forte contribution des nNaVs. L’augmentation de I'excitabilité cardiaque
peut étre comparée a [I'hyperactivité neuronale présente chez les patients
épileptiques. De plus, les expériences in vitro et in vivo ont montré que I'épilepsie
augmentait 'amplitude d’Ina. en augmentant le niveau d’expression des nNaVs au
niveau neuronal. Au regard de la littérature et de nos résultats, I'épilepsie semble
donc modifier I'activité cardiaque de la méme fagon qu’elle affecte l'activité
neuronale. Selon nos résultats, lallongement de [lintervalle QT et le
développement de BAV pouvant mener aux MSIE chez les patients épileptiques
seraient principalement di a une augmentation de I'amplitude d’Ina. @u niveau
cardiaque. Nos résultats montrent également que les animaux épileptiques
semblent étre sous dominance sympathique, ce qui coincide avec les problémes
de régulation du systéme autonome. Nous avons par la suite analysé les effets

d’une inhibition de la PKA et PKC sur le courant sodique cardiaque. Nos résultats
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montrent que l'inhibition de la PKC a diminué la disponibilité uniquement en
condition épileptique, et que linhibition de la PKA a diminué trés fortement la
disponibilité et a considérablement augmenté le temps de réactivation des canaux
sodiques. Les crises sont caractérisées par des périodes de tachycardie suivies de
bradycardie, et les BAV apparaissent en moyenne 30 minutes post-ictus.
Additionné a l'augmentation d’lya, le mode de développement des BAV serait
donc d0 a une forte diminution de la disponibilité ainsi qu’a une augmentation
conséquente du temps de réactivation des canaux sodiques lors de I'activation de
la PKI sous tonus sympathique et de linhibition de la PKC sous tonus
parasympathique. Il serait intéressant de développer un modéle animal présentant
des cas de MSIE et de diminuer ou bloquer I'activité de la PKly qui est la forme la
plus présente au niveau cardiaque. Gangolli et al. ont d’ailleurs généré par
recombinaison homologue un modéle de souris déficientes en PKI (Gangolli et al.,
2000).

4.4 Effet de I'ischémie sur les différentes composantes du courant sodique

cardiaque

Pour ce projet, nous avons utilisé un protocole d’ischémie permettant de
simuler I'ischémie sur des cellules isolées. Nos résultats montrent que l'ischémie a
diminué d’environ 32% I'amplitude du courant sodique sans aucune modification
de l'activation, mais a décalé vers des potentiels plus négatifs la courbe de
disponibilité. Ces résultats concordent avec la littérature qui recense également
une diminution de I'amplitude d’Ina. Hu et al. ont montré au niveau de I'épicarde, du
myocarde et de 'endocarde de lapin que l'ischémie diminuait 'amplitude d’In, sans
changer le V4, d’activation, mais que la courbe de disponibilité était décalée
négativement (Hu et al., 2003). Il est également connu que I'ischémie augmente
'amplitude d’Ina (Ju et al., 1996; Hale et al., 2006; Shryock et Belardinelli, 2008).
Nos résultats montrent que I'ischémie a doublé voire triplé 'amplitude d’lya. selon
le potentiel membranaire appliqué. En fait, on pensait auparavant que

'augmentation de calcium intracellulaire était due a une augmentation de
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'amplitude du courant de fenétre, entrainant l'apparition d’'une composante
dépolarisante soutenue pendant la phase de plateau du PA. Cependant, ce
courant soutenu peut étre mesuré a des potentiels membranaires trés positifs
situés en dehors de la région délimitée par le croisement des courbes m. et h.. La
nature sodique de ce courant a été déterminée par sa sensibilité a la TTX.
L’'ischémie diminue donc le courant Ina, max mMais étonnamment augmente
'amplitude d’IlnaL. Plusieurs hypothéses ont émergé de ces observations. En effet,
'ischémie, de par ses nombreuses modifications et perturbations de la machinerie
intracellulaire peut moduler I'expression et les propriétés biophysiques des canaux
sodiques en modifiant leur état de phosphorylation (PKC, PKA) ou encore leur
association aux différentes sous-unités (. Deux observations majeures ont
cependant permis [I'élaboration d'une seconde hypothése. Premiérement, le
courant soutenu peut étre complétement bloqué par la TTX. Cette observation a
donc permis de déterminer que ce courant était généré par des canaux de type
sodique. Deuxiemement, des expériences ont montré que I'utilisation d’'un potentiel
membranaire de maintien de -50 mV permettait de ‘supprimer’ le courant sodique
pic, mais que la composante soutenue était toujours activable. La composante
soutenue semble donc étre générée par d’autres types de canaux sodiques
possédant des propriétés biophysiques différentes de NaV1.5 et plus précisément
au niveau de leur disponibilité. Notre laboratoire a détecté la présence de canaux
sodiques de types neuronaux au niveau cardiaque et nous avons remarqué que le
niveau d’expression des nNaVs était plus important dans les tissus impliqués dans
la conduction de l'influx électrique (Haufe et al., 2005a). Les nNaVs semblent donc
étre impliqués dans la transmission du PA cardiaque. Cependant, les
cardiomyocytes ventriculaires expriment également des nNaVs et nous avons
voulu déterminer si 'augmentation de I'amplitude d’Iya. induite par I'ischémie au
sein de ces cardiomyocytes était due a un possible remodelage au niveau de
I'expression des différentes isoformes de canaux sodiques. Nous avons pour cela
utilisé le MTSEA qui est un bloqueur sélectif de NaV1.5. Le MTSEA forme un pont
disulfure avec la cystéine 372 qui est absente au niveau des nNaVs et bloque de

fagcon covalente le canal sodique type cardiaque. Nos résultats montrent que le
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MTSEA bloque environ 90% d’Ina, max €N condition contrdle et ischémique. Le
courant MTSEA insensible (généré par les nNaVs) représente donc 10% d’Ina, max
pour les deux conditions. Selon nos résultats, I'ischémie n’a pas modifié le ratio
nNaVs/NaV1.5 participant au courant sodique pic. L’application de MTSEA nous a
permis d’analyser l'activation et l'inactivation des canaux sodiques MTSEA-
insensibles (nNNaVs) en condition controle et ischémique. Nos résultats montrent
que les courbes m.. et h.. en présence de 2 mM de MTSEA ne sont pas différentes.
Ces résultats nous indiquent que lischémie n’a pas modifié l'activation et
'inactivation des nNaVs et que la diminution de la disponibilité induite par
'ischémie (sham vs ischémie) concerne donc les canaux sodiques de type
NaV1.5. En résumé, nos résultats nous indiquent que l'ischémie ne modifie pas le
niveau de participation des différents types de canaux sodiques a Ina, max., Mais
diminue la disponibilité des canaux sodiques de type cardiaque. Cependant, il est
important de noter que les nNaVs participent davantage a Ina. qu'au courant Iy,
Max- EN effet, nous avons démontré que les nNaVs étaient responsables d’environ
50% du courant soutenu (Biet et al., 2012). Une augmentation de I'expression des
nNaVs aura donc un impact plus important sur Ina. que sur Ina pic. Nos résultats
montrent que contrairement aux contréles, Iy €tait entierement bloqué par 25 yM
de TTX en condition ischémique. Afin de déterminer I'origine de cette différence,
nous avons utilisé diverses concentrations de TTX dans le but de discriminer les
canaux sodiques sensibles a de faibles concentrations de TTX (nNaVs, nM) des
résistants (NaV1.5, uM). Nos résultats préliminaires nous montrent deux choses
importantes. Premiérement, la courbe I/V d’lya. contréle présente deux pics (a -30
mV et a 0 mV), tandis qu’un seul pic semble étre présent en condition ischémique
(0 mV). Deuxiemement, dans les deux conditions, le pic a 0 mV présente une
sensibilité a de faibles concentrations de TTX. Pour rappel, le pic de courant des
canaux NaV1.5 se situe aux alentours de -30 mV, alors que celui des nNaVs est
compris entre 0 et +10 mV. Nos résultats concordent fortement avec la répartition
des différents types de canaux selon leur pic de courant, mais aussi selon leur
sensibilité a la TTX. En effet, le pic a -30 mV en condition contréle (correspondant

plutét a un point d’inflexion) n’est pas sensible a de faibles concentrations de TTX
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et est uniquement bloqué en partie par 1 yM de TTX. En revanche, le pic contrdle
a 0 mV est partiellement bloqué par 1 et 3 nM de TTX, et davantage par 1 uM.
Cependant, en condition ischémique, nos résultats (trés) préliminaires montrent
que le courant Iya. ne posséde qu’un seul pic a 0 mV et que celui s’avére étre trés
sensible a la TTX puisqu’il est totalement bloqué par 3 nM de TTX. Ces résultats
concordent avec nos résultats précédents sur 'amplitude totale d’lna.. En effet, en
condition contrOle, nos résultats montraient que le courant total Ing. n’était pas
entierement bloqué par 25 yM de TTX alors qu’en condition ischémique la totalité
du courant était bloquée. Cette différence de sensibilité a la TTX d’lya. €n condition
ischémique semble donc provenir de la nature des canaux sodiques qui le
génerent. Les nNaVs semblent étre les seuls contributeurs d’Ina. €n condition
ischémique. Comme les nNaVs possédent une composante soutenue de plus
grande amplitude que NaV1.5, cela pourrait expliquer 'augmentation d’amplitude
d’Ina. Observée en condition ischémique. Cependant, nos résultats ne nous
permettent pas de déterminer si les nNaVs sont surexprimés en condition
ischémique. En effet, I'ischémie semble ‘enlever la composante soutenue
normalement générée par les canaux sodiques de type NaV1.5 en diminuant par
les différentes possibilités énumérées ci-dessus (phosphorylation, sous-unités () la
disponibilité et possiblement en accélérant I'inactivation. De part ce fait, seuls les
canaux sodiques de types neuronaux dont la disponibilité ne semble pas étre
affectée en condition ischémique (courbe h.. ischémique + MTSEA) seraient
responsables d’Iya. en condition ischémique. Ces résultats concordent avec les
données présentes dans la littérature montrant des effets bénéfiques de la
ranolazine (bloqueur d’Ina) apres un épisode ischémique (Belardinelli et al., 2006;
Hale et Kloner, 2006; Hale et al., 2006; Shryock et Belardinelli, 2008; Soliman et
al., 2012). En effet, I'ischémie entraine une surcharge intracellulaire en ions
calcium. Cette surcharge dépend et est précédée par une surcharge en ion sodium
(Haigney et al., 1994). Bloquer lI'entrée d’ions sodium peut donc permettre de
limiter 'entrée d’ions calcium a l'intérieur de la cellule. Cela pourra donc permettre

de limiter les effets des différents échangeurs sur la modulation des concentrations
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ioniques de part et d’autre de la membrane et par conséquent de limiter I'apparition

d’arythmies liées a l'ischémie.

Perspectives & Conclusion Générale

Nous avons démontré qu’'une exposition aigue d’AG libres entrainait des
modifications du courant sodique cardiaque compatibles avec le développement
des cardiomyopathies diabétiques. Il serait alors intéressant de déterminer les
effets d’'une exposition chronique d’AG libres (toujours chez le chien) et de voir si
celle-ci entraine I'apparition de cardiomyopathie. Il serait également intéressant
d’analyser les effets de cette augmentation d’acides gras libres sur d’autres types
de courants ioniques cardiaque tels que les différents courants potassiques mais
aussi d’effectuer des mesures de PA. La mesure de PA pourra en effet nous
permettre de confirmer 'augmentation de I'excitabilité cardiaque liée au décalage
négatif de la courbe IV du courant sodique cardiaque et déterminer si
'augmentation de 'amplitude du courant de fenétre sodique (Ina, w) entraine une

prolongation de la DPA.

Nos résultats montrent qu’une exposition in-utero a la nicotine modifie les
paramétres biophysiques du courant sodique cardiaque de la méme fagon qu’une
stimulation adrénergique. De plus, nos résultats montrent qu’'une exposition in-
utero a la nicotine abolit les effets d’une stimulation B-adrénergique sur le courant
sodique cardiaque et serait responsable d’'une dominance sympathique chez les
lapereaux exposés. Il serait donc intéressant d’effectuer plusieurs autres mesures
et expériences afin d’appuyer nos résultats. L’hypothése d'une dominance
sympathique pourrait étre étayée par un dosage du taux d’adrénaline circulant
chez les lapereaux et par une quantification des récepteurs (-adrénergiques.

D’aprés nos résultats, I'exposition in-utero a la nicotine augmenterait le taux
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d’adrénaline et entrainerait une saturation des récepteurs [(3-adrénergiques
conduisant dans un premier temps a une surexpression de ces derniers puis a leur
désensibilisation. Enfin, il serait également intéressant d’effectuer des tests in-vivo
a [lisoprotérénol et d’enregistrer en parallele des tracés d’ECG. Si la
désensibilisation des récepteurs B-adrénergiques est bien présente, on ne devrait
pas observer d’accélération du rythme cardiaque chez les lapereaux exposeés.
Cette absence d’accélération du rythme cardiaque, si avérée, pourrait étre mise en
paralléle avec I'absence de réflexe d’AR chez les enfants exposés in-utero a la
nicotine. Cela supporterai donc I'hypothése selon laquelle l'origine du SMSN
viendrait d’'un probléme cardiaque (et plus précisément d’'une désensibilisation des

récepteurs (-adrénergiques) plutét que des centres respiratoires.

D’aprés nos résultats, I'épilepsie semble comme au niveau neuronal
entrainait un remodelage ionique au niveau cardiaque en sur-exprimant des
canaux sodiques sensibles a de trés faibles concentrations de TTX (nNaVs). Nos
résultats montrent que I'épilepsie augmente le taux de participation des nNaVs a
InaL @U niveau cardiaque. Ce phénoméne pourrait donc participer a I'allongement
de lintervalle QT observé chez les patients épileptiques. S’agissant ici de la
premiére étude portant sur les effets de I'épilepsie au niveau cardiaque, les
perspectives envisageables peuvent étre tres nombreuses, c’est pourquoi
jénumeérerai que certaines d’entres elles. Les premiéres expériences
complémentaires a faire seraient de déterminer par buvardage de type western,
les niveaux d’expression des différents isotypes de canaux sodiques (TTX-R et
TTX-S) a savoir NaV 1.5, 1.1, 1.2, 1.3 et 1.6. D’aprés nos résultats, nous nous
attendons a observer une augmentation du niveau d’expression des nNaVs. I
serait également extrémement intéressant d’effectuer des enregistrements d’ECG
afin de déterminer si I'épilepsie prolonge la durée de lintervalle QT et d’appliquer
de la ranolazine (bloqueurs spécifique d’lya ). Selon nos résultats, 'application de
ranolazine devrait davantage réduire la durée de l'intervalle QT chez les animaux
épileptiques comparativement aux animaux sham. Nos résultats montrent
également que I'épilepsie semble modifier le tonus sympatho-vagal en faveur

d’'une dominance symptathique mais sans toutefois entrainer une désensibilisation
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des récepteurs (B-adrénergiques. Des mesures d’Iya. €n présence d’isoprotérénol,
de chélérythrine et de H-89 pourraient s’avérer pertinentes afin d’analyser
'évolution de l'amplitude d’Ina. au cours des différentes phases d’une crise

d’épilepsie.

L’ischémie cardiaque est responsable de I'apparition de troubles du rythme
tels que des QT long, tachycardies ventriculaires, torsades de pointes, de
phénomeéne de réentrées et d’'une dépolarisation du potentiel membranaire. Nos
résultats montrent que l'ischémie entraine sur des cardiomyocytes du ventricule
gauche du chien une diminution d’Ina, max €t UNne augmentation d’Iya. et que cette
augmentation d’lya. serait générée, d’aprés nos résultats préliminaires, par des
canaux sodiques TTX-s (nNaVs). Tout comme le projet portant sur I'épilepsie, il
serait intéressant de déterminer par buvardage de type western, les niveaux
d’expression des différents isotypes de canaux sodiques (NaV 1.5, 1.1, 1.2, 1.3 et
1.6). On pourrait également effectuer des mesures de PA afin de déterminer si
'augmentation d’lya. €n condition ischémique entraine une prolongation de la DPA.
Enfin, il est bon de préciser que notre modele expérimental présente des limites
puisque nous avons simulé I'ischémie sur des cardiomyocytes isolés. |l serait en
effet trés utile d’étudier les effets d’une ischémie au niveau cardiaque sur un
animal. Cela nous permettrait alors d’effectuer des enregistrements d’ECG et de
déterminer si I'ischémie entraine effectivement une prolongation de l'intervalle QT
et si l'utilisation de ranolazine par exemple diminue davantage la durée de cet

intervalle comparativement aux animaux contréles.

Le courant sodique cardiaque joue un rble prépondérant dans I'excitabilité et
la conduction de l'influx électrique cardiaque et est responsable de la phase de
dépolarisation membranaire. Une altération de ces propriétés biophysiques peut
donc entrainer I'apparition d’arythmies cardiaques pouvant parfois étre létales. Au
cours de cette thése, nous avons analysés les effets de différents modeéles
physiopathologiques (perfusion d’acides gras libres, exposition in-utero a la

nicotine, I'épilepsie et I'ischémie) connus pour étre responsables d’arythmies
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cardiaques afin d’étudier leur impact sur le courant sodique. Nos résultats montrent
que ces pathologies ont toutes altéré les propriétés électrophysiologiques du
courant sodique cardiaque et ce de différentes fagons et que ces altérations
concordent avec les types d’arythmies observées. Selon nos résultats, la perfusion
d’AG libres ainsi que I'exposition in-utero a la nicotine modifient les propriétés
biophysiques du courant sodiques respectivement en modifiant le contenu lipidique
de la membrane plasmique et/ou suite a une interaction directe entre les AG
perfusés et les canaux sodiques, et en désensibilisant les récepteurs B-
adrénergiques. L’épilepsie et lischémie semblent quant a eux entrainer un
remodelage ionique en augmentant le niveau d’expression de canaux sodiques de
type neuronal (TTX-s). Cette surexpression de nNaVs se traduit par une
augmentation de I'amplitude d’Ina. qui présente, dans ces deux modeéles, une plus
grande sensibilité a de faibles concentrations de TTX. Ce remodelage ionique
induit par ces deux modeles expérimentaux concorde avec les observations
cliniques montrant un allongement de la durée de l'intervalle QT. Néanmoins, la
durée des PA cardiaques est la résultante d’'un équilibre provenant de plusieurs
types de courants ioniques (Ca2+, CI, K') et il peut exister des phénomeénes de
compensation lorsqu’'un des types de courant est altéré. C’est pourquoi il serait
intéressant d’étudier I'impact des ces pathologies sur ces autres courants afin de
mieux comprendre les mécanismes impliqués dans le but de développer de futurs

approches thérapeutiques.
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Tableau 6 Résumé des effets des différentes conditions physiopathologiques sur
les parameétres biophysiques du courant sodique.

T : Augmentation
l : Diminution
<+— : Décalage négatif
= : Aucune modification
X : Abolit I'effet

- : Parameétre non mesuré
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