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Résumé 

L’insuffisance cardiaque (IC) est associée à un taux de mortalité et 

d’hospitalisations élevé causant un fardeau économique important. Les deux 

causes majeures de décès de l’IC sont les arythmies ventriculaires létales et les 

sidérations myocardiques. Il est maintenant reconnu que l’angiotensine II (ANGII) 

est l'un des principaux médiateurs de l’IC. Ses effets délétères découlent de 

l’activation du récepteur de type 1 de l’ANGII (AT1) et entraînent le 

développement d’hypertrophie. Toutefois, son rôle dans la genèse d’arythmies 

demeure incompris. De ce fait, l'étude des mécanismes électriques et contractiles 

sous-jacents aux effets pathologiques de l’ANGII s’avère essentielle afin de mieux 

comprendre et soigner cette pathologie.  

Il est souvent perçu que les femmes sont protégées envers les maladies 

cardiovasculaires. Cependant, le nombre total de femmes décédant d’IC est plus 

grand que le nombre d’hommes. Également, l’impact des facteurs de risque diffère 

entre chaque sexe. Ces différences existent, mais les mécanismes sous-jacents sont 

encore peu connus. De plus, les femmes reçoivent fréquemment un diagnostic ou 

un traitement inapproprié en raison d’un manque d’information sur les différences 

entre les sexes dans la manifestation d’une pathologie. Ce manque de données peut 

découler du fait que les sujets de sexe féminin sont souvent sous-représentés dans 

les essais cliniques ou la recherche fondamentale ce qui a grandement limité 

l’avancement de nos connaissances sur ~50 % de la population. Ainsi, il semble 

plus que nécessaire d’approfondir notre compréhension des différences entre les 

sexes, notamment dans la progression de l’IC. 

L’utilisation d’un modèle de souris transgénique surexprimant le récepteur 

AT1 (souris AT1R) a permis d’étudier les changements électriques, structurels et 

contractiles avant et après le développement d’hypertrophie. Premièrement, chez 

les souris AT1R mâles, un ralentissement de la conduction ventriculaire a été 

observé indépendamment de l’hypertrophie. Ce résultat était expliqué par une 

réduction de la densité du courant Na
+
, mais pas de l’expression du canal. Ensuite, 
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le rôle des protéines kinases C (PKC) dans la régulation du canal Na
+
 par l’ANGII 

a été exploré. Les évidences ont suggéré que la PKCα était responsable de la 

modulation de la diminution du courant Na
+
 chez les souris AT1R mâles et dans 

les cardiomyocytes humains dérivés de cellules souches induites pluripotentes 

(hiPSC-CM) en réponse à un traitement chronique à l’ANGII. Ensuite, les 

différences entre les sexes ont été comparées chez la souris AT1R. Une plus 

grande mortalité a été constatée chez les femelles AT1R suggérant qu’elles sont 

plus sensibles à la surexpression de AT1R. Le remodelage électrique ventriculaire 

a donc été comparé entre les souris AT1R des deux sexes. Les courants ioniques 

étaient altérés de façon similaire entre les sexes excluant ainsi leur implication 

dans la mortalité plus élevée chez les femelles. Ensuite, l’homéostasie calcique et 

la fonction cardiaque ont été étudiées. Il a été démontré que les femelles 

développaient une hypertrophie et une dilatation ventriculaire plus sévère que les 

mâles. De plus, les femelles AT1R avaient de petits transitoires calciques, une 

extrusion du Ca
2+

 plus lente ainsi qu’une augmentation de la fréquence des 

étincelles Ca
2+

 pouvant participer à des troubles contractiles et à la venue de post-

dépolarisations précoces.  

En conclusion, l’ANGII est impliquée dans le remodelage électrique, 

structurel et calcique associé à l'émergence de l’IC. De surcroît, ces altérations 

affectent plus sévèrement les femelles soulignant la présence de différences entre 

les sexes dans le développement de l’IC.  

 

Mots-clés : Récepteur de type 1 de l’angiotensine II, Différence entre les sexes, 

Arythmies ventriculaires, Courant Na
+
, Protéine kinase Cα, Homéostasie calcique, 

Hypertrophie, Souris transgénique, hiPSC-CM 
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Abstract 

Heart failure (HF) is associated with a high mortality and hospitalisations 

rate causing an important economic burden. The two main causes of mortality in 

HF are severe ventricular arrhythmias and myocardial stunning. It is now 

recognized that angiotensin II (ANGII) is one of the main effectors of HF and its 

deleterious roles are mediated through the activation of the ANGII type 1 (AT1) 

receptor. Even though it has been shown that ANGII can induce cardiac 

hypertrophy, its impact on cardiac arrhythmias remains incompletely understood. 

Therefore, it seems essential to better understand the underlying electrical and 

contractile mechanisms associated with a chronic ANGII stimulation in order to 

improve HF therapy. 

There is a misperception that women are protected against cardiovascular 

diseases. Nevertheless, a higher number of women die of HF than men. Risk 

factors also impact differently men and women. The mechanisms underlying these 

differences are still poorly understood. Furthermore, women frequently receive an 

inappropriate diagnosis or treatment because of unacknowledged sex differences. 

This lack of knowledge may result from the fact that women and female animals 

are too often underrepresented in clinical trials or basic research studies even 

though they represent 50 % of the population. As a consequence, our knowledge 

on women pathology is significantly limited. Hence, these observations warrant 

further investigation to better comprehend sex differences especially in the 

manifestation and progression of HF. 

Transgenic mice with a cardiomyocyte specific overexpression of the AT1 

receptor (AT1R) have been used to study the electrical, structural and contractile 

changes occurring before and after the development of hypertrophy. It was first 

observed in AT1R male mice that ventricular conduction was slowed 

independently of hypertrophy. This result was due to a reduction in Na
+
 current 

density, but not channel expression. Consequently, the involvement of protein 

kinase C (PKC) in the regulation of the Na
+
 current by ANGII was studied and 
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results obtained from mouse and human induced pluripotent stem cells-derived 

cardiomyocytes (hiPSC-CM) suggest that PKCα is responsible for the reduction in 

Na
+
 current observed in AT1R male mice and after chronic ANGII exposure. 

Subsequently, sex differences were also investigated in AT1R mice. We observed 

that female AT1R mice have a higher mortality rate compared to males suggesting 

they are more sensitive to AT1R overexpression. Since ventricular electrical 

remodeling was similarly altered between AT1R mice of both sexes it could not 

explain the higher mortality rate of AT1R females. Accordingly, cardiac function 

and Ca
2+

 dynamics were evaluated next and the data showed that AT1R females 

develop more severe ventricular hypertrophy and dilation than males. In addition, 

AT1R females had a small Ca
2+

 transients, slower Ca
2+

 reuptake along with a 

higher Ca
2+

 spark frequency which could contribute to poor contraction and 

cardiac arrhythmias through the promotion of delayed after depolarization.  

In conclusion, ANGII is implicated in electrical, structural and Ca
2+

 

handling remodeling that promotes poor prognosis associated with HF. 

Furthermore, these alterations affected female mice more severely highlighting 

important sex differences in the manifestation of HF.  

 

Keywords : Angiotensin II type 1 receptor, Sex differences, Ventricular 

arrhythmias, Na
+
 current, Protein kinase Cα, Ca

2+
 handling, Hypertrophy, 

Transgenic mouse, hiPSC-CM 
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1. Introduction 

1.1 Maladies cardiovasculaires 

Les maladies cardiovasculaires sont l’une des principales causes de 

mortalité dans le monde 
1
. Elles peuvent découler de mutations génétiques, mais 

aussi de facteurs environnementaux tels que l’obésité, la sédentarité et le 

tabagisme. En effet, au Canada, malgré les avancées thérapeutiques qui ont permis 

de réduire de 40 % le taux de mortalité associé aux maladies cardiovasculaires, 

celles-ci demeurent responsables du décès d’une personne toutes les sept minutes 

2
. Plusieurs pathologies comme l’hypertension et l’infarctus du myocarde 

favorisent le développement de l’insuffisance cardiaque (IC) dont le taux de 

mortalité annuel est de 10 % 
3, 4

. L’IC se définit par un remodelage du cœur 

nuisant à sa capacité de pomper le sang et de perfuser l’organisme et son 

développement diffère entre les hommes et les femmes. Il s’agit d’une condition 

grave pour laquelle les patients ont un taux de survie inférieur à 50 % durant les 

cinq années suivant leur diagnostic ce qui illustre la sévérité de cette maladie 
3, 5

. 

En général, l’émergence de l’IC a été favorisée, entre autres, par l’arrivée de 

nouveaux traitements efficaces améliorant la survie post-infarctus, le 

vieillissement de la population ainsi que l'accroissement de comorbidités 
6, 7

. 

D’ailleurs dans la population de plus de 65 ans, les troubles associés à l’IC sont la 

principale cause de consultation en hôpital 
8
. En conséquence, les frais 

d’hospitalisation engendrés par l’IC sont évalués à plus de 29 milliards de dollars 

par année aux États-Unis 
6
. Il appert donc impératif de mieux comprendre les 

mécanismes sous-jacents à ces pathologies dans le but d’en améliorer les thérapies 

et d'en prévenir le développement. De plus, il est important de noter que les 

médicaments actuels ne parviennent pas à réduire la mortalité pour le type d’IC 

majoritairement retrouvé chez la femme. Ainsi, il existe un réel besoin d’avancer 

les recherches dans cette direction afin de mieux comprendre les mécanismes 

sous-jacents à l’IC chez la femme et développer des cibles thérapeutiques pour 

celles-ci 
9, 10

. 
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1.1.1 Insuffisance cardiaque 

L’IC se caractérise chez les patients par un souffle court, une fatigue 

extrême et une enflure des membres inférieurs. Ces symptômes surviennent 

subséquemment à une incapacité du cœur de se remplir ou de pomper le sang, 

nuisant ainsi à la perfusion des organes. L’IC est une pathologie survenant à la 

suite d’une atteinte aiguë ou chronique qui entraîne un remodelage structurel, 

hémodynamique et fonctionnel du cœur 
4
. Dans un premier temps, ces 

modifications permettent au cœur d’adapter le débit cardiaque afin de remédier à 

l’hypoperfusion. Cependant, à long terme, ces ajustements ne suffisent plus et 

entraînent une défaillance puisque le cœur devient trop faible ou trop rigide pour 

assurer sa fonction de pompe 
11

. Le pronostic des patients souffrant d’IC est 

mauvais puisque les médicaments actuels ne parviennent pas à la guérir. Toutefois, 

ils réussissent à en retarder la progression en raison de leurs effets bénéfiques au 

niveau du remodelage cardiaque, de la survie et de l’amélioration de la capacité 

fonctionnelle des patients 
5, 12-15

. En clinique, les médecins utilisent deux 

principaux systèmes de classification pour établir leur pronostic. Le premier du 

New York Heart Association (NYHA) évalue la fonction du cœur en se basant sur 

le degré d’affection de la maladie à l’effort évaluant la capacité fonctionnelle du 

patient alors que le deuxième de l‘American Heart Association alloue la classe 

selon la sévérité de la progression des maladies cardiaques ciblant ainsi les 

personnes à risque de développer l’IC (Table 1).  

 

Table 1. Méthode de classement du NYHA permettant d’évaluer la fonction 

physique et l’état physiologique de l’individu souffrant d’IC afin d’obtenir son 

pronostic. Adaptée de 
16

 

Classe Symptômes du patient 

I Aucune limite quant à l’activité physique. Niveau d’activité physique 

normale qui ne cause pas de fatigue, de palpitations ou de dyspnée.  

II Faibles limites quant à l’activité physique. Bien-être au repos. Niveau 

d’activité physique normale cause de la fatigue, des palpitations ou de la 

dyspnée. 
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III Sévères limites quant à l’activité physique. Bien-être au repos. Faible 

niveau d’activité physique cause de la fatigue, des palpitations ou de la 

dyspnée. 

IV Incapacité d’entreprendre une activité physique sans inconfort. Les 

symptômes de l’IC sont présents au repos et augmentent lors de 

l’activité physique. 

 

 
Classe Évaluation objective 

A Pas d’évidences de maladies cardiovasculaires. Aucun symptôme et 

aucune limitation lors d’un niveau d’activité physique normale. 

B Présence minime de maladies cardiovasculaires. Symptômes et 

limitations légers lors d’un niveau d’activité physique normale. Bien-être 

au repos. 

C Présence modérée de maladies cardiovasculaires. Sévères limitations 

lors d’un niveau d’activité physique normale ou légère. Bien-être au 

repos. 

D Présence de maladies cardiovasculaires sévères. Limitations sévères, 

les symptômes sont présents au repos. 

1.1.2 Cardiomyopathies  

Le développement de l’IC est habituellement marqué par la croissance de 

la masse ventriculaire et l’activation de plusieurs voies de signalisation affectant 

les cellules du cœur ainsi que la matrice extracellulaire. Ces modifications sont 

donc responsables de changements dans la forme, la taille, la structure et la 

fonction du cœur 
17

. À noter qu’il existe aussi une forme d’hypertrophie 

physiologique observée notamment chez les athlètes et les femmes enceintes. 

Généralement, ce type d’hypertrophie a un développement modéré, réversible et 

souvent non délétère. En conditions pathologiques, le remodelage ventriculaire 

mène au développement de cardiomyopathie et possiblement d’IC. Les 

cardiomyopathies sont présentes sous plusieurs formes : restrictive, 

hypertrophique, dilatée, Tako-Tsubo ou diabétique 
18

. 

1.1.2.1 Cardiomyopathie restrictive 

La cardiomyopathie restrictive, la forme la plus rarement retrouvée, se 

caractérise par une augmentation du tissu fibreux des ventricules et cause une perte 

de l’élasticité du muscle cardiaque 
18, 19

. Cette rigidité nuit à la relaxation et au 
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remplissage des ventricules ce qui cause un élargissement des oreillettes. 

Normalement, les ventricules ne démontrent aucun ou peu de signes de 

cardiomégalie et la fraction d’éjection est conservée 
18, 19

. Cependant, à long terme, 

cette cardiomyopathie peut conduire à une diminution du flot sanguin et entraîner 

le développement d’IC ainsi que d’arythmies 
19

. Le sexe masculin et le 

vieillissement sont deux facteurs de risques de la maladie 
18

. Elle a de plus été 

associée à diverses pathologies comme l’amyloïdose (caractérisé par un dépôt 

anormal de protéines dans le tissu), l’hémochromatose (découlant d’une 

accumulation toxique de fer) ainsi que la sarcoïdose (source d’inflammation des 

tissus conjonctifs). Les traitements contre le cancer, les radiations ou la 

chimiothérapie peuvent aussi entraîner un désordre structurel au cœur 
18, 19

. Lors 

du diagnostic, il est fréquent d’observer une hypertension pulmonaire ainsi qu’une 

insuffisance du ventricule droit plus grande que celle du ventricule gauche 
18

. 

Quant aux traitements, ils peuvent différer en fonction de l’étiologie de la maladie. 

Généralement des diurétiques, des antagonistes de l’aldostérone (AA) ou des β-

bloquants sont recommandés 
18

. 

1.1.2.2 Cardiomyopathie hypertrophique 

La cardiomyopathie hypertrophique affecte une personne sur 500 et touche 

autant les hommes que les femmes 
19

. Elle se caractérise par le développement 

d’une hypertrophie concentrique consistant en un épaississement de la paroi du 

ventricule gauche provoquant un trouble de remplissage. Malgré cet 

épaississement, la taille du ventricule demeure inchangée. Cette cardiomyopathie 

peut provenir de défauts d’ordre génétique ayant des répercussions au niveau de la 

chaîne lourde de la myosine ou des protéines de l’homéostasie calcique, de 

l’hypertension artérielle chronique, d’une sténose aortique, de la calcification de la 

valve mitrale et du diabète 
18, 19

. Ces facteurs de risques sont associés au 

développement des sarcomères en parallèle. Ce remodelage des fibres musculaires 

composant le muscle cardiaque permet d’augmenter la force d’éjection pour 

contrecarrer une surcharge volémique cardiaque ou une augmentation de la 

postcharge 
18, 20

 (Figure 1.1). Ces défauts structurels et hémodynamiques 
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entraînent aussi un élargissement des oreillettes et sont associés à une 

augmentation des arythmies cardiaques 
18, 19

. De plus, cet épaississement peut 

aussi obstruer la sortie de sang et nuire à l’éjection. D’ailleurs, chez les jeunes et 

les athlètes, la cardiomyopathie hypertrophique est une cause importante de mort 

subite cardiaque 
19

. Le développement d’hypertrophie physiologique chez les 

athlètes peut transiter vers un remodelage pathologique. Ce changement peut être 

plus difficilement diagnostiqué, c'est pourquoi la cardiomyopathie hypertrophique 

est associée avec une haute mortalité chez les athlètes. En plus, l’hypertrophie 

concentrique peut aussi être accompagnée d’une dilatation des ventricules 

aggravant ses effets et réduisant la survie 
20

. Les traitements administrés dépendent 

de l’état du patient. Généralement, les inhibiteurs de l’enzyme de conversion de 

l’angiotensine II (IECA), les β-bloquants, les antagonistes des récepteurs à 

l’angiotensine (ARA) et les bloqueurs des canaux Ca
2+

 sont prescrits 
18, 19

. 

1.1.2.3 Cardiomyopathie dilatée 

Contrairement aux deux cardiomyopathies précédentes, la cardiomyopathie dilatée 

nuit plutôt à l’expulsion du sang lors de la systole. Cette défaillance systolique 

découle d’une dilatation des ventricules et d’un amincissement de leur paroi en 

raison de la réorganisation des sarcomères en série, caractéristique d’une 

hypertrophie excentrique 
18, 20

 (Figure 1.1). La cardiomyopathie dilatée touche 

principalement les hommes et elle est responsable de 25 % des cas d’IC 
18

. Une 

réduction de la fraction d’éjection et une atteinte au ventricule droit importante 

sont associées à un pronostic défavorable. En effet, l’élargissement du ventricule 

gauche peut conduire, avec le temps, à l’élargissement du ventricule droit et des 

oreillettes, ce qui aggrave l’état du patient 
18

. La majorité des cardiomyopathies 

dilatées sont idiopathiques alors que 30-48% sont associées à des anomalies 

génétiques 
18, 19

. Une autre cause connue est liée à l’alcoolisme 
18, 19

. Le 

développement d’une cardiomyopathie dilatée peut aussi résulter d’un infarctus du 

myocarde, de la progression d’athérosclérose, d’une hypertension artérielle et du 

diabète 
19

. Ce phénotype peut découler d’une hypertrophie concentrique 

décompensée 
21

. De plus, l’hypertrophie excentrique et l’augmentation de la 
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précharge (force qui distend les fibres myocardiques avant la contraction, elle 

dépend du volume télédiastolique qui définit la pression intra-auriculaire ou 

ventriculaire) sont associées à un risque d’arythmies plus élevé 
19, 20

. Les thérapies 

privilégiées sont les IECA, les β-bloquants, les ARA, les diurétiques et les AA. Par 

contre, l’effet inotrope négatif des bloqueurs des canaux Ca
2+

 est à éviter en raison 

d’une force de contraction cardiaque déjà affaiblie 
18

.  

 

Figure 1.1. Type de remodelages des sarcomères selon la forme 

d’hypertrophie. Développement des sarcomères en série (bas) et en parallèle 

(milieu) et les formes d’hypertrophie qui y sont associées comparativement au cœur 

normal (haut). Adaptée de Gjesdal et al. 
20

 

Morphologie du ventricule gauche 

Hypertrophie concentrique 

Normal 

Hypertrophie eccentrique 

Coeur normal 

Ajout de sarcomères en parallèle 

Ajout de sarcomères en série 

Sarcomère 
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1.1.2.4 Cardiomyopathie de type Tako-Tsubo 

Cette cardiomyopathie se caractérise par un ballonnement au niveau de 

l’apex du ventricule gauche. C’est en raison de cette morphologie particulière en 

forme d’amphore que son nom, désignant un piège à poulpe, lui a été donné. 90 % 

des patients affectés par cette cardiomyopathie sont de sexe féminin et ont entre 

60-80 ans ce qui suggère un rôle pour les hormones féminines dans l’émergence 

pathologie 
18, 22, 23

. De ces cas, la majorité sont d’origine asiatique (57 %) ou 

caucasienne (40 %) 
22

. Un relargage important de catécholamines est à l’origine du 

développement de cette maladie. Les diverses causes pouvant entraînées cette 

cardiomyopathie sont un événement stressant ou émotionnel, un accident 

vasculaire cérébral ou une tachycardie ventriculaire 
18, 22, 23

. Les symptômes sont 

similaires à ceux d’un infarctus du myocarde, mais découlent d’une sidération 

myocardique : une hypoperfusion transitoire des coronaires, mais sans blocage de 

celles-ci. Généralement cette cardiomyopathie est transitoire et les patients sont 

rétablis en quelques jours 
18

. En thérapie, des inhibiteurs de l’enzyme de 

conversion de l’ANGII ou des β-bloquants sont administrés afin de rétablir la 

fonction ventriculaire gauche 
18

.  

1.1.2.5 Cardiomyopathie diabétique 

La cardiomyopathie diabétique a été récemment découverte et est devenue 

un problème de santé important en raison du nombre croissant de personnes 

souffrant de diabète 
24, 25

. En effet, le diabète de type 1 et 2 est associé au 

développement d’une dysfonction diastolique et une hypertrophie ventriculaire 

gauche précédant la dégénérescence et l’apparition additionnelle d’une 

dysfonction systolique 
25

. Ces changements sont associés à une haute incidence de 

développement d’IC chez les patients souffrant de diabète. Les différents 

mécanismes identifiés jusqu’à présent et impliqués dans la pathogenèse sont une 

perturbation de l’homéostasie calcique, la production de fibrose, une augmentation 

du système rénine-angiotensine et des espèces réactives de l’oxygène (ROS), des 

altérations du métabolisme cardiaque et de la fonction mitochondriale 
24, 25

. Les 
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patients diabétiques souffrant de cardiomyopathie sont traités avec les mêmes 

médicaments que ceux souffrant d’IC. De futures études sont nécessaires afin de 

trouver des cibles thérapeutiques permettant de retarder ou d’arrêter le 

développement de cette pathologie chez les diabétiques 
24

. 

Dans les prochaines pages, la mention de cardiomyopathie fera référence 

aux formes hypertrophique ou dilatée puisque ce sont les deux formes les plus 

connues et fréquentes. 

1.1.2.6 Remodelage ventriculaire 

La réexpression des gènes fœtaux (« early fœtal gene ») est propre au 

phénotype d’hypertrophie. Les stimuli hypertrophiques entraînent l’activation de 

plusieurs voies de signalisation via les récepteurs couplés aux protéines G, les 

sérines/thréonines kinases et les thréonines kinases. Ces voies sont connues pour 

favoriser la transcription de gènes qui sont généralement exprimés lors de la 

période fœtale pendant laquelle le cœur est en croissance 
26, 27

. Cependant, à l’âge 

adulte, cette réexpression s’avère délétère. Lors d’une hypertrophie concentrique, 

les fibres α de la myosine sont remplacées par des fibres β. Il y a aussi 

augmentation de l’actine squelettique (fibrose), du peptide natriurétique de 

l’oreillette (ANP, « atrial natriuretic peptide ») et du ventricule (BNP, « brain 

natriuretic peptide ») alors que l’expression de la pompe Ca
2+

-ATPase du 

réticulum sarco/endoplasmique (SERCA2) diminue. Quant à l’hypertrophie 

excentrique physiologique, elle se caractérise généralement par une dilatation des 

chambres du myocarde qui peut entraîner ou non une augmentation de l’ANP et/ou 

du BNP, mais sans modifications de l’expression de SERCA2 ou des fibres de 

myosine α vers β 
28, 29

. La cardiomyopathie dilatée peut également se développer à 

la suite d’une décompensation de l’hypertrophie concentrique. 

1.1.2.7 Facteurs de risque 

L’IC a une étiologie complexe englobant plusieurs facteurs de risques tels 

que l’hypertension artérielle, le diabète, le vieillissement et l’infarctus du 

myocarde qui vont affecter la capacité de contraction et/ou de relaxation du cœur 
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30
. Lorsque la contraction du cœur est réduite, la fonction systolique est atteinte et 

engendre une diminution du volume d’éjection du ventricule gauche. Ce 

phénomène caractérise l’IC systolique aussi connue sous le nom d’IC avec fraction 

d’éjection réduite (ICrEF). Elle apparaît généralement chez les hommes, à la suite 

d’un infarctus du myocarde ou après une dilatation des ventricules (Figure 1.2) 
4, 

17
. À la différence, une perte de la fonction diastolique, caractérisée par une 

incapacité du cœur à relaxer, découle généralement d’une hypertrophie 

concentrique qui permet de conserver la force d’éjection. Cette IC est nommée IC 

avec fraction d’éjection conservée (ICpEF) ou IC diastolique, sa prévalence est à 

la hausse depuis plus de 20 ans et compte maintenant pour environ 50 % des cas 

d’IC 
30

. Elle est souvent générée par une augmentation de la postcharge, force 

contre laquelle le ventricule doit pomper pour expulser le sang (Figure 1.2). 

L’ICpEF est retrouvée principalement chez les femmes, les personnes âgées, 

obèses, souffrant d’hypertension, de fibrillation auriculaire ou de diabète 
4, 17, 31, 32

. 

Selon différentes études, le taux de survie est similaire entre les patients avec ou 

sans une perte du volume d’éjection 
32, 33

. Toutefois, le taux de survie des patients 

souffrant d’ICpEF ne s’améliore pas en réponse à la médication 
9, 10, 34, 35

. Bref, le 

développement de cardiomyopathie amène la mise en place de mécanismes visant 

à rétablir l’activité cardiaque. Cependant, l’activation chronique de ceux-ci devient 

délétère et promeut l’essor de l’IC. La compréhension des mécanismes sous-

jacents au développement des diverses formes d’hypertrophie est importante afin 

de connaître l’apport des différents facteurs de risque dans la progression de l’IC. 

Dans la section suivante, l’hypertension et l’infarctus du myocarde, deux des 

principales causes participant à l’essor de l’IC, sont présentés 
17, 36

. 

1.1.2.7.1 L‘hypertension artérielle 

L’hypertension artérielle dont souffrent 19 % des Canadiens se définit par 

une rigidité artérielle responsable de répercussions néfastes sur la fonction du cœur 

37
. L’hypertension est plus fréquemment diagnostiquée chez les hommes de moins 

de 55 ans, les femmes de plus de 65 ans, les personnes âgées et les personnes 

noires 
4, 38, 39

. Il s’agit d’une maladie ayant des répercussions sévères sur 
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l’organisme puisqu’elle peut entraîner une diminution de la perfusion de certains 

organes et mener au développement de divers remodelages. En effet, 

l’hypertension artérielle double le risque de développer de l’IC 
40

. D’ailleurs, 75 % 

des gens souffrant d’IC ont un antécédent d’hypertension artérielle 
41

. Plus 

Figure 1.2. Comparaison des types d’insuffisance cardiaque. Haut-Schéma de 

la progression du remodelage suite à un infarctus du myocarde. Bas-Comparaison 

de l’anatomie des cœurs. En premier, présentation d’un cœur sain suivi d’un cœur 

en insuffisance cardiaque avec une fraction d’éjection préservée (ICpEF) puis d’un 

cœur en insuffisance cardiaque avec une fraction d’éjection réduite (ICrEF). 

L’infarctus du myocarde favorise plutôt la progression de l’ICrEF alors que 

l’hypertension, la sténose aortique, le vieillissement ou le diabète entraîne 

généralement une ICpEF. Adaptée de Jessup et Broenza 
11

 



   

 11   

 

spécifiquement, chez les patients souffrant d’hypertension artérielle, les femmes 

ont un risque plus élevé de développer de l’IC (59 %) que les hommes (39 %) 
4, 32, 

40, 42
. D’autres études ont également démontré que la prévalence de l’hypertrophie 

est plus importante chez les femmes souffrant d’hypertension artérielle que chez 

les hommes 
43, 44

. En outre, il a été suggéré chez la femme que l’hypertension 

artérielle induit plus fréquemment un phénotype d’hypertrophie concentrique 

sévère accompagné d’une fonction systolique normale ou supranormale 
4, 32, 42, 45

. 

De multiples facteurs entrent en ligne de compte dans le développement de 

l’hypertension artérielle dont une hyperactivation du système rénine-angiotensine-

aldostérone (SRAA) et du système nerveux sympathique  ainsi qu’un défaut de 

régulation de la natriurèse, ce qui rappelle la pathologie de l’IC 
11, 46

. Des 

habitudes de vie néfastes comme le tabagisme, la sédentarité et l’obésité peuvent 

exacerber l’hypertension artérielle 
46

. L’hypertension peut aussi être associée à 

diverses affections comme la pré-éclampsie durant la grossesse, le syndrome de 

Cushing et l’hypothyroïdie; elle est alors dite secondaire puisque la guérison de la 

maladie primaire rétablit la pression artérielle 
39

.  

La pathophysiologie de l’hypertension artérielle implique le SRAA qui, en 

condition physiologique, permet le maintien de la tension artérielle par la 

régulation de la réabsorption hydro-sodée et la vasoconstriction. Plus précisément, 

la rénine est libérée par les cellules juxtaglomérulaires du rein en réponse à une 

diminution du flux sanguin rénal. Dans la circulation sanguine, la rénine procédera 

à la conversion de l'angiotensinogène hépatique en angiotensine I (ANGI). 

Ensuite, l’ANGI sera convertie en angiotensine II (ANGII) dans les poumons 

grâce à l’enzyme de conversion de l’angiotensine (ACE). De par sa liaison au 

récepteur de type 1 de l’ANGII (AT1), l’ANGII agit comme agent 

vasoconstricteur et entraîne la libération de l’aldostérone du cortex surrénal, qui 

régit la réabsorption rénale de l’eau et du sodium. Ces actions concertées 

entraînent une augmentation du volume et de la pression sanguine. 

L’augmentation chronique des niveaux d’ANGII favorise le développement de 
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pathologies telles que l’hypertension artérielle, l’hypertrophie cardiaque et l’IC qui 

amplifient leurs effets les unes sur les autres.  

1.1.2.7.2 Infarctus du myocarde 

L’infarctus du myocarde est causé par une ischémie cardiaque à la suite 

d’un blocage des artères coronariennes souvent associé à l’athérosclérose. La zone 

ischémique, marquée par l’apoptose des myocytes, est caractérisée par une zone de 

nécrose qualifiée d’infarcie (Figure 1.2). Cette région et celle en périphérie est 

donc incapable de se contracter ce qui a pour conséquence de diminuer le volume 

d’éjection. Pour tenter de pallier à ce phénomène, le diamètre interne du ventricule 

gauche s’élargit afin d’avoir une plus grande précharge et ainsi, augmenter le 

volume d’éjection 
47

. La nécrose étant un phénomène irréversible, une dilatation 

progressive et continue s’ensuit 
47

. À long terme, les mécanismes de remodelage 

comme l’organisation des sarcomères en série entraînent un amincissement de la 

paroi ventriculaire. L’infarctus du myocarde a aussi des répercussions sur la 

fonction diastolique puisqu’avec le temps, le cœur devient plus rigide, ce qui nuit à 

sa relaxation et son remplissage. Le pronostic va déprendre de la taille, de la 

transmuralité et de la localisation de l’infarctus 
47

. Un antécédent d’infarctus du 

myocarde est considéré comme un facteur de risque plus important chez les 

hommes que chez les femmes dans le développement de l’IC 
4, 32, 40, 42

. 

1.1.2.8 Régulation neurohormonale 

L’IC est amorcée par un événement qui trouble la contraction ou la 

relaxation du cœur et qui en affecte le débit. Son développement progressif 

découle de la mise en place de mécanismes d’adaptation pour rétablir le débit 

cardiaque et la fonction ventriculaire gauche à la suite d’un infarctus du myocarde 

ou d’une exposition à un stimulus délétère chronique telle l’hypertension artérielle 

20
. Cependant, avec le temps, ces mécanismes n’arrivent plus à corriger la fonction 

cardiaque et l’état du patient s’aggrave. Deux systèmes physiologiques sont 

particulièrement affectés lors de l’IC; soit le SRAA et le système nerveux 

sympathique 
11

. Ces deux systèmes participent à la régulation hormonale et leurs 
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rôles ont été clairement identifiés dans le développement d’ICrEF. Actuellement, 

les traitements utilisés pour traiter l’ICrEF, l’ICpEF et divers types de 

cardiomyopathies ciblent principalement ces deux systèmes afin de minimiser 

leurs effets néfastes. Cependant, leur implication dans l’ICpEF demeure 

questionnée puisque ces traitements ne semblent pas améliorer l’état des patients 
9, 

10, 34, 35
. 

D’une part, lors de l’ICrEF, la baisse du volume d’éjection est perçue par 

les barorécepteurs, ce qui active le système nerveux sympathique au détriment du 

système parasympathique déclenchant ainsi le relargage de catécholamines telles 

que l’épinéphrine et la norépinéphrine. Les catécholamines entraînent l’activation 

des récepteurs adrénergiques qui auront un effet chronotrope et inotrope positif 

permettant de maintenir le débit cardiaque 
11

. Au niveau des reins, les 

catécholamines libérées provoquent la relâche de rénine, résultant en une 

augmentation des niveaux plasmatiques d’ANGII et d’aldostérone 
11

. L’élévation 

de ces deux messagers va engendrer une augmentation de la pression sanguine par 

vasoconstriction et une stimulation de la réabsorption hydro-sodée résultant en une 

hausse du volume sanguin 
11

. De plus, l’ANGII va favoriser le développement 

d’une hypertrophie pour assurer une force de contraction permettant de conserver 

le débit cardiaque et tenter de diminuer le stress des parois myocardiques. Ainsi, la 

mise en place de ces mécanismes compensatoires engendre une réponse 

chronotrope et inotrope positive par l’activation du système adrénergique. 

Cependant, elle cause également une vasoconstriction et un remodelage 

hypertrophique ventriculaire ce qui continue de nuire à la fonction du cœur 
4
. En 

résumé, ces mécanismes compensatoires physiologiques et bénéfiques vont, s’ils 

perdurent, contribuer à amplifier l’IC et causer la détérioration de la condition du 

patient. 

D’autre part, l’étude des mécanismes sous-jacents à l’ICpEF a tardé tant 

chez l’humain que les modèles animaux puisque les critères de diagnostic de cette 

pathologie ont longtemps été imprécis 
36, 48

. Néanmoins, il est connu que l’ICpEF 

est associée à une élévation de la pression intraventriculaire 
18

. Ce stimulus 
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pourrait entraîner une augmentation de la relâche d’ANGII et conséquemment 

amplifier la production de fibrose, le développement d'hypertrophie ainsi que 

provoquer la détérioration du remodelage cardiaque 
49

. En effet, les mêmes 

thérapies qu’en ICrEF sont utilisées ce qui laisse supposer que les deux 

pathologies pourraient activer des voies de signalisation communes 
18, 50

. 

Ainsi, les principaux effets délétères associés à l’IC dépendent de 

l’activation chronique du système adrénergique et du SRAA. Par ailleurs, il a été 

démontré chez le chien que l’IC favorise l’activation des voies de signalisation du 

récepteur adrénergique β2 qui est couplé à la protéine Gαi et est responsable de 

l’inhibition de l’adénylate cyclase. La voie β2 antagonise l’effet inotrope et 

chronotrope positif de l’isoforme β1 en nuisant à la fonction contractile et la 

régulation de l’homéostasie calcique des cardiomyocytes 
51

. Cette augmentation de 

β2 et la diminution de β1 a aussi été mesurée dans des modèles de rats en IC 
52

. En 

conséquence, la réponse à un stress est grandement diminuée et pourrait 

certainement contribuer à l’émergence d’arythmies ou de problèmes contractiles 

ventriculaires. Plusieurs conditions pathologiques sont associées avec une 

activation chronique du SRAA ce qui entraîne, entre autres, un œdème pulmonaire 

ou des œdèmes périphériques, une dysfonction diastolique et/ou systolique, une 

augmentation de l’apoptose, du stress oxydant, de l’inflammation, de l’ischémie, 

une susceptibilité aux arythmies plus grande et la formation de fibrose par diverses 

voies qui seront présentées dans les prochaines sections 
53

. À long terme, l’effet le 

plus délétère du SRAA consiste en l’augmentation continue de la postcharge, ce 

qui entretient la diminution du volume d’éjection et stimule la relâche constante de 

catécholamines et l’activation du SRAA. Ainsi, la récurrence de ces mécanismes 

crée un cercle vicieux lors duquel le SRAA et le système sympathique amplifient 

le phénotype d’IC en accentuant les effets néfastes des déséquilibres d’ordre 

fonctionnels, structurels, moléculaires et biochimiques. D’ailleurs, les traitements 

pour l’IC tels que les β-bloquants, les IECA, les ARA et les AA ciblent ces deux 

systèmes afin de réduire leurs effets indésirables. En effet, plusieurs études 
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cliniques ont démontré leur efficacité et leur contribution à l’amélioration du taux 

de survie des patients souffrants d’IC 
9, 13-15, 54

. 

1.1.2.9 Angiotensine II 

L’ANGII est un peptide formé de huit acides aminés et est l’effecteur 

principal du SRAA 
55

. L’ANGII peut être de source systémique, mais aussi locale 

soit tissulaire ou cellulaire. Sa biosynthèse systémique a été décrite préalablement 

(section 1.1.2.6.1) et l’ANGII médie ses effets au niveau de plusieurs organes tels 

que les reins, le cœur, le foie, les muscles lisses vasculaires et le système nerveux 

56
. Sa dégradation est assurée par diverses angiotensinases 

55
.  

La synthèse locale d’ANGII est assurée par la présence partielle ou 

complète de divers éléments du SRAA. Ceux-ci peuvent être présents au niveau du 

cœur, des reins, du cerveau, du pancréas ainsi que des tissus reproducteurs, 

lymphatiques et adipeux 
55

. Cette régulation peut se faire indépendamment du 

SRAA circulant ou non. Depuis cette découverte, il a été suggéré que l’ANGII 

pourrait être impliquée dans de nouvelles fonctions diverses en plus de ses effets 

hémodynamiques notamment dans l’inflammation, la production de stress 

oxydant, la croissance cellulaire, l’apoptose, le remodelage de la matrice 

extracellulaire ainsi que l’activation de certaines voies de signalisation 
53

. Au 

niveau cardiaque, la régulation et les effets de l’ANGII produite localement sont 

moins connus. Néanmoins, l’ANGII ainsi que d’autres composantes du SRAA 

peut contribuer aux effets locaux, notamment leur libération peut être provoquée 

par l’étirement cellulaire 
49

. Les effets de ce relargage d’ANGII peuvent être 

empêchés par le traitement d’un antagoniste du récepteur AT1, mais pas d’un 

antagoniste du récepteur AT2, démontrant le rôle du récepteur AT1 dans les effets 

causés par l’étirement 
49

. 

1.1.3 Récepteurs à l’angiotensine II 

La majorité des effets connus de l’ANGII est médiée par le récepteur de 

type 1 de l’ANGII (AT1). Au niveau cardiaque, les récepteurs AT1 et de type 2 
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(AT2) sont présents et semblent avoir des rôles compensatoires 
57

. Les isoformes 3 

et 4 ont aussi été trouvées, mais leur rôle est encore peu connu et ne sera donc pas 

présenté. 

1.1.3.1 Le récepteur de type 1 de l’angiotensine II 

Le récepteur AT1 fait partie de la famille des récepteurs couplés aux 

protéines G (GPCR), il possède donc sept domaines transmembranaires et est 

localisé au niveau des membranes plasmiques ainsi que nucléaires 
58

. Chez les 

rongeurs, deux sous-types de récepteurs sont retrouvés soit le AT1aR et le AT1bR 

sur les chromosomes 17 et 2, respectivement. Tandis que chez l’homme une seule 

isoforme existe et se trouve sur le chromosome 3 
56

. Les deux isoformes murins 

ont des rôles similaires. La voie de signalisation du récepteur AT1 est 

principalement couplée aux protéines G de type Gαq et, selon les tissus, à Gα12/13 

et Gαi/o 
59

. La liaison de l’ANGII sur le récepteur AT1 provoque l’activation de 

ces sous-unités α libérant ainsi le complexe βγ qui peut également participer à 

l’activation de voies de signalisation 
59

.  

La voie principale associée au récepteur AT1 de la membrane plasmique 

découle de l’activation de Gαq et plusieurs études ont démontré son implication 

dans le développement d’hypertrophie et d’IC. L’activation de Gαq va 

phosphoryler la phospholipase C β (PLCβ) qui transformera le phosphatidyl-

inositol-4-5-diphosphate (PIP2) en inositol triphosphate (IP3) et en diacylglycérol 

(DAG) 
59

 (Figure 1.3). L’IP3 ira se lier aux récepteurs à l’IP3 pour libérer le 

calcium du réticulum sarcoplasmique contribuant à la vasoconstriction tandis que 

le DAG est responsable de l’activation des protéines kinases C (PKC) et de la 

croissance cellulaire par la voie Ras/Raf/MEK/ERK 
59, 60

. En cas d’activation 

continue, comme en conditions pathologiques, l’élévation de Ca
2+

 intracellulaire 

favorise l’activation de protéines dépendantes du Ca
2+

 comme la calmoduline, qui 

va entraîner l’activation de la protéine kinase II Ca
2+

/calmoduline dépendante 

(CaMKII) et de la calcineurine. La calcineurine est connue pour activer le facteur 

nucléaire des lymphocytes T activés (NFAT) menant à l’expression de gènes favo- 

e 

Stess biomécanique (Étirement) 

Médiateurs neurohormonaux (ANGII) 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Lymphocyte_T
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Figure 1.3. Voies de signalisation associées à Gαq dans le développement 

d’hypertrophie cardiaque. A. La voie Gαq active la phospholipase C (PLC) qui 

catalyse le PIP2 en IP3 et DAG. Ces deux seconds messagers causent 

respectivement un relargage de Ca
2+

 du réticulum sarcoplasmique (RS) et 

l’activation des PKC. L’augmentation intracellulaire de Ca
2+

 et les PKC vont 

entraîner la transcription de gènes hypertrophiques soit par l’activation de la voie 

calcineurine-NFAT ou de la protéine kinase D (PKD)-HDAC qui relève 

l’inhibition de la transcription de gènes hypertrophiques. B. Plusieurs isoformes 

des PKC ont été associées avec le développement de l’hypertrophie. Si PKCε est 

associée à une hypertrophie physiologique, PKCα et PKCβ sont plutôt activées par 

des stimuli pathologiques tandis que PKCδ est commune aux deux. Adaptée de 

Dorn et Force 
60
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risant le développement d’une hypertrophie concentrique 
60

 (Figure 1.3). CaMKII 

semble aussi impliquée dans le développement de l’hypertrophie concentrique 

déclenchée par une augmentation de la résistance artérielle. À long terme, 

l’activation de ces deux voies peut mener à une IC décompensée. À l’opposé, 

Gα11, va activer constitutivement la phospholipase D (PLD) par l’intermédiaire de 

la voie des Rho kinases, ce qui perpétue l’activité des PKC 
59, 61

. La PLD est aussi 

responsable de la synthèse des ROS par la voie des nicotinamides adénine 

dinucléotide phosphate (NADPH) oxydases. L’activation de la NADPH oxydase 

repose sur la tyrosine kinase c-src qui dépend de la phosphorylation de p47phox 

(une protéine augmentant l’activité de la NADPH oxydase) par la PKC 
62

. Une 

deuxième production de ROS survient plus lentement et dépend de Rac 
63

. 

D’autres protéines G sont aussi associées avec le récepteur AT1 en fonction de 

l’espèce ou des tissus dont Gαi/o, qui va inhiber l’adénylate cyclase (AC) 

prévenant ainsi l’élévation de l’AMPc et l’activité de PKA 
64

. Plusieurs autres 

seconds messagers peuvent être activés démontrant la diversité et la vaste étendue 

d’actions du SRAA et du récepteur AT1. Les effets des différentes voies du 

récepteur AT1 ont été étudiés par la comparaison d’un modèle de souris 

surexprimant aussi au niveau cardiaque le récepteur AT1 et d’un autre modèle 

surexprimant au niveau cardiaque le récepteur AT1 tout en étant déficient en Gαq 

et Gαi/o 
65

. Sans l’activation des voies associées aux protéines Gα, l’hypertrophie 

et la dysfonction cardiaque semblent être exacerbées tandis que la fibrose et 

l’apoptose sont réduites en comparaison à une souris ayant une surexpression 

cardiaque d’un récepteur AT1 complètement fonctionnel 
65

. Également, le 

développement d’hypertrophie et l’expression de gènes fœtaux provoqués par une 

surcharge de pression est interrompu chez les souris déficientes en Gαq et Gαi/o 

alors qu’une surexpression de Gαq au niveau des cardiomyocytes favorise 

l’hypertrophie, ce qui renforce le rôle distinct de chacun des seconds messagers 
49, 

66, 67
.  

Les sous-unités βγ modulent aussi le récepteur AT1 par un mécanisme de 

rétro-inhibition en inactivant la PLCβ 
68

. D’autres mécanismes sont aussi 
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impliqués dans la régulation de l’activation du récepteur AT1 notamment les β-

arrestines, les régulateurs de la signalisation des protéines G (RGS) et les 

récepteurs kinases couplés aux protéines G (GRK) 
59

. Certaines voies peuvent 

aussi être activées indépendamment des sous-unités de la protéine G comme la 

voie des médiateurs JAK/STAT qui engagent les processus de transcription de 

gènes impliqués dans la vasoconstriction, la mort cellulaire ainsi que dans des 

anomalies cardiaques et rénales 
59

. 

L’activation du récepteur AT1 peut également résulter d’un stress 

mécanique comme l’étirement puisque celui-ci va entraîner un changement de 

conformation du récepteur vers une forme active 
49

. Il a aussi été démontré dans un 

modèle de souris déficiente pour le gène codant pour l’angiotensinogène qu’une 

surexpression du récepteur AT1 sous le contrôle du promoteur de la αMHC 

favorise le développement d’une hypertrophie, démontrant sa capacité de s’activer 

de façon constitutive 
69

. Des souris déficientes en AT1aR ont également été 

développées, celles-ci présentent une croissance normale en plus d’une longévité 

augmentée par rapport aux souris contrôles 
70

. Elles montrent aussi une réduction 

de l’athérosclérose aortique et sont moins sujettes aux accidents cardiaques. Ces 

résultats seraient associés avec une diminution du stress oxydant et une 

augmentation de la transcription de gènes de survie 
70

. Conséquemment, la 

majorité des effets délétères cardiaques est associée au récepteur AT1. C’est 

pourquoi la classe de médicament des ARA est sélective pour ce sous-type 
71

. 

1.1.3.1.1 Protéine kinase C 

Les PKC font partie de la famille des sérines/thréonines kinases. Comme 

mentionné précédemment, les PKC sont activées, entre autres, à la suite de 

l’activation du récepteur AT1. Au niveau cardiaque, préférentiellement les PKC 

conventionnelles α, βI, βII et γ dont l’activation dépend du Ca
2+

 et du DAG ainsi 

que les nouvelles PKC δ, ε et θ requérant seulement le DAG pour leur activation 

sont retrouvées 
72

. Chez l’homme, les isozymes α, βI, βII, δ et ε ont été identifiées 

73
. Les rôles associés aux PKC sont variés, par exemple, au niveau de la régulation 
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de la transcription, de la croissance cellulaire, de l’apoptose, de l’activité 

électrique cardiaque, de l’homéostasie calcique et de la fonction des myofilaments 

60, 72, 74
. 

1.1.3.2 Récepteur de type 2 de l’angiotensine II 

L’expression du récepteur AT2 est importante au stade fœtal puis diminue 

rapidement à la naissance. Le gène sous-jacent au récepteur AT2 se trouve sur le 

chromosome X et possède ~32 % d’homologie avec AT1aR/AT1bR 
56

. À l’âge 

adulte, le récepteur AT2 est exprimé au niveau des vaisseaux sanguins, du cœur, 

du pancréas, des glandes surrénales, des reins et du cerveau. Les voies de 

signalisation qui y sont associées sont encore mal comprises. Néanmoins, il 

semble que dans des conditions physiologiques, le récepteur AT2 est un 

antagoniste physiologique du récepteur AT1 puisqu’il favorise la vasodilatation et 

inhibe la croissance cellulaire 
57

. En conditions pathologiques, il semblerait être 

surexprimé lors d’une lésion cardiaque tel un infarctus du myocarde alors qu’il 

serait moins présent lors de l’IC 
75, 76

. Néanmoins ces résultats sont préliminaires 

et nécessitent des études futures. 

1.1.4 Modèles d’hypertrophie et d’insuffisance cardiaque chez 

la souris 

La recherche fondamentale privilégie l’usage d’animaux afin de réaliser 

des études permettant de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans le 

développement d’une pathologie. Ces études sont possibles grâce à la création de 

modèles mimant une affection ressemblante à celle observée chez l’homme. 

D’autre part, les modèles animaux permettent aussi d’évaluer l’apport d’un 

traitement dans la prévention ou la guérison de la pathologie et de se rapprocher le 

plus possible d’une application chez l’homme. À cet égard, les grandes espèces 

comme le porc et le chien ont un système cardiovasculaire se rapprochant de celui 

de l’homme tant au niveau de l’anatomie (forme, taille, structure), que de la 

physiologie (fréquence cardiaque, expression de canaux ioniques) 
77

. Toutefois, les 

études sur les grands mammifères restent plus coûteuses. Pour cette raison, les 
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modèles murins sont souvent préférés pour les études de première intention 

puisqu’ils permettent une approche transgénique, sont moins coûteux et permettent 

l’exécution d’interventions invasives sur un grand nombre d’animaux permettant 

une meilleure puissance statistique 
78

. Toutefois, les cibles ainsi déterminées 

doivent par la suite être validées dans des modèles de grands mammifères tels que 

le chien et le porc, les deux grandes espèces principalement utilisées en 

cardiologie, avant le passage chez l’homme. Il est également important de 

mentionner que l’utilisation des animaux femelles dans les études biomédicales est 

insuffisante et que de nouvelles politiques plus sévères sont mises en place afin 

d’augmenter leur nombre dans les publications scientifiques 
79

. Leur intégration 

dans les études sur l’IC est également faible malgré l’existence importante de 

différences cliniques entre les hommes et les femmes. Ce constat démontre 

l’intérêt et le besoin de poursuivre des études chez les souris mâles et femelles 

ainsi que la nouveauté des résultats qui y seront associés. Diverses approches ont 

déjà été mises au point, notamment des modèles d’animaux transgéniques avec 

délétion ou surexpression de gènes, ou des modèles obtenus par chirurgie.  

Le plus grand défi dans la création de modèles animaux est de reproduire 

une maladie chronique qui se développe au cours d’une vie et qui tient compte de 

la diversité observée dans la population humaine. De plus, plusieurs comorbidités 

peuvent accompagner une pathologie, comme dans le cas des maladies 

cardiovasculaires, ce qui complexifie l’identification claire d’une relation de cause 

à effet 
7, 77

. Ainsi, la validité d’une approche globale, incluant toutes les variables, 

est cependant discutable puisqu’elle augmenterait la variabilité interindividuelle et 

pourrait nuire à l’interprétation des résultats. Un des avantages que procurent les 

modèles de rongeurs est d’étudier le rôle d’une protéine au cours du vieillissement 

ou de l’évolution d’une maladie indépendamment de facteurs externes et sur une 

période de temps plus courte que celle correspondant à l’échelle humaine. Dans le 

cas de l’IC, plusieurs modèles doivent être conçus afin de reproduire les diverses 

causes sous-jacentes à la pathologie et permettre l’étude des multiples stimuli 

impliqués. La création de plusieurs modèles permet de déterminer les processus 
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responsables associés à chacun dans le développement de l’IC. Un autre point à 

souligner est le manque d’études chez les animaux femelles puisqu’il a été 

démontré que plusieurs maladies dont l’IC présentent des différences entre les 

sexes 
38, 40, 80

. Ce type d’étude permettrait de mettre en place des thérapies mieux 

adaptées à chaque individu. Dans cette perspective, un des projets de cette thèse 

inclut la comparaison entre les souris mâles et femelles. Les principaux modèles 

utilisés pour l’étude de l’IC sont présentés dans les prochains paragraphes. 

L’hypertension étant un problème de santé majeur occasionnant des 

troubles cardiaques, des modèles pour mieux en comprendre la pathologie ont 

rapidement été développés. Le modèle de constriction transaortique (TAC) mime 

la sténose aortique et cause une surcharge de pression du ventricule gauche 

entraînant son remodelage 
77

. Cette procédure présente le désavantage d’avoir un 

haut taux de mortalité post-opératoire et d’avoir une évolution rapide en réponse à 

un stimulus aigu contrairement au développement de la pathologie chez l’homme 

qui est lent et chronique 
78

. Cependant, le modèle TAC peut aussi être utilisé 

conjointement avec un modèle génétiquement modifié afin d’approfondir le rôle 

d’un gène/protéine lors d’une surcharge de pression ventriculaire. Un autre modèle 

est le rat spontanément hypertendu Sprague-Dawley. Il développe aussi une 

hypertrophie concentrique ventriculaire gauche qui évolue en IC 
77

. 

L’hypertension peut aussi être induite par un traitement pharmacologique à 

l’ANGII libéré en continu par des pompes osmotiques ou par des implants sous-

cutanés insérés dans l’animal 
81, 82

. 

Les modèles animaux de cardiomyopathies dilatées sont nombreux. Les 

modèles peuvent être obtenus par l’exécution d'infarctus du myocarde, de délétion 

ou de surexpression d’un gène associé au développement de la cardiomyopathie 

dilatée ou de l’exposition à une toxine, etc. 
77, 78

. Les modèles transgéniques 

permettent d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques et d’étudier leur 

évolution dans le développement de la pathologie au cours du vieillissement de 

l’animal. Les caractéristiques associées au développement d’une cardiomyopathie 

dilatée qui sont attendues chez le modèle l’animal sont la dilatation du ventricule, 
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une diminution de la fraction d’éjection et des difficultés contractiles. Au niveau 

structurel, le remodelage associé consiste en un amincissement de la paroi 

cardiaque, un élargissement des quatre cavités cardiaques, une dilatation des 

valves mitrales et tricuspides, un allongement et un épaississement des 

cardiomyocytes, une apparition de fibrose ainsi que la mort des cardiomyocytes 
77

. 

D’autre part, la création de modèles de souris transgéniques permet 

d’étudier le rôle d’un gène particulier ou d’une protéine particulière dans un 

modèle in vivo afin de mieux comprendre son rôle en étudiant l’impact de leur 

délétion ou leur surexpression 
77

. Dans le cas où l’abolition d’un gène s’avère être 

létale à l’état fœtal, il est aussi possible de générer des modèles qui seront 

inductibles grâce à l’administration de tamoxifène ou de tétracycline qui serviront 

de ligand régulateur. Le traitement d’un ligand va déterminer la transcription du 

gène qu’il régule 
77

. 

Dans le cadre de mes études aux cycles supérieurs, la majorité des 

expériences a été réalisée avec un modèle de souris transgénique surexprimant 

seulement au niveau cardiaque, sous contrôle du promoteur αMHC, le récepteur 

AT1 (souris AT1R). L’expression protéique du récepteur AT1, évaluée par un 

essai de liaison radioactif, est augmentée d’environ 200 fois chez les souris AT1R 

comparativement à leur contrôle du même âge 
83

. Les niveaux d’ARNm sont 

également similaires entre les sexes chez la souris AT1R en présence comme en 

absence d’hypertrophie (Annexe II p.vi). La surexpression sous le contrôle du 

promoteur de la chaîne lourde de myosine permet d’éviter la surexpression au 

niveau des muscles lisses vasculaires et prévient le développement d’hypertension. 

Le rôle spécifique du récepteur AT1 au niveau du cœur a donc pu être étudié sans 

variable confondante. En effet, avec l’âge, les souris AT1R développent de 

l’hypertrophie, de la fibrose et de l’IC, mais sans manifester d’hypertension 

artérielle 
83

. Des études de télémétrie réalisées dans notre laboratoire sur les souris 

AT1R mâles ont démontré que celles-ci avaient un risque d’arythmies plus élevé 

en comparaison aux contrôles, et ce avant comme après le développement de 

l’hypertrophie 
84

. Par ailleurs, ce modèle permet de distinguer les effets de la 



   

 24   

 

surexpression du récepteur AT1 indépendants de l’hypertrophie de ceux associés à 

la présence d’hypertrophie. Ainsi, les souris AT1R ont été étudiées, à deux âges 

différents, avant le développement de l’hypertrophie (50 ± 5 jours) et après le 

développement de l’hypertrophie (entre 6-8 mois) afin de départir si les effets 

observés sont la conséquence de celle-ci ou non. Des études antérieures au 

laboratoire menées sur les souris AT1R mâles seulement ont démontré ont un 

retard de repolarisation associé à une diminution d’expression des canaux K
+
 

ventriculaires et que leur couplage excitation-contraction (CEC, « excitation-

contraction coupling ») est affecté en raison d’une diminution de la contractilité 

causée par une réduction du courant Ca
2+

 de type L (ICaL), des transitoires 

calciques et de l’expression protéique de la pompe Ca
2+

-ATPase du réticulum 

sarcoplasmique (SERCA2) et de l’échangeur Na
+
/Ca

2+
 (NCX) 

84, 85
. Cependant, les 

décès de la colonie de souris AT1R ont été répertoriés jusqu’à l’âge de 15 mois et 

il a été observé que les femelles AT1R ont un taux de mortalité de 21 % alors que 

chez les mâles, il est de 5,5 % 
86

. De plus, les souris AT1R femelles meurent de 

façon plus précoce, dès l’âge de trois mois, tandis que les mâles décèdent vers 

l’âge de huit mois. Ces données suggèrent que les femelles AT1R développent un 

phénotype plus sévère. En raison de la mortalité plus grande chez les femelles 

AT1R et le manque de données dans la littérature sur les modèles animaux 

féminins, un des projets de cette thèse s’est penché sur l’étude des mécanismes 

pouvant contribuer à cette différence entre les sexes dans un contexte d’IC 
79

. 

D’ailleurs, l’âge choisi pour conduire les études prend en considération la maturité 

sexuelle des souris qui est atteinte à 45 jours. Les résultats obtenus sont les 

premiers qui distinguent le phénotype des souris AT1R mâles et femelles et l’une 

des premières études à démontrer une caractérisation in vivo et cellulaire d’un 

animal femelle souffrant d’IC renforçant ainsi, la nouveauté du projet. En résumé, 

cette étude contribue à mieux connaître la régulation de l’IC entre les mâles et les 

femelles en plus de soulever plusieurs nouvelles pistes d’exploration. 
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1.1.5 Arythmies ventriculaires 

Une arythmie cardiaque se caractérise par un cœur qui bat de façon 

irrégulière. Plusieurs types d’arythmies existent et les battements peuvent être plus 

rapides, plus lents ou asynchrones. Certaines arythmies sont bénignes alors que 

d’autres sont mortelles puisqu’elles peuvent mener à une mauvaise perfusion qui 

va entraîner une ischémie de certains organes, notamment le cerveau et le cœur. 

Les arythmies ventriculaires sont l’une des deux principales causes de décès chez 

les patients souffrant d’IC en plus d’être associées aux maladies coronariennes, 

aux infarctus du myocarde et à une défaillance du muscle cardiaque 
87-89

. Ces 

maladies liées à un remodelage des canaux ioniques sont souvent associées à une 

forte probabilité de mort subite cardiaque (« sudden cardiac death ») 
90

. La mort 

subite se caractérise par une incapacité du cœur de battre ce qui entraîne une 

hypoperfusion de celui-ci, mais aussi des autres organes et mène à la mort en 

quelques minutes. Les cas de mort subite cardiaque sont considérés fréquents 

puisque la moitié des décès associés aux maladies cardiaques sont considérés 

comme soudains 
89

. Normalement, de 88-91 % de ces décès adviennent durant 

l’heure suivant le premier événement arythmique 
88

. 

1.1.5.1 Extrasystole ventriculaire 

L’extrasystole ventriculaire est engendrée par une impulsion électrique 

prématurée associée à un défaut du rythme cardiaque. Ce battement 

supplémentaire se manifeste lorsqu’une activité électrique ectopique se déploie 

dans un foyer de cellules ventriculaires. Il est à noter que l’extrasystole est 

observée chez le sujet sain comme chez le sujet atteint de cardiomyopathie, seule 

leur prévalence diffère. En effet, il a été vu par monitoring ambulatoire que durant 

une période de 24 heures la prévalence des extrasystoles ventriculaires chez un 

individu se rapporte à 40-55 % et sont considérées peu communes alors que chez 

les patients ayant des coronaropathies chroniques, ce taux augmente à 75-90 % 
91-

94
. Si le phénomène est isolé, l’extrasystole est considérée comme bénigne, mais si 

elles sont nombreuses (≥30/h), elles sont associées à un risque élevé de mort subite 
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principalement chez les individus ayant une fraction d’éjection inférieure à 40 % 

comme les patients souffrant d’IC 
91, 95

. L’extrasystole est toutefois un facteur 

indépendant de la mort subite cardiaque post-infarctus malgré leur nombre élevé 

94, 95
. L’extrasystole est déclenchée si le foyer contient des cellules avec une 

automaticité, qui en raison de perturbations électrolytiques, d’étirements 

prononcés ou de stimulations adrénergiques parviennent à atteindre un seuil 

d’excitation suffisant pour propager l’impulsion aux cellules voisines. Cet 

événement est possible si les cellules voisines ne se trouvent pas dans leur période 

réfractaire absolue puisque leur excitabilité sera alors restituée. La pérennité d’un 

influx électrique proarythmogène peut être maintenue par le phénomène de 

réentrée (Figure 1.4). Ce phénomène est favorisé lorsque l’influx parvient à 

réexciter la région dont il était issu initialement de façon à former une boucle 

d’auto-excitation. La propagation de l’influx peut être ralentie ou arrêtée par de la 

fibrose, une nécrose, une diminution des jonctions communicantes ou une 

altération des courants ioniques. Ainsi, le retard de l’influx peut lui permettre de 

réactiver une région préalablement excitée dont la période réfractaire est terminée. 

Par exemple, dans la situation où l’influx est interrompu par une région non-

excitable, dont la période réfractaire est prolongée (Figure 1.4, région foncée de la 

branche B) et que l’influx passant par la voie A se propage normalement, ce même 

influx (A) pourra voyager de façon rétrograde dans la branche B si sa période 

réfractaire est terminée. La pérennité de l’influx est assurée si le trajet à parcourir 

par l’influx est plus long que la période réfractaire (Figure 1.4, droite). Dans le cas 

contraire, cette dépolarisation isolée sera perçue comme une extrasystole sans 

conséquence. L’influx continue de se propager dans les régions en fonction de la 

durée des périodes réfractaires de chacune ce qui peut créer un circuit de réentrée 

90, 96
. Cette dérégulation de la conduction est caractéristique de la fibrillation 

auriculaire, une arythmie supraventriculaire soutenue. Au niveau des chambres 

inférieures, elle peut dégénérer en une tachycardie ventriculaire. 
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1.1.5.2 Tachycardie ventriculaire 

Une fréquence ventriculaire plus élevée, mais synchrone est nommée 

tachycardie ventriculaire. Elle est diagnostiquée par la succession de quatre 

extrasystoles entraînant une fréquence cardiaque supérieure à 100 bpm. Elle est la 

Figure 1.4. Schématisation d’un circuit de réentrée entre les fibres de 

Purkinje et les myocytes. 1. Propagation normale de l’influx électrique dans les 

branches A et B. 2. Dans la branche B, il y a un bloc de conduction (zone grise : 

cellules dont la période réfractaire est prolongée) ce qui empêche le passage de 

l’influx. 3. L’influx provenant de A parvient à la branche B, qui n’est plus en 

période réfractaire ce qui permet à l’influx de traverser et réactiver les diverses 

régions. Une boucle d’activation se forme, constituant un circuit de réentrée 

(flèches rouges). 

Purkinje   

Myocarde   

A B 

Purkinje   

Myocarde   

A B 

Purkinje   

Myocarde   

A B 

1. 2. 
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conséquence du phénomène de réentrée expliqué précédemment 
91

. Si une 

tachycardie ventriculaire de quelques secondes ne cause que des dommages 

limités, sa persistance peut nuire à la perfusion des organes et même entraîner une 

arythmie encore plus sévère comme la fibrillation ventriculaire. 

1.1.5.3 Torsade de pointe 

La torsade de pointe (TdeP) est une tachycardie ventriculaire 

polymorphique avec des dépolarisations ventriculaires (correspondantes aux 

complexes QRS, définis à la section 1.2.1), de différentes amplitudes et polarités. 

Ce nom provient du mouvement ventriculaire de rotation en torsades observées à 

l’électrocardiogramme (ECG), i.e. le complexe QRS pointant en alternance vers le 

haut et vers le bas (Figure 1.5) 
96

. Le déclenchement d’une torsade de pointe est 

principalement associé à une prolongation de l’intervalle QT. Celle-ci peut 

dégénérer en une fibrillation ventriculaire. 

 

 

Figure 1.5. Représentation d’une torsade de pointe à l’ECG. Un intervalle QT 

long permet à une extrasystole d’engendrer plus facilement une propagation de 

l’activité électrique pouvant générer une torsade de pointe. Sur l’ECG, seulement 

l’activité électrique ventriculaire est visible et a une forme particulière dite « en 

torsade ». RS : rythme sinusal, ESV : extrasystole. Adaptée de Taboulet 
96

 

 

1.1.5.4 Fibrillation ventriculaire 

La fibrillation ventriculaire est considérée comme l’arythmie la plus 

maligne. La survie des patients après hospitalisation est de seulement 20 à 25 % 
91

. 

RS 

ESV 
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À la différence des arythmies précédentes, l’activité électrique est non 

synchronisée favorisant plusieurs phénomènes de réentrée ce qui altère la fonction 

mécanique des ventricules et peut résulter en une ischémie et une asystolie 
96

 

(Figure 1.6). Les femmes sont d’ailleurs plus sujettes à développer des asystolies 

(« pulseless electrical activity ») pour lesquelles les chances de survie sont plus 

faibles que pour la fibrillation ventriculaire qui peut être cardioversée 
89, 97

. Si 

aucun traitement n’est administré, l’arrêt de l’éjection de sang des ventricules va 

entraîner la mort subite cardiaque entre trois et cinq minutes 
91

. Une défibrillation 

est nécessaire afin de réinstaurer l’activité électrique du cœur. D’ailleurs, 

l’implantation d’un défibrillateur peut s’avérer un traitement de choix chez les 

patients présentant peu de comorbidités et ayant un taux de survie supérieur à 1 an 

puisque les effets secondaires seront moindres et mieux tolérer 
98

. Plusieurs 

sources d’instabilité électrique peuvent contribuer au déclenchement de fibrillation 

ventriculaire et mener à la mort subite cardiaque dont une fraction d’éjection 

diminuée, un infarctus du myocarde ainsi qu’une prolongation de la durée de la 

dépolarisation ventriculaire (complexe QRS) 
89, 98

.  

 

Figure 1.6. Exemple d’un ECG présentant une fibrillation ventriculaire. La 

fibrillation ventriculaire est caractérisée par un mouvement asynchrone et rapide 

des ventricules se traduisant à l’ECG par des variations de faible amplitude autour 

de la ligne isoélectrique. Adaptée de Taboulet 
96

 

1.2 Activité électrique cardiaque en conditions 

physiologiques et pathophysiologiques 

Le bon fonctionnement du cœur résulte d’une action concertée de différents 

éléments permettant la transmission de l’influx électrique pour l’obtention d’une 
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contraction cardiaque et assurer la perfusion des organes. Le nœud sinusal (NS), 

situé dans l’oreillette droite sous la veine cave supérieure, est constitué de cellules 

possédant une propriété d’automaticité connue sous le nom de « pacemaker » lui 

conférant le titre de centre d’automatisme primaire 
90

. Il est la source d’un influx 

électrique ayant une fréquence de 60-100 impulsions par minute. Cet influx 

traverse ensuite les oreillettes pour se diriger vers le nœud auriculo-ventriculaire 

(NAV) qui assure le passage de l’influx des oreillettes aux ventricules 
90

. Le NAV 

a pour fonction de ralentir le passage de l’influx afin de permettre au sang de 

transiter des oreillettes aux ventricules. Une fois le NAV traversé, l’influx se 

propage au faisceau de His. Ce dernier se divise en deux branches afin de conduire 

le stimulus électrique dans chacun des deux ventricules. Le signal électrique du 

faisceau de His jusqu’aux fibres de Purkinje assure la contraction synchronisée de 

la base jusqu’à l’apex des ventricules (Figure 1.7) 
90

.  

   

 

Figure 1.7. Représentation du système de conduction cardiaque. L’influx (en 

jaune) débute au nœud sinusal (NS) puis traverse les oreillettes pour atteindre le 

nœud auriculo-ventriculaire (NAV). À partir du NAV, l’influx passe par le 

faisceau de His qui se divise en deux puis en plusieurs ramifications nommées 

fibres de Purkinje. RA : oreillette droite, LA : oreillette gauche, RV : ventricule 

droit, LV : ventricule gauche.  

Adaptée de http://www.phschool.com/science/biology_place/biocoach/cardio1/electrical.html 
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1.2.1 Électrocardiogramme 

L’activité électrique des chambres cardiaques peut être visualisée à l’aide 

d’un électrocardiogramme (ECG) de surface (Figure 1.8). L’emplacement des 

électrodes permet de percevoir le passage de l’influx électrique dans le cœur. 

L’ECG va capter, lors de chaque battement, le trajet de l’influx ce qui permet de 

définir le nombre de battements par minute représentant la fréquence cardiaque 

(FC). Le tracé enregistré d’un ECG dépend de l’emplacement des électrodes 

d’enregistrement, suivant leur positionnement, plusieurs configurations sont 

possibles. Dans le cadre de nos études, la configuration dérivée bipolaire I ou II a 

Figure 1.8. Illustration des différents paramètres retrouvés à l’ECG. 

Représentation d’un tracé d’ECG humain où est montrée l’intervalle PR : le temps 

de passage dans les oreillettes et le NAV, le segment PR : le temps que prend 

l’influx pour traverser le NAV et le complexe QRS : la dépolarisation ventriculaire. 

La repolarisation ventriculaire s’évalue en incluant ou non la dépolarisation 

ventriculaire et permet d’obtenir, respectivement, l’intervalle QT ou le segment 

ST/JT. Le point J représente l’intersection entre la fin de la dépolarisation et le 

début de la repolarisation. Le gradient de dispersion entre la couche épicardique et 

midmyocardique/endocardique est obtenu par la différence entre l’amplitude 

maximale de l’onde T (Tpeak) et la fin de l’onde T (Tend). Adaptée de Small Animal 

Cardiology http://research.vet.upenn.edu/smallanimalcardiology/ECGTutorial/tabid/4930/Default.aspx 

Tpeak-Tend 

point J 

P 

Q 
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T 

R 



   

 32   

 

été utilisée (Figure 1.9). La représentation d’un cycle cardiaque sur l’ECG débute 

avec la dépolarisation des oreillettes reflétée par l’onde P. Le tracé retourne à la 

ligne isoélectrique lors du passage au NAV. Ensuite, la dépolarisation ventriculaire 

apparaît sous la somme des ondes Q, R et S; elle est nommée complexe QRS. La 

repolarisation ventriculaire est représentée par l’onde T alors que la repolarisation 

auriculaire est généralement non-visible puisque l’amplitude est trop faible 

(Figure 1.8). D’autres paramètres peuvent également être interprétés à partir d’un 

ECG. Par exemple, le temps entre deux dépolarisations ventriculaires correspond à 

la durée d’un intervalle RR rapportant le temps d’un cycle sinusal. De ce fait, la 

fréquence cardiaque est calculée selon le nombre d’intervalle RR par minute. 

L’intervalle PR se rapporte au temps de conduction auriculo-ventriculaire tandis 

que le segment PR correspond spécifiquement au temps nécessaire pour traverser 

le NAV. L’intervalle QT est utilisé comme indice de la période de repolarisation 

ventriculaire. La repolarisation ventriculaire peut aussi être représentée par 

l’intervalle JT qui est alors indépendant du temps de la dépolarisation 

ventriculaire. Le point J se définit par la jonction entre la fin du QRS et le début du 

segment ST. La fréquence cardiaque va influencer la durée de repolarisation, soit 

l’intervalle QT ou JT. À des fins de comparaisons, la formule de Bazett :     

             

√  
 est utilisée pour obtenir l’intervalle QT corrigé (QTc) qui tient compte 

de la fréquence des battements 
90

. De plus, le degré de dispersion au travers de la 

paroi du myocarde soit entre la couche épicardique et endocardique, peut être 

évalué par le temps compris entre l’amplitude maximale de l’onde T (Tpeak) et la 

fin de celle-ci (Tend); cela correspond respectivement à la fin de la repolarisation de 

la couche épicardique et de celle appelée midmyocardique ou endomyocardique 
99

. 

En clinique, l’ECG de surface permet de distinguer plusieurs dysfonctions ou 

pathologies cardiaques comme un élargissement du QRS accompagné d’une 

élévation du segment ST ou d’un tracé formant un dos d’âne (« saddle back 

pattern ») caractéristique des patients souffrant du syndrome de Brugada. Il peut 

également s’agir d’arythmies telles que celles présentées précédemment; une 
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prolongation de l’intervalle QT indiquant un retard de repolarisation ou encore un 

infarctus du myocarde.  

1.2.1.1 Comparaison de l’ECG humain à celui de la souris 

Plusieurs différences existent entre l’activité électrique cardiaque des 

hommes et des souris. La plus frappante est probablement la fréquence cardiaque 

de la souris qui est environ dix fois plus rapide que celle de l’homme (env. 600 

bpm vs 60 bpm, bpm : battements par minute) 
100

. Contrairement à l’homme, 

l’onde T de la souris est inversée (Figure 1.9) 
101

. Cette différence est observée 

parce que le ratio de la paroi épicardique-endocardique chez la souris est minime 

en comparaison à celui chez l’homme. Ainsi, la repolarisation se faisant de 

(+) 

point J 

onde T 

point J 

RR    

RR humain 

souris 

R L 

F 

Dérivé I 

Dérivé II 

  
Humain Souris 

(-) (+) 

(-) 

A 

B 

Figure 1.9. Comparaison de l’ECG chez l’humain et la souris. A) 

Démonstration des différentes configurations en mode dérivé I et II où R : droit, 

L :gauche, F : mise à terre, (-) : borne négative, (+) : borne positive. B) Exemple 

d’ECG humain et de souris sur une durée de deux secondes. Identification de 

l’intervalle RR, de l’onde T et du point J. Adaptée de Kaese 
100

 et Boukens
 101
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l’épicarde vers l’endocarde, l’influx prépondérant provenant de la couche 

endocardique du ventricule gauche masque la repolarisation du ventricule droit 

principalement composé de cellules endocardiques chez la souris ce qui est perçu 

par un changement de polarité majoritaire vers la borne négative et une onde T 

orientée vers le bas (Figure 1.9). De plus, la fréquence cardiaque rapide chez la 

souris regroupe la fin du QRS et le début de l’onde T ce qui est désigné par le 

point J. Celui-ci peut être identifié chez l’homme à la jonction de la déflexion de 

l’onde S et de la ligne isoélectrique. D’autre part, chez la souris le segment ST est 

absent puisqu’il n’y a pas de retour à la ligne isoélectrique entre la dépolarisation 

et la repolarisation ventriculaire 
101

. 

1.2.2 Électrophysiologie des myocytes ventriculaires 

En raison de la gravité des arythmies ventriculaires, les projets de cette 

thèse sont liés à la régulation de l’activité électrique des ventricules. Les prochains 

paragraphes développent la physiologie de ceux-ci. 

1.2.2.1 Potentiel d’action ventriculaire 

Le potentiel d’action ventriculaire est causé par l’activation de divers 

canaux ioniques qui laissent passer les ions de part et d’autre de la membrane en 

fonction de leur gradient électrochimique. Il est possible de suivre les changements 

de voltage à la membrane en mesurant le potentiel membranaire de la cellule en 

réponse à un courant électrique. Celui-ci permet d’atteindre le seuil de 

dépolarisation pour ainsi générer un potentiel d’action complet. La représentation 

du potentiel d’action ventriculaire humain (Figure 1.10) débute par la phase de  

repos, la phase 4, avec un potentiel membranaire aux alentours de -90 mV puis 

lors, de la phase 0, l’ouverture des canaux sodiques cardiaques dépendants du 

voltage provoque une entrée massive d’ions Na
+
 dans la cellule engendrant le 

courant Na
+
 (INa) et cause la dépolarisation de la cellule jusqu’à environ +30 mV 

102
. Cette dépolarisation rapide entraîne l’ouverture d’autres canaux dépendants du 

voltage. Premièrement, le canal K
+
 transitoire sortant indépendant du Ca

2+
, 

correspondant au courant Ito s’active rapidement et débute la repolarisation en 
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contribuant à la phase 1 du potentiel d’action. La durée de celle-ci est courte en 

raison de l’inactivation rapide des Ito et INa. Elle est suivie de la phase 2, aussi 

connue sous le nom de phase plateau, correspondant à l’activation des canaux Ca
2+

 

dépendants du voltage de type L et du courant ICaL. En effet, le décalage entre les 

temps d’activation de Itoet de ICaL crée une inflexion (« notch ») dont l’amplitude 

est proportionnelle à la présence de Ito 
103

. Ainsi, elle tend à disparaître en fonction 

du gradient transmural de Ito. Cette inflexion correspond au point J sur l’ECG 
104

. 

L’activation parallèle du courant Ca
2+

 de type L (ICaL) et de la composante rapide 

du courant K
+
 à rectification retardée (IKr) engendrent la phase plateau du potentiel 

d’action en raison de l’équilibre causé par l’entrée d’ions Ca
2+

 et la sortie d’ions 

K
+
 (phase 2). En phase 3, la repolarisation se poursuit plus rapidement en raison de 

l’inactivation de ICaL. Puis, deux autres courants K
+
 se joignent à IKr : la 

Figure 1.10. Les différentes phases du potentiel d’action humain. La phase 0 

représente la dépolarisation cellulaire induite par l’entrée de Na
+
 par les canaux Na

+
 

dans la cellule. La phase 1 représente la phase de repolarisation par l’activation du 

courant K
+
 (Ito). La phase plateau (2) est un état d’équilibre entre l’entrée de Ca

2+
 du 

courant Ca
2+

 de type L et la sortie de K
+
 par les autres courants K

+
 (IKr, IKs, IK1) 

(phase 3). La phase 4 est la phase de repos. Les flèches vers le bas indiquent une 

entrée d’ions dans la cellule alors que celles vers le haut une sortie et elles sont 

proportionnelles au mouvement des ions. Adaptée de Liu 
107
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composante lente du courant K
+
 à rectification retardée (IKs) et le courant K

+
 à 

rectification entrante (IK1). La fin de la repolarisation et le retour au potentiel de 

repos (phase 4) sont assurés par IK1, la fermeture des autres canaux K
+
, 

l’échangeur NCX (discuter plus bas) ainsi que l’activation de pompes ioniques 

restaurant le déséquilibre ioniques de part et d’autre de la membrane.  

Chez la souris, les mêmes courants sont retrouvés au niveau des phases 4 

(IK1), 0 (INa) et 1 (Ito) (Figure 1.11). Cependant, des différences existent par rapport 

au potentiel d’action humain. D’une part, la durée du potentiel d’action est 

tellement rapide que malgré l’activation de ICaL, la phase plateau n’apparaît pas. La 

4 

0 

1 

2 et 3 

IKur IKur 

Figure 1.11. Potentiel d’action ventriculaire humain comparé à celui de la 

souris. Représentations de potentiel d’action humain (Gauche) et murin (Droite). 

Sous ces représentions sont exposées les différentes conductances présentes pour 

chaque espèce ainsi que les fenêtres d’activation des courants. Adaptée de 

Nerbonne et Kass 
134
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repolarisation est plutôt continue et peut plus difficilement être séparée en phase 

distincte. Les courants K
+
 ultrarapides (IKur), le courant soutenu (Iss) et le courant à 

rectification entrante (IK1) s’ajoutent à Ito pour assurer le retour au potentiel de 

repos. Les caractéristiques de ces courants seront discutées ci-dessous et les 

comparaisons entre humain et souris approfondies. Malgré ces quelques 

distinctions, la souris est un modèle pertinent à étudier et permet de faire des 

corrélations entre les deux espèces. En effet, les courants ventriculaires INa, Ito, 

ICaL, IKur et IK1 présents chez la souris sont également retrouvés chez l’homme au 

niveau des ventricules à l’exception de IKur qui est seulement dans les oreillettes de 

celui-ci. 

L’équilibre entre les différentes conductances ventriculaires est 

indispensable au bon fonctionnement du cœur. Une modification au niveau d’un 

seul des canaux ioniques peut s’avérer néfaste. Lors du développement d’une 

pathologie qui favorise un remodelage électrique, il est possible de déceler des 

changements au niveau du potentiel d’action, ce qui permet par la suite d’aller 

étudier les courants correspondants à cette phase. En conditions pathologiques, 

différents types d’arythmies liées à l’automaticité, l’excitabilité et la conduction 

peuvent survenir.  

Les cas d’arythmies liées à l’automaticité perturbent la phase 4 du potentiel 

d’action. Par exemple, une réexpression ventriculaire des canaux HCN, 

(« Hyperpolarisation-activated Cyclic-Nucleotide activated Channel ») 

responsables du courant pacemaker (funny current, If) caractéristique des cellules 

du NS et du NAV, pourrait favoriser une dépolarisation diastolique et engendrer 

une dépolarisation spontanée complète au niveau des ventricules (Figure 1.12). Le 

courant IK1, peut aussi participer à l’automaticité cellulaire de par son rôle 

physiologique très important dans le maintien du potentiel de repos. Il peut être à 

l’origine d’arythmies sévères lorsqu’au niveau ventriculaire, le potentiel de 

membrane se dépolarise conséquemment à une diminution de sa densité (IK1) qui 

faciliterait l’atteinte du seuil de dépolarisation 
105

. IK1 est responsable du maintien 

du potentiel de repos et a un rôle constitutif physiologique plus grand que le If  au  
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Arythmies 
d’automaticité 

Post-dépolarisations 
précoces (EAD) 

   I
CaL

 

Post-dépolarisations 
tardives (DAD) 

Dépolarisation diastolique 

↑ I
f
 

↓I
K1

 

Prolongation APD 

↓ Canaux K
+
 

Surcharge Ca2+/Dysfonction RyR2 

Fuite anormale du RS (RyR2) 

↑NCX mode entrant 

Dépolarisation de la cellule 

 

 

 
AP sain AP 

arythmique 

 

Mécanismes participant aux arythmies 

Figure 1.12. Différents mécanismes d’arythmies cellulaires. A. L’initiation 

d’une activité ectopique peut être initiée par une accélération de l’automaticité 

favorisant une élévation du potentiel de repos jusqu’au seuil d’excitabilité. B. Les 

post-dépolarisations précoces sont associées à une réactivation des courants Ca
2+

 

(ICaL) en réponse à une prolongation de la repolarisation généralement médiée par 

une diminution de courants K
+
. C. Les post-dépolarisations tardives découlent de 

problèmes d’une dérégulation de l’homéostasie calcique. En général, une fuite du 

réticulum sarcoplasmique, le réservoir intracellulaire de Ca
2+

 des cardiomyocytes, 

entraîne une élévation de Ca
2+

 locale qui active NCX et produit une dépolarisation 

cellulaire. Si cette dépolarisation atteint le seuil de dépolarisation, elle peut 

générer un nouveau potentiel d’action de façon précoce. AP : Potentiel d’action, 

ICaL : Courant calcique de type L, If : Courant pacemaker, IK1 : Courant rectifiant 

entrant, NCX : Échangeur Na
+
/Ca

2+
, RS : Réticulum sarcoplasmique, RyR2 : 

Récepteur à la ryanodine. Adaptée de Iwasaki et al. 
105
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niveau des ventricules ce qui lui confère un rôle plus important dans la genèse 

d’arythmies. En résumé, une diminution de IK1 et une augmentation de If  peuvent 

créer des foyers ectopiques favorisant des arythmies. 

Concernant les arythmies associées à l’excitabilité cellulaire, elles 

dépendent de la période réfractaire du potentiel d’action. Premièrement, la période 

réfractaire absolue caractérisée par l’inexcitabilité de la cellule coïncide avec les 

phases 0, 1, 2 et le début de la phase 3 (Figure 1.13). Elle correspond à la période 

durant laquelle les canaux Na
+
 sont inactivés jusqu’à ce que le potentiel de 

membrane parvienne à leur seuil d’activation. Cette période se traduit sur l’ECG 

par l’intervalle entre l’onde Q et le sommet de l’onde T 
91

. Il s’ensuit une période 

réfractaire effective ou fonctionnelle qui est un mécanisme empêchant les 

arythmies prématurées. Les cellules peuvent alors se dépolariser localement sans 

toutefois transmettre le stimulus aux cellules avoisinantes. Cette période n’est pas 

à l’origine de la genèse d’arythmies et est souvent fusionnée avec de la période 

réfractaire absolue.  

Par la suite, le retour de l’excitabilité et donc la possibilité de propager un 

influx correspond à la période réfractaire relative. En effet, si un courant entrant 

permet au potentiel de membrane d’atteindre un certain seuil d’excitabilité, un 

nouveau potentiel d’action sera généré. Sur l’ECG, la période réfractaire relative 

correspond à l’intervalle entre le sommet et la fin de l’onde T et coïncide avec la 

phase 3 du potentiel d’action (Figure 1.13). L’excitabilité d’une cellule repose 

donc sur la durée de la période réfractaire qui varie en fonction de la durée du 

potentiel d’action. Dans le cas d’un raccourcissement de la durée du potentiel 

d’action, la phase réfractaire est diminuée permettant la réactivation des canaux 

Na
+
 dans un délai plus court, ce qui accroît l’excitabilité cellulaire. Lorsqu’il existe 

un gradient, un arrêt ou un ralentissement, dans la conduction de l’influx, ceci peut 

favoriser un phénomène proarythmogène comme l’arythmie de réentrée (Figure 

1.4). À l’inverse, lorsque la durée du potentiel d’action ventriculaire est prolongée, 

la susceptibilité aux post-dépolarisations précoces (EAD, « early 

afterdepolarisation ») est augmentée puisque la cellule verra son potentiel de mem - 
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Figure 1.13. Correspondance entre l’ECG et le potentiel d’action. Haut-Le 

déplacement des ions au travers d’un cardiomyocyte en réponse à une dépolarisation 

est montré. Milieu-Le potentiel d’action d’une cellule ventriculaire sur lequel est 

désigné les quatre phases et les ions qui y sont associés. Bas-Exemple de l’activité 

électrique ventriculaire sur un ECG. Les traits pointillés délimitent les mouvements 

des ions et les périodes d’excitabilité cellulaire. L’intervalle QTpeak correspond à la 

période réfractaire absolue. La période réfractaire relative, période permettant une 

nouvelle dépolarisation, s’étend de Tpeak à Tend. Adaptée de tel.archives-

ouverte.fr/tel-00767106/document 
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brane légèrement dépolarisé à la fin de la période réfractaire, facilitant le 

déclenchement d’un nouveau potentiel d’action par la réactivation des canaux Ca
2+

 

de type L 
105

. Les post-dépolarisations tardives (DAD, « delayed 

afterdepolarization ») surviennent lors de la phase de repos et sont causées par une 

augmentation du Ca
2+

 intracellulaire suite à la libération de Ca
2+

 du réticulum 

sarcoplasmique par une fuite du récepteur à la ryanodine (RyR2). Ce Ca
2+

 va sortir 

de la cellule via l’échangeur NCX qui fait entrer trois ions Na
+
 pour chaque ion 

Ca
2+

 sortant, participant ainsi à l’entrée d’ions Na
+
 et la dépolarisation cellulaire 

105
 (Figure 1.12).  

Enfin, les arythmies de conduction sont associées à des troubles de la 

propagation de l’influx électrique. Elles prennent place dans différentes régions du 

cœur. Le bloc sino-auriculaire, le bloc auriculo-ventriculaire et le bloc de branches 

correspondent respectivement à une interruption de la conduction entre le NS et les 

oreillettes, les oreillettes et les ventricules ou au sein même des ventricules. La 

vitesse de conduction peut être affectée par un remodelage structurel comme par le 

développement de fibrose. La fibrose a pour conséquence de ralentir le passage 

d’un influx ou d’être un obstacle à contourner devenant ainsi un substrat 

arythmogène 
105

. Également, la vitesse de conduction dépend des canaux Na
+
 et 

des jonctions communicantes qui déterminent respectivement la puissance de 

dépolarisation et la vitesse à laquelle l’influx électrique se transmet entre les 

cardiomyocytes 
105

. L’implication des canaux ioniques et des protéines contractiles 

ainsi que leurs bases moléculaires lors de ces manifestations est approfondie dans 

les paragraphes suivants. 

1.2.2.1.1 Canaux sodiques 

Au niveau cardiaque, NaV1.5 est la principale isoforme de la famille des 

canaux Na
+
 dépendants du voltage. Sa sous-unité α est traduite du gène SCN5A. 

Des études récentes suggèrent que d’autres isoformes, dont NaV1.1, NaV1.2, 

NaV1.3, NaV1.4, NaV1.6, seraient également exprimées de façon significative dans 

le cœur 
102, 106

. Ces observations maintenant acceptées ont été une source de 
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débats, toutefois des études futures seront nécessaires afin de mieux comprendre 

leur rôle et leur modulation dans le cœur 
107

. NaV1.5 demeure néanmoins le 

principal contributeur à la dépolarisation rapide des myocytes. NaV1.5 est 

constitué d’un homotétramère de sous-unités α d’un poids moléculaire 

d’approximativemnt 220 kDa (Figure 1.14). Chaque sous-unité α possède quatre 

domaines répétés de six passages transmembranaires dont les segments S4 sont 

sensibles au voltage 
102

. La sélectivité est assurée par le motif DEKA retrouvé dans 

le pore qui est formé par les segments S5 et S6. Le domaine d’inactivation se 

trouve entre les domaines III et IV. Différentes modifications postranslationnelles 

ainsi que des sites d’interaction avec d’autres protéines ont déjà été répertoriés 

(Figure 1.14). Ces différents médiateurs sont connus pour moduler le courant Na
+
 

soit au niveau de la densité du courant, de ses cinétiques d’activation et 

d’inactivation ainsi que de son expression à la membrane. Le courant Na
+
 possède 

donc deux composantes : le courant maximal macroscopique (INa) et le courant 

tardif nommé « late » (INaL). En plus de leur rôle au niveau de la cellule elle-

même, les canaux Na
+
 sont très importants dans la propagation de l’influx 

électrique au niveau du cœur en entier. Ce qui explique leur présence à proximité 

des jonctions communicantes aux disques intercalaires 
108

.  

Au départ, l’ouverture du canal est engendrée par la dépolarisation de la 

cellule jusqu’au seuil d’activation des canaux sodiques ~-90 mV et le courant 

maximal est obtenu entre -50 et -25 mV selon les espèces, les interactions  

protéiques éventuelles et les solutions utilisées. Lorsque la dépolarisation 

maximale est atteinte, le mécanisme d’inactivation rapide du courant, dénommé le 

mécanisme de la balle et de la chaîne (« N-ball and chain »), est engendré assurant 

le blocage du pore. La fermeture du pore s’opère par le mouvement de l’extrémité 

N-terminale vers la séquence IFM, située sur la boucle entre le domaine III et IV, 

ce qui empêche les ions Na
+
 de traverser le canal. Cette inactivation correspond à 

la période réfractaire absolue du potentiel d’action, soit lorsque la cellule ne peut 

se dépolariser à nouveau. Lors du retour au potentiel de repos, le canal change de 

conformation en passant d’un état inactivé à un état fermé. Ce phénomène nommé 
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déactivation est associé à la période réfractaire relative lors de laquelle les canaux 

Na
+
 peuvent être activés de nouveau.  

Le gain ou la perte de fonction du courant Na
+
 favorise le développement 

d’arythmies sévères. NaV1.5 est associé à de nombreuses mutations et phénotypes. 

Une mutation qui se trouve dans la séquence codante de la boucle d’inactivation 

PKC   

PKC 

Calmoduline   

Syntrophine  

 

PKA 

Dystrophine -  
PTP1H 

SAP97 

CaMKIIδ

c 

Figure 1.14. Structure linéaire de la sous-unité α du canal Na
+

. Le canal Na
+
 est 

composé de quatre domaines de six passages transmembranaires chacun. La région 

N- et C-terminale sont du côté intracellulaire. Les segments senseurs de voltage (S4, 

vert +), le domaine IFM responsable de l’inactivation ainsi que quelques-unes des 

protéines dont l’interaction avec le canal a été répertoriée sont indiqués. CaMKIIδ : 

calmoduline kinase δ, PKA : protéine kinase A, PKC : protéine kinase C, PTP1H : 

protéine phosphatase 1H, SAP97 : protéine associée au synapse 97 Adaptée de 

Abriel 
7
 

Domaine I Domaine II Domaine III Domaine IV 
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est associée au syndrome du QT long 3 (LQT3). Celle-ci résulte en un gain de 

fonction causé par une inactivation incomplète, ce qui entraîne l’apparition d’un 

courant résiduel, INaL 
107

. INaL va retarder la repolarisation par l’entrée de charges 

positives ce qui peut faciliter le déclenchement d’un nouveau potentiel d’action 

dépendant du ICaL causant une post-dépolarisation précoce (EAD). Il est aussi 

possible que le INaL participe au potentiel arythmogène en favorisant la réouverture 

des canaux Na
+
 dès la fin de la période réfractaire absolue; puisque la cellule serait 

plus dépolarisée et le seuil d’activation des canaux Na
+
 sera atteint plus facilement.  

Une perte de fonction liée à une diminution du courant Na
+
 macroscopique 

est commune dans les maladies comme le syndrome de Brugada qui est aussi 

associé à diverses mutations, la maladie du nœud sinusal (sick sinus syndrome), les 

maladies de conduction ou bien les cardiomyopathies dilatées 
107

. La réduction du 

courant Na
+
 peut être causée par une diminution de la probabilité d’ouverture, par 

un allongement de la période d’inactivation du canal (recovery from inactivation) 

ou par des altérations des cinétiques d’activation et d’inactivation. En 

conséquence, une perte de courant Na
+
 va entraîner un ralentissement de la 

conduction pouvant participer à la genèse d’arythmies en favorisant une 

hétérogénéité du gradient de propagation de l’influx électrique cardiaque. De plus, 

la durée du potentiel d’action pourrait être réduite ce qui pourrait aussi participer 

au développement du phénomène de réentrée. Certains phénotypes démontrent des 

altérations au niveau des deux composantes, le courant macroscopique et 

l’inactivation, augmentant l’instabilité de l’activité électrique 
109, 110

. 

La régulation de NaV1.5 a été explorée à l’aide de modèle transgénique. La 

souris surexprimant SCN5A ne présente aucun changement au niveau du courant 

ou de la configuration du potentiel d’action 
111

. Ces données suggèrent que la 

cellule est capable de maintenir un nombre stable de canaux Na
+
 à la membrane de 

façon à empêcher un surplus de courant Na
+
 ou bien que la membrane possède une 

capacité maximale du nombre de canaux Na
+
 
112

. À l’inverse, une double délétion 

(homozygote) de NaV1.5 est létale au niveau embryonnaire engendrant des 

malformations cardiaques importantes démontrant que NaV1.5 a un rôle primordial 
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dans le développement du cœur 
113

. Les souris hétérozygotes quant à elles 

souffrent d’un ralentissement de la fréquence cardiaque, de la conduction 

auriculaire, atrio-ventriculaire et ventriculaire en plus d’avoir une plus grande 

susceptibilité aux arythmies ventriculaires 
113

.  

Plusieurs protéines sont connues pour interagir avec NaV1.5. Les sous-

unités β se lient au canal et participent à la régulation du courant via une 

modulation de la dépendance au voltage et des propriétés biophysiques. Ces 

protéines peuvent également influencer sa translocation à la membrane ainsi que 

son association avec des protéines d’ancrage comme les ankyrines. Les isoformes 

des sous-unités β avec lesquelles NaV1.5 interagit sont encore mal définies puisque 

cette interaction varie en fonction de l’espèce ou du système d’expression utilisé. 

Néanmoins, des études ont suggéré que NaVβ1, NaVβ2 et NaVβ3 encodé par 

SCN1B, SCN2B et SCN3B s’associent avec NaV1.5 
114, 115

. De plus, les 

connexines, ayant également un rôle primordial dans la conduction cardiaque, 

semblent aussi s’apparier avec NaV1.5 
114, 115

. NaV1.5 et Kir2.1 peuvent également 

former un complexe macromoléculaire pouvant être impliqué dans l’excitabilité et 

la conduction cardiaque. Conséquemment, des perturbations au niveau de ce 

complexe peuvent entraîner le développement d’arythmies plus sévères 
116

.  

Ces dernières années, des études ont mis en évidence l’existence de deux 

sous-populations de NaV1.5 présentes à la membrane des cardiomyocytes. L’une 

des deux est localisée aux disques intercalaires et l’autre sur les membranes 

latérales. Cette translocation à la membrane est régulée par l’association avec 

diverses protéines. En effet, les canaux situés sur la membrane latérale sont 

assemblés au complexe multiprotéique de la dystrophine (dystrophine-

syntrophine) grâce à son motif SIV situé dans la portion C-terminale. Les canaux 

présents aux disques intercalaires interagissent avec plusieurs protéines dont 

SAP97 de la famille des protéines MAGUK (« membrane-associated guanylate 

kinase ») 
102, 116-118

. Selon de récentes études, il semble que la population aux 

disques intercalaires contribuerait davantage au INaL que la population de la 

membrane latérale. Aussi, de futures études seront nécessaires afin de mieux 
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comprendre comment ces interactions peuvent être modifiées en conditions 

pathologiques lorsque INaL est augmenté, comme c’est le cas pour le syndrome du 

LQT3 
119

. Par ailleurs, différentes modifications post-traductionnelles comme la 

glycosylation, la phosphorylation, l’oxydation par les espèces réactives de 

l’oxygène (ROS) et l’ubiquitinylation régissent également l’activité de INa/NaV1.5 

120
. Par exemple, la glycosylation ajoute des résidus chargés négativement pouvant 

moduler la dépendance au voltage. Il a par ailleurs été démontré que le degré de 

glycosylation de NaV1.5 diffère entre les oreillettes et les ventricules suggérant une 

régulation différente entre les deux chambres 
121

. De plus, la régulation de NaV1.5 

par NaVβ1 reposerait sur leur interaction au niveau de leurs sites de glycosylation 

par l’intermédiaire de résidus sialiques et causerait un décalage de l’activation et 

de l’inactivation vers des voltages hyperpolarisés 
122

. Ainsi, des souris déficientes 

en SCN1B développent plusieurs altérations cardiaques comme une augmentation 

du courant Na
+
 produite par les isoformes neuronales, des transitoires calciques 

retardés et une augmentation d’étincelles calciques (« Ca
2+

 sparks ») qui 

entraînent des arythmies polymorphiques ventriculaires et des DADs 
123

. Plusieurs 

protéines comme la protéine kinase A (PKA), la protéine kinase C (PKC), la 

protéine kinase II Ca
2+

/calmoduline dépendante (CaMKII) et Fyn (protéine kinase 

de la famille Src) phosphorylent NaV1.5 en conditions physiologiques et 

pathologiques. Bien que la phosphorylation soit la modification la plus étudiée, il 

existe plusieurs divergences quant aux effets qui y sont associés en raison de la 

diversité des protéines kinases phosphorylantes et de leurs cibles cardiaques de 

différentes espèces. Des stimuli physiologiques ou pathologiques entraînent 

l'activation des récepteurs β-adrénergiques puis de PKA qui est responsable de la 

phosphorylation de nombreuses protéines. Les données les plus reproductibles 

associées à l’activation de la PKA sont un déplacement de la probabilité 

d’ouverture du canal vers des voltages plus hyperpolarisés 
120, 124-126

. Quant aux 

PKC, leur activation provoque généralement une diminution du courant Na
+
 en 

raison d’un décalage vers des voltages négatifs de l’inactivation à l’équilibre 

(« steady state inactivation ») résultant en une diminution du courant pouvant être 

activé à un voltage donné 
127

. Bref, si la dépendance au voltage change et se 
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déplace vers des voltages négatifs, l’amplitude de courant est moindre au niveau 

des voltages parcourus lors d’un potentiel d’action. De plus, les PKC 

conventionnelles pourraient être impliquées dans l’internalisation du canal 
128

. Ces 

découvertes intéressantes ont été réalisées dans des modèles de cellules néonatales 

de rat ou de lignée cellulaire HEK. De ce fait, de futures recherches sont 

nécessaires afin de valider l’applicabilité dans des cœurs adultes et des modèles in 

vivo. Dans des modèles animaux, la phosphorylation par CamKII semble plutôt 

augmenter INaL dans les cellules ventriculaires isolées de cœur en IC 
129-131

. 

1.2.2.1.2 Canaux calciques 

La structure de la sous-unité α1 des canaux Ca
2+

 dépendants du voltage 

(CaV) est semblable à celle des NaV puisqu’elle est composée d’un homotétramère 

dont chacun possède quatre domaines ayant six segments transmembranaires ayant 

des propriétés similaires (Figure 1.15) 
132, 133

. Au niveau des ventricules, 

l’isoforme CaV1.2 est majoritaire. À la membrane, elle s’associe avec d’autres 

sous-unités α2, δ, β, γ afin d’assurer son activité. Au niveau cardiaque la sous-

unité γ a été retrouvé sous forme ADNc chez l’homme et le rat, son rôle 

fonctionnel demeure toutefois inconnu 
133

. Le courant correspondant, ICaL, s’active 

entre les voltages -50 et +50 mV et est maximal à 0 mV dans les ventricules 

puisque l’isoforme prédominante est CaV1.2 
134

. Le ICaL peut être généré par 

CaV1.2 et CaV1.3 qui sont traduits de CACNA1C et CACNA2C, respectivement. Ce 

dernier a une cinétique d’activation à des voltages plus hyperpolarisés avec un 

courant maximal vers -10 mV comparable à celui observé dans les cellules du NS 

où CaV1.3 est l’isoforme prépondérante 
135, 136

. L’inactivation du canal est 

dépendante du Ca
2+

. Le ICaL est important non seulement dans la régulation de 

l’activité électrique, mais aussi dans le processus de contraction et la transcription 

de gènes. Une autre famille de canaux calciques composée des isoformes CaV3.1 

et CaV3.2, est également présente au niveau cardiaque. CaV3.1 est l’isoforme 

prédominante impliquée dans le maintien de l’automaticité 
137

. Certaines études 

suggèrent toutefois que ces canaux, CaV3.X, sont réexprimés en présence 

d’hypertrophie dans les ventricules pouvant ainsi contribuer aux arythmies 
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d’automaticité par l’activation du courant Ca
2+

 de type T (ICaT) qui s’effectue à des 

voltages plus hyperpolarisés 
138-140

. 

La localisation de CaV1.2 est principalement au niveau des tubules 

transverses qui sont des invaginations de la membrane sarcolemmale. Cette 

structure est essentielle au CEC afin de favoriser la proximité entre CaV1.2 et le 

récepteur à la ryanodine afin de permettre le processus de libération du Ca
2+

 

induite par le Ca
2+

 (CICR, « Ca
2+

-induced Ca
2+

release ») 
141

; ces concepts seront 

abordés ultérieurement. Il est intéressant de noter que les tubules transverses 

n’apparaissent qu’après quatre semaines de vie chez les rongeurs et que leur 

présence tend à disparaître en culture et en IC 
142-145

. Une autre localisation 

possible de CaV1.2 est au niveau des cavéoles, qui sont une invagination de la 

membrane sarcolemmale qui est enrichie de cholestérol et de sphingolipides. Chez 

Figure 1.15. Structure linéaire des canaux Ca
2+ 

dépendants du voltage. Le 

canal Ca
2+

 est composé de quatre domaines de six passages transmembranaires 

chacun. La région N- et C-terminale se trouve du côté intracellulaire. Le canal 

requiert pour sa fonction/modulation des protéines accessoires telles que α2, β, δ 

et γ. Le senseur de voltage est situé dans le segment 4 (+) et les segments 5-6 

forment le pore. Adaptée de Catterall 
132

 et Shaw et Colecraft
 133
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la souris, ~50 % des canaux CaV1.2 sont localisés dans les cavéoles dont le type 3 

est prédominant au niveau du cœur 
146

. Le rôle de CaV1.2 dans les cavéoles est 

plutôt controversé. La disparition des cavéoles dans des myocytes de rat ne change 

pas la densité de ICaL, mais affecte l’amplitude du transitoire calcique et le 

raccourcissement cellulaire. Cette observation suggère une interaction non-

localisés dans les espaces diadiques (tubules transverses) entre CaV1.2 et les 

récepteurs à la ryanodine pouvant moduler le CEC 
147

. Un autre groupe a suggéré 

que le complexe CaV1.2-cavéole entraîne une transcription nucléaire de NFAT 

(« nuclear factor of activated T-cells ») dans les myocytes félins, mais d’autres 

études sont nécessaires afin de mieux comprendre cette régulation 
148

. 

Certaines maladies sont associées à des altérations de ICaL. Le LQT8, aussi 

connu sous le nom du syndrome de Timothy, réfère à un gain de fonction de ICaL 

en raison d’un défaut dans l’inactivation du canal ce qui peut prolonger la durée du 

potentiel d’action et altérer le CEC augmentant ainsi la susceptibilité aux 

arythmies. À l’inverse, une perte de fonction est associée au syndrome de 

Brugada, au syndrome du QT court et à la mort subite cardiaque 
149

. En IC, la mort 

subite est intrinsèquement liée à une dysfonction de ICaL dans les tubules 

transverses qui altére sévèrement le CEC 
133

. Outre les maladies génétiques, 

CaV1.2 peut être modulé par différents médiateurs notamment les PKA, PKC, 

ROS et CaMKII ce qui en plus d’affecter la balance électrique du cœur va aussi 

changer la composante contractile en raison de son rôle important dans le CEC 
150, 

151
. 

1.2.2.1.3 Canaux potassiques 

La famille des canaux K
+
 est celle possédant le plus de diversité. À la 

différence des canaux Na
+
 et Ca

2+
, les canaux K

+
 dépendants au voltage (KV) 

peuvent être sous forme d’homotétramères ou d’hétérotétramères 
152

. Chacune de 

leur sous-unité α ne possède qu’un motif de six domaines transmembranaires, ce 

qui explique leur taille beaucoup plus faible 
152

. Leur filtre de sélectivité est 

conféré par le motif PXP au niveau du pore 
152

. Les KV s’inactivent de deux 
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façons : par un mécanisme rapide comme chez les canaux NaV qui mène à un 

blocage du pore par l’extrémité N-terminale puis par un mécanisme d’inactivation 

plus lent impliquant la fermeture du pore par un repliement du filtre de sélectivité 

152
. L’état fermé prend forme lorsque les hélices S6 se replient vers l’intérieur du 

pore empêchant le passage des ions. Au niveau du potentiel d’action cardiaque, les 

canaux K
+
 rectifiants entrants (Kir) sont aussi impliqués. À l’inverse des autres 

canaux, ils laissent entrer le K
+
 aux voltages plus hyperpolarisés que celui du 

potentiel d’inversion. Leur rectification est dépendante des ions magnésium et des 

polyamines qui bloquent le pore en réponse à la dépolarisation 
134

.  

Au niveau des ventricules, le courant K
+
 transitoire indépendant du Ca

2+
 de 

la couche épicardique (Itofast) correspond principalement au canal KV4.3 (KCND3) 

chez l’homme alors que chez le rongeur, les isoformes KV4.2 (KCND2) et KV4.3 

(KCND3) sont présentes 
153-155

. Dans la couche endocardique, Itoslow est 

majoritairement retrouvé et le canal sous-jacent est KV1.4 chez l’homme comme 

chez la souris. Ensuite, chez l’homme, IKs médié par le canal KV7.1, aussi connu 

sous l’acronyme KvLQT1 (KCNQ1) et IKr correspondant à KV11.1, aussi nommé 

KvLQT2 (hERG2 ou KCNH2), sont présents tandis que chez la souris IKur et Iss 

sont présents et correspondent respectivement à KV1.5 (KCNA5) et KV2.1 

(KCNB1). Au niveau des ventricules se trouve aussi IK1, un canal entrant rectifiant, 

dont la structure est différente avec uniquement quatre sous-unités α de deux 

domaines transmembranaires. Les sous-unités α qui retrouvées dans les cellules 

cardiaques sont Kir2.1, 2.2 et 2.3 
156-159

. Chez l’homme comme chez la souris, 

Kir2.1 est l’isoforme prédominante contribuant à IK1 
158, 160

.  

L’implication des canaux K
+
 dans le développement de pathologies est 

grande en raison de leur grande diversité. Au niveau cardiaque, les canaux K
+
 sont 

particulièrement connus pour leur lien avec le syndrome LQT 
161

. Le LQT1 est 

associé à des mutations au niveau du gène KCNQ1 correspondant à IKs. Chez les 

personnes atteintes de LQT1, l’allongement de la repolarisation est surtout délétère 

lors de l’exercice physique en raison de l’activation du système β-adrénergique qui 

favorise les post-dépolarisations précoces (EAD) 
161

. Le LQT2 découle de 
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mutations au niveau du gène KCNH2 correspondant au canal hERG et au IKr. La 

mort subite chez les personnes développant un retard de repolarisation est 

généralement reliée à des arythmies induites par un stress sonore ou émotionnel 

causant une libération de catécholamines et l’activation du système β-adrénergique 

161
. Les prévalences les plus élevées sont retrouvées dans le LQT1 et le LQT2. Il 

existe aussi le LQT5 et le LQT6 qui sont causés par le mauvais fonctionnement de 

protéines auxiliaires de KV7.1 : minK et KV11.1 : MiRP1 provenant des gènes 

KCNE1 et KCNE2, respectivement 
161

. Le LQT7 provient de défauts génétiques au 

niveau de KCNJ2 correspondant à Kir2.1 et IK1 
161

. Les changements associés à 

cette mutation sont regroupés sous le nom de syndrome de Andersen-Tawil 
162-164

. 

Les individus qui en souffrent développent un phénotype complexe notamment, 

des arythmies ventriculaires sévères 
162-164

. 

1.2.2.2 Couplage excitation-contraction 

L’activité électrique du cœur est essentielle au fonctionnement cardiaque, 

mais une deuxième composante, le CEC est tout aussi indispensable. La 

contraction et la relaxation du muscle cardiaque sont requises pour permettre 

d’une part, le remplissage des cavités puis l’expulsion du sang vers les coronaires 

et les organes. Le mécanisme sous-jacent à cette contraction requiert la 

participation de plusieurs composantes et est finement régulé par les variations de 

concentrations intracellulaires de Ca
2+

. Un trouble dans l’action contractile du 

cœur est associé à une incidence plus élevée d’arythmies et de pathologies 

cardiaques 
150

.  

ICaL est l’initiateur du CEC (Figure 1.16) 
165

. Son activation est 

conséquente à la dépolarisation de la cellule ce qui entraîne une entrée de Ca
2+

 

dans la cellule. Au niveau du cœur, le ICaL est couplé aux récepteurs à la ryanodine 

de type 2, mais ils ne sont pas en contact 
141

. En effet, l’entrée de Ca
2+

 va induire la 

libération de Ca
2+

 du réticulum sarcoplasmique (RS) par le récepteur à la 

ryanodine (« Ca
2+

-induce Ca
2+

 release, CICR) 
141

. Chaque complexe fonctionne 

indépendamment de son voisin, ce qui nécessite l’action concertée de chacun de  
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Figure 1.16. Couplage excitation-contraction. Schéma d’un myocyte ventriculaire 

démontrant le principe du « Ca
2+

-induced Ca
2+

 release » ainsi que les mécanismes 

d’extrusion du Ca
2+

. L’invagination de la membrane, formant les tubules transverses, 

participe au rapprochement essentiel des canaux Ca
2+

 de type L et des RyR2. Le 

courant Ca
2+

 de type L est d’abord activé suite à la dépolarisation cellulaire. Cette 

entrée de Ca
2+

 va ensuite entraîner la libération de Ca
2+

 du réticulum sarcoplasmique 

(RS) par le récepteur à la ryanodine de type 2 (#2) désigné comme le phénomène de : 

« Ca
2+

 induce Ca
2+

 release ». Ce couplage permet l’élévation rapide de la 

concentration de Ca
2+

 intracellulaire ce qui conduit à la contraction des myofilaments 

(#3). La réserve de Ca
2+

 du réticulum sarcoplasmique est reconstitué par la pompe 

Ca
2+

-ATPase (SERCA2) (#4). L’échangeur Na
+
/Ca

2+
 (NCX) participe également à la 

sortie du Ca
2+

 intracellulaire par l’échange d’ions Ca
2+

 et Na
+
 (#4). Adaptée de 

Knollmann and Roden
165
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ceux-ci afin d’engendrer une contraction. Cette action concertée est possible grâce 

au synchronisme de l’activité électrique et la génération du potentiel d’action 

cellulaire. La libération simultanée de Ca
2+

 dans le cytoplasme qui se liera aux 

myofilaments et permettra la contraction de ceux-ci. L’augmentation de Ca
2+

 dans 

l’espace entre ICaL et le récepteur à la ryanodine est importante pour la libération 

optimale de Ca
2+

 du réticulum sarcoplasmique, mais aussi pour une inhibition 

rapide de ICaL par la liaison de la calmoduline au domaine C-terminale 
141

. L’influx 

de Ca
2+

 est ainsi régulé par ce mécanisme de rétroaction négative par lequel la 

relâche de Ca
2+

 du réticulum sarcoplasmique inactive ICaL diminuant ainsi 

l’activité des récepteurs à la ryanodine. En conditions physiologiques, la même 

quantité de Ca
2+

 que celle libérée sera recaptée afin de conserver un équilibre 

dynamique. Les mécanismes facilitant cette sortie sont le repompage de Ca
2+

 au 

niveau du réticulum sarcoplasmique par la pompe Ca
2+

-ATPase du réticulum 

sarcoplasmique (SERCA2) ainsi que l’expulsion d’ions Ca
2+

 via l’échangeur 

sodium-calcium (NCX) et incidemment (~1 %) par les autres pompes. Chez 

l’homme, l’activité de SERCA2 permet la recapture de 70 % du Ca
2+

 

intracellulaire tandis que NCX prend en charge 28 % de l’expulsion de ce même 

calcium. Tandis que chez la souris et le rat, la contribution de SERCA2 est de 

l’ordre de 92 % et celle de NCX 7 % (NCX) 
141, 150

. 

L’activation synchrone d’un groupe de 6 à 20 récepteurs à la ryanodine 

entraîne un relargage de Ca
2+

 dont chaque événement est nommé étincelle calcique 

166-168
. En conditions physiologiques, cet événement survient rarement en phase 

diastolique, mais participe de façon substantielle au mécanisme de CICR lors du 

CEC. L’afflux de Ca
2+

 dans le cytoplasme de la cellule consiste en l'accumulation 

simultanée de plusieurs étincelles calciques constituant un transitoire calcique. La 

régulation de l’activité du récepteur à la ryanodine est assurée par trois 

mécanismes. L’attrition stochastique basée sur l’inactivation rapide de ICaL résulte 

en une baisse significative de Ca
2+

 empêchant l’activation subséquente des 

récepteurs à la ryanodine. Également, la déplétion du Ca
2+

 du réticulum 

sarcoplasmique contribuerait aussi à diminuer la sensibilité à cette régulation, tout 
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comme l’existence d’une période réfractaire du récepteur à la ryanodine durant 

laquelle son ouverture est impossible 
141

.  

L’activité contractile cardiaque peut être modulée de deux façons en 

modifiant l’amplitude et/ou la durée des transitoires calciques ou bien par la 

sensibilité des myofilaments via leur affinité pour le Ca
2+

 
150

.  

Dans un contexte d’une activité adrénergique de β1 exacerbée, 

l’augmentation d’AMPc puis de la PKA va entraîner la phosphorylation de 

plusieurs médiateurs comme le phospholamban (PLB), le ICaL et le récepteur à la 

ryanodine. Le PLB est une sous-unité régulatrice de SERCA2 et a un rôle 

primordial dans la régulation de l’efflux de Ca
2+141

. Lorsqu’il est phosphorylé, il 

perd son affinité pour SERCA2. L’activité de cette dernière n’est alors plus 

contrainte et assure un repompage plus efficace du Ca
2+

 cytoplasmique 
150

. Dans le 

cas de ICaL, sa phosphorylation augmente sa densité alors que pour le récepteur à la 

ryanodine sa sensibilité au Ca
2+

 augmente, favorisant une sortie de Ca
2+

 plus 

rapide et plus importante du réticulum sarcoplasmique 
150

.  

La CaMKII est importante dans la régulation des protéines de 

l’homéostasie calcique. Elle phosphoryle les mêmes cibles que PKA, mais son 

effet est plus marqué sur le récepteur à la ryanodine 
169

. La quantité de Ca
2+

 dans le 

réticulum sarcoplasmique dicte la sensibilité du récepteur à la ryanodine à s’ouvrir, 

i.e., une plus grande réserve engendre une plus grande susceptibilité d’ouverture 

du récepteur à la ryanodine ce qui peut occasionner un plus grand transitoire 

calcique se traduisant par un relargage plus efficace et par un « fractional release » 

plus élevé ou encore une fuite du réticulum sarcoplasmique facilitée (SR leak) par 

l’augmentation des étincelles calciques. Celles-ci peuvent se propager en vagues 

calciques par une élévation du Ca
2+

 intracellulaire dans toute la cellule, un 

phénomène délétère s’il survient lors de la diastole ou de façon asynchrone au 

CEC 
166, 170-172

. Alors qu’à l’inverse, une diminution de plus de la moitié du 

contenu du réticulum sarcoplasmique favorise la fermeture du récepteur à la 

ryanodine, ce qui empêche son activation par ICaL. Cette mesure permet de ne pas 

dépléter le réticulum sarcoplasmique de son contenu 
170

. En IC, il a été proposé 
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que la fuite de Ca
2+

 du réticulum sarcoplasmique serait induite par une 

phosphorylation soutenue de PLB favorisant l'activité de SERCA2 et la recapture 

de Ca
2+

 dans le réticulum sarcoplasmique 
173

. Cette fuite de Ca
2+

 lors de la diastole 

diminuerait la réserve lors de la systole suivante, réduisant l’efficacité de la 

contraction. D’autre part, il a aussi été démontré qu’en condition pathologique, 

comme l’IC, la fonction de SERCA2 est généralement diminuée, ce qui entraîne 

un remplissage moindre du réticulum sarcoplasmique. Quant à NCX, son activité 

peut être augmentée ou diminuée en IC ce qui peut provoquer une élévation du 

Na
+
 ou du Ca

2+
 intracellulaire selon le cas. Certaines évidences semblent suggérer 

que NCX aurait un rôle plus important au niveau des microdomaines 
150

. Puisque 

NCX possède la particularité de pouvoir fonctionner en mode sortant et en mode 

entrant en fonction du gradient électrochimique, une accumulation de Na
+
 

intracellulaire dans ces microdomaines favoriserait le mode sortant afin d’expulser 

le Na
+
 en échange d’une entrée de Ca

2+
 alors qu’une augmentation de Ca

2+
 

intracellulaire, comme lors du CICR, active le mode entrant stimulant la sortie de 

Ca
2+

 et l’entrée de Na
+
 

141
. En IC, plusieurs modifications surviennent dont une 

prolongation de la durée du potentiel d’action, une diminution de la relâche de 

Ca
2+

 du réticulum sarcoplasmique et une augmentation du Na
+
 intracellulaire ce 

qui favorisent l’activation du mode sortant de NCX et l’entrée de Ca
2+

 au lieu de 

stimuler l’extrusion de Ca
2+

 comme en conditions saines 
174

. Une augmentation 

locale de Ca
2+

 à proximité des récepteurs à la ryanodine pourrait accroître leur 

sensibilité, entraîner leur activation et libérer des étincelles calciques. En quantité 

suffisante, elles pourraient générer un transitoire calcique 
150

. 

Il existe une relation étroite entre le potentiel d’action et le CEC. En effet, 

la dépolarisation de la cellule entraîne l’activation de ICaL et la durée du potentiel 

d’action conditionne la période d’extrusion de Ca
2+

. Par rapport à l’humain, les 

modèles murins ont une durée du potentiel d’action beaucoup plus courte du fait 

que les conductances K
+
 diffèrent entre les espèces et dictent la durée du CEC 

175
. 

De plus, la phase plateau est absente et la concentration intracellulaire de Na
+
 est 
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plus élevée ce qui diminue l’apport du mode entrant de NCX et donc explique son 

rôle limité dans l’extrusion du Ca
2+

 
150

. 

1.2.3 Différences entre les sexes dans l’activité électrique et 

contractile cardiaque 

Les hommes et les femmes présentent des propriétés électrophysiologiques 

et contractiles cardiaques différentes. En effet, les femmes ont une fréquence 

cardiaque plus rapide au repos et un intervalle QTc prolongé qui se traduit par un 

retard de repolarisation comparativement à l’homme 
103

. De plus, des études 

d’échocardiographie ont démontré que les femmes ont une masse ventriculaire 

gauche ainsi qu’une dimension interne du ventricule à la fin de la diastole 

(LVIDd) plus petite que les hommes 
176

. Ces différences ont été attribuées à la 

régulation des hormones stéroïdiennes 
176-178

. Le rôle de ces hormones dans la 

régulation de l’activité électrique et contractile cardiaque et les répercussions de 

cette régulation dans la genèse d’arythmies est résumé ci-dessous. Par la suite, la 

régulation hormonale étudiée dans les modèles animaux sera abordée. 

1.2.3.1 Rôle des hormones sexuelles dans la régulation de l’activité 

électrique chez l’humain 

L’influence des hormones sexuelles peut expliquer plusieurs des 

différences au niveau de l’activité électrique entre les hommes et les femmes. En 

effet, les différences mentionnées précédemment soit l’allongement de l’intervalle 

QTc et la fréquence cardiaque plus élevée chez la femme n’apparaissent pas avant 

la puberté, ce qui supporte le rôle des hormones sexuelles dans la modulation des 

canaux ioniques 
177

. À propos de la régulation de la repolarisation, plusieurs études 

montrent qu’elle serait plutôt corrélée au taux d’hormones masculines qui 

raccourcissent l’intervalle QT. Plusieurs études ont contribué à former cette 

conclusion. D’une part, chez les hommes castrés en comparaison aux hommes non 

castrés, un allongement de l’intervalle JTc, un indice du temps de repolarisation 

indépendant du temps de dépolarisation ventriculaire, a été observé et a pu être 



   

 57   

 

renversé par un traitement de testostérone 
179

. De plus, la durée de l’intervalle JT 

est réduite chez les femmes ayant un niveau de testostérone plus élevé comme 

chez celles souffrant d’un syndrome de virilisation ou de la maladie des ovaires 

polykystiques en comparaison aux femmes saines 
179

. Par ailleurs, ni les variations 

hormonales du cycle menstruel ni les thérapies hormonales de substitution ne 

suscitent un changement significatif de la durée de l’intervalle QTc chez la femme 

180, 181
. D’autre part, lors du cycle menstruel, l’intervalle QTc des femmes ne 

semble pas varier 
180, 182

. Ces résultats confirment que la testostérone joue un rôle 

dans la régulation de la repolarisation ventriculaire. La fréquence cardiaque qui est 

plus élevée chez la femme suggère un rôle pour les hormones sexuelles dans cette 

régulation puisque le temps de recouvrement du nœud sinusal est plus long chez 

les hommes que chez les femmes. De plus, cette différence est conservée à la suite 

de l’inhibition du système nerveux autonome inférant que ces différences sont 

intrinsèques au nœud sinusal 
183

. Cependant, l’interruption des influx 

sympathiques et parasympathiques cause un allongement de l’intervalle QTc lors 

de la phase lutéale (post-ovulation) ce qui suggère un rôle important pour le 

système autonome dans la régulation de l’intervalle QTc durant le cycle menstruel 

180
. Par ailleurs, lors de la grossesse alors que les niveaux d’œstrogène et de 

progestérone sont significativement élevés, les femmes enceintes présentent une 

augmentation de la fréquence cardiaque 
184-186

. En outre, par échocardiographie, il 

a été démontré que la contractilité diffère entre les sexes. En effet, la fraction 

d’éjection au repos est généralement plus grande chez la femme, mais celle de 

l’homme augmente davantage lors de l’exercice 
187-189

. Au niveau cellulaire, peu 

d’information est accessible quant aux différences de l’homéostasie calcique entre 

les hommes et les femmes. 

1.2.3.2 Prévalence des arythmies entre les sexes 

En raison des changements électriques entre les hommes et les femmes, la 

prévalence des arythmies cardiaques diffère. Chez les individus souffrant du 

syndrome de LQT, l’arrivée de la puberté diminue le risque d’arythmies chez les 

hommes, mais pas chez les femmes 
190

. Par exemple, l’intervalle QTc plus long 
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chez la femme adulte explique leur plus grande sensibilité à développer des 

torsades de pointe que ce soit induit par un médicament ou une prédisposition 

génétique 
103, 191, 192

. En effet, les femmes souffrant de LQT1 ou de LQT2 ont un 

risque plus important d’événements cardiaques que les hommes 
192, 193

. En 

revanche, les androgènes, en plus de réduire la durée du potentiel d’action, 

amplifient la dispersion du gradient transmural ventriculaire ce qui peut mener à 

divers troubles arythmiques chez l’homme tels que le syndrome de Brugada, le 

syndrome du QT court ou la fibrillation ventriculaire idiopathique 
177

. D’autre part, 

les arythmies supraventriculaires les plus importantes chez les femmes sont la 

maladie du nœud sinusal (sick sinus syndrome, SSS) et les arythmies de réentrée 

du nœud auriculoventriculaire alors que les hommes souffrent davantage de bloc 

du nœud auriculoventriculaire et d’arythmies associées aux voies accessoires 
192

. 

Enfin, la prévalence de la fibrillation auriculaire est plus élevée chez les hommes 

en comparaison aux femmes dans un ratio de 2 :1 
194, 195

.  

1.2.3.3 Régulation par les hormones sexuelles de l’activité électrique 

cardiaque dans les modèles animaux 

Diverses études sur les mécanismes sous-jacents aux différences mâles-

femelles dans l’activité électrique cardiaque ont été conduites dans plusieurs 

espèces animales. Au sein du laboratoire, des études antérieures ont démontré que 

chez les souris, les androgènes sont responsables d’une augmentation de 

l’expression ventriculaire de KV1.5 résultant en un raccourcissement de la durée 

du potentiel d’action ventriculaire et de l’intervalle QTc 
153, 196

. De plus, 

l’association entre les androgènes et le raccourcissement de la repolarisation tel 

qu’observé chez l’homme a aussi été confirmée chez le chien 
197

. Chez le cobaye, 

des expériences antérieures réalisées au laboratoire n’ont démontré aucune 

différence au niveau de la repolarisation ni au niveau de la densité des courants K
+
 

(IKr, IKs et IK1) ni du ICaL 
198

 alors qu’un autre groupe a rapporté une prolongation 

de la durée du potentiel d’action, une augmentation de IKr et IK1 ainsi qu’une 

diminution de ICaL 
199

. Ces différences sont probablement causées par l’utilisation 

de méthodologies différentes quant à l’isolation des cardiomyocytes et 
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l’enregistrement des courants. Chez le rat, il a été démontré que la durée du 

potentiel d’action ainsi que les densités des courants K
+
 et ICaL sont similaires entre 

les deux sexes malgré la présence d’un cycle œstral 
200, 201

. Les souris femelles 

possèdent aussi un cycle œstral permettant l’étude des variations hormonales 

féminines 
202

. Il a déjà été établi que les récepteurs aux hormones stéroïdiennes 

sexuelles sont présents chez la souris ce qui fait de celle-ci un modèle approprié 

pour étudier les effets des hormones sur le remodelage électrique et contractile 

cardiaque 
203

. Quant au rôle de l’œstrogène, notre laboratoire ainsi que d’autres 

équipes de recherche ont également son rôle dans la régulation des canaux 

ioniques cardiaques. Par exemple, un traitement aigu d’une forte concentration 

d’œstrogène (10-30mM) est associée à une diminution non-spécifique des courants 

K
+
 chez la souris et le cobaye 

204
 (Observations au sein du laboratoire) alors que le 

traitement aigu au tamoxifène (un modulateur des récepteurs aux œstrogènes 

agissant comme antagoniste dans le cœur) diminue également les courants K
+
 ce 

qui a été expliqué par le mécanisme d’action aigu du tamoxifène étant indépendant 

d’une liaison aux récepteurs œstrogéniques. En conditions chroniques, le 

tamoxifène augmente non-spécifiquement les canaux K
+
 chez la souris alors que la 

déficience en hormones féminines suite à une ovariectomie augmente uniquement 

Ito ce qui se traduit par une augmentation de la durée du potentiel d’action et de 

l’intervalle QTc 
205, 206

. Ces études démontrent une régulation des canaux K
+
 en 

cas de variations importantes des concentrations d’œstrogène ou de leur liaison 

aux récepteurs œstrogéniques comme lors de la ménopause ou de la grossesse. En 

effet, lors de la gestation chez la souris, il a été montré que la densité de Ito et de 

l’expression en ARNm et protéique de l’isoforme sous-jacente KV4.3 sont 

diminuées 
29

. Nous avons également démontré que la régulation de la densité du Ito 

par l’œstrogène à une concentration comparable à celle retrouvée durant la 

gestation est médiée par ERα 
206

. Par ailleurs, il a aussi été rapporté chez la souris 

que les variations d’œstrogène plus faible lors du cycle œstral (en œstrus) 

entraînent aussi une prolongation de la durée du potentiel d’action et une 

diminution de courants K
+
 correspondant à KV4.3 et KV1.5 

202, 207
. À la différence 

de notre étude El Gebeiley et al., l’étude de Saito et al. n’a pas montré une 
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modulation de l’expression protéique des canaux ni de l’expression en ARNm de 

KV4.3 en réponse à l’œstrogène, ce qui diminue la solidité de leur étude. D’autre 

part, dans un modèle de souris gestante reproduisant la hausse de la fréquence 

cardiaque observée chez la femme, nous avons démontré que cette accélération 

provenait de changements intrinsèques au cœur 
208

. En effet, une augmentation du 

courant pacemaker (If ) participe à la formation d’une pente de dépolarisation 

diastolique plus rapide, ce qui contribue à l’augmentation de la fréquence 

cardiaque chez la souris gestante 
208

. Ces changements sont potentiellement 

associés aux changements hormonaux survenant en cours de grossesse et des 

études au laboratoire sont en cours afin de répondre à cette question. 

1.2.3.4 Régulation par les hormones sexuelles de l’activité contractile dans 

les modèles animaux 

Les différences entre les mâles et les femelles au niveau de l’homéostasie 

calcique ont été étudiées chez différentes espèces. Il a été rapporté que le 

raccourcissement cellulaire et les transitoires calciques des cardiomyocytes de rat 

femelles sont réduits comparativement aux mâles. Cela est dû à une diminution de 

l’amplitude des étincelles calciques et d’un couplage moins efficace entre ICaL et le 

récepteur à la ryanodine dans le CICR (« gain ») sans que le ICaL ni le contenu du 

réticulum sarcoplasmique ne soient affectés 
201, 209, 210

. D’autres études ont mis en 

évidence des différences entre mâles et femelles au niveau du couplage excitation-

contraction à l’âge de 10 mois qui n’existaient pas à l’âge de trois mois 
200

. Cette 

disparité pourrait être expliquée par l’utilisation de sondes calciques fluorescentes 

différentes Fura-2/Fluo-4 en comparaison à l’Indo-1 qui ont des constantes de 

dissociation et des sensibilités différentes 
211

. Au niveau protéique, l’expression de 

CaV1.2, NCX et RyR2 est plus grande chez les femelles alors qu’aucune différence 

n’a été rapportée pour SERCA2, la calséquestrine (CSQ, protéine liant le Ca
2+

 

dans le réticulum sarcoplasmique) et PLB 
212, 213

. De plus, les rates ont un Ca
2+

 

diastolique plus bas que les mâles ainsi qu’une amplitude et une durée des 

étincelles calciques diminuées 
201

. La densité de ICaL est similaire chez les cobayes, 

les souris et les rats des deux sexes 
153, 198, 201, 213

. Le contenu du réticulum 
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sarcoplasmique est également similaire entre les sexes chez le rat et la souris 
201, 

213, 214
. Chez les souris femelles, la concentration de Ca

2+
 diastolique est similaire 

aux mâles alors que chez la rate, elle est diminuée 
201, 214

. Cette différence pourrait 

être expliquée par l’utilisation de souris mâles de la lignée C57Bl/6 qui ont des 

taux de testostérone plus bas que les mâles d’autres lignées 
215

. Jusqu’à ce jour, 

l’effet de la testostérone sur la concentration de Ca
2+

 diastolique n’a pas été 

examiné 
178

. Chez la souris, les étincelles calciques ont les mêmes variations quelle 

que soit l’espèce étudiée. D’autres études ont aussi évalué la sensibilité au Ca
2+

 

des myofilaments des myocytes de chats et de rats. Leur force maximale de 

contraction est similaire, mais il a été constaté chez le rat que l’activité ATPase 

myofibrillaire est plus grande chez les femelles, leur accordant une plus grande 

sensibilité au Ca
2+

 
216, 217

. De plus, cette sensibilité des myofilaments est modifiée 

lors du cycle œstral; elle augmente lors de la phase œstrus 
202

. Le rôle des 

hormones féminines dans cette régulation a été étudié dans des modèles 

d’ovariectomies. Les données obtenues varient en fonction du temps de déplétion 

des hormones féminines 
176

. De plus, les variations des taux d’hormones durant le 

cycle œstral semblent aussi affecter certains paramètres du CEC. Par exemple, le 

raccourcissement cellulaire et les transitoires calciques sont augmentés lors de la 

phase œstrus, ce qui suggère un rôle pour l’œstrogène dans cette régulation 
202

. 

Des études ont été réalisées pour mieux comprendre le rôle de la testostérone sur 

l’homéostasie calcique, mais plusieurs limites empêchent une interprétation claire 

leurs effets. Néanmoins, des résultats se distinguent et sont reproductibles dans 

plusieurs études. La testostérone serait ainsi responsable d’un plus grand 

raccourcissement cellulaire ainsi que d’une relaxation plus rapide des cellules 
176, 

218, 219
. En somme, des différences entre les sexes existent au niveau de 

l’homéostasie calcique, mais de nouvelles études sont nécessaires afin de 

compléter les connaissances et permettre une meilleure compréhension des 

mécanismes qui les régulent. 
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1.3 Contextualisation et hypothèses de l’étude 

Les maladies cardiovasculaires étant l’une des principales causes de 

mortalité dans le monde, elles font l’objet de nombreux projets de recherche afin 

de mieux définir les mécanismes et processus impliqués dans le développement de 

ces pathologies 
1
. Cependant, un manque plus important existe quant à la 

compréhension des mécanismes sous-jacents à ces pathologies chez la femme 

puisqu’elle et les animaux femelles ont longtemps été exclus des études 
79, 220

. En 

plus, il est connu que les hommes et les femmes sont touchés différemment quant 

au développement des maladies cardiovasculaires et que la fonction cardiaque peut 

être régulée par les hormones sexuelles. Notamment en IC, les femmes 

développent plutôt un phénotype d’ICpEF alors que les hommes souffrent 

d’ICrEF, mais les raisons expliquant ces différences sont encore incomprises 
4, 17, 

31, 32
. Un autre médiateur important dans le développement de maladies 

cardiovasculaires est l’ANGII dont une élévation chronique de sa concentration 

entraîne des répercussions sévères 
11

. Néanmoins, sa régulation en conditions 

pathologiques demeure mécomprise. De plus, le rôle de l’ANGII dans les 

différences entre les hommes et les femmes lors du développement de l’IC a été 

peu étudié jusqu’à maintenant. C'est pourquoi il appert important d’une part, 

d’approfondir les mécanismes associés aux effets délétères de l’ANGII et d’autre 

part, de distinguer les effets de l’ANGII entre les sexes. 

Jusqu’à ce jour, l’IC demeure incurable et le taux de mortalité chez les 

patients qui en sont atteints est de 50 % dans les cinq ans suivant leur diagnostic ce 

qui laisse présager une évolution rapide et sévère de la maladie 
3, 5

. Les deux 

principales causes de mortalité sont la sidération myocardiaque et les arythmies 

ventriculaires 
221, 222

. Parmi les arythmies associées à la mort subite, l’asystolie est 

celle la plus retrouvée chez la femme alors que la fibrillation ventriculaire est 

préférablement détectée chez l’homme 
89, 97

. De par le rôle central de l’ANGII 

dans le développement de l’IC nous avons élaboré l’hypothèse que l’ANGII est 

responsable de remodelage ionique et mécanique délétères affectant différemment 

les hommes et les femmes en présence ou en absence d’hypertrophie. Il s’avère 
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pertinent d’évaluer son rôle dans le développement des arythmies observées lors 

de l’IC chez les deux sexes.  

Pour ce faire, nous avons choisi le modèle de souris AT1R puisque la 

majorité des effets délétères de l’ANGII est médiée par le récepteur AT1 et que la 

souris développe progressivement un phénotype d’IC comme chez l’homme 
83

. Le 

stimulus de l’IC est une surexpression du récepteur AT1 spécifique au niveau des 

cardiomyocytes, par la chaîne lourde de myosine α, ce qui permet d’étudier l’effet 

cardiaque de l’ANGII sans l’influence de l’hypertension. De plus, ni la 

surexpression du récepteur AT1, ni le sexe n’affectent les niveaux plasmatiques 

d’ANGII ou la pression artérielle 
83,

(données supplémentaires Annexe II p.vi). Le 

modèle de souris AT1R permet également de départir l’effet direct de la 

surexpression du récepteur AT1 de celui de l’hypertrophie en utilisant les souris à 

deux âges différents soit lorsque l’hypertrophie est absente à 50 jours (50d) et 

lorsqu’elle est développée à 6 mois (6m) 
84, 85

. Bien sûr, les variations dues à l’âge 

sont évaluées par la comparaison des souris CTL de la même lignée. Ainsi, le 

premier objectif a été d’établir que l’ANGII est directement associée à des troubles 

de conduction chez les souris AT1R mâles indépendants de l’hypertrophie et de 

déterminer les mécanismes sous-jacents à la diminution du courant Na
+
 (INa) 

ventriculaire. Deuxièmement, l’objectif était de définir les différences de 

remodelages électriques, contractiles et morphologiques cardiaques entre les souris 

AT1R mâles et femelles. 

Dans le cadre du premier projet présenté dans cette thèse, uniquement les 

souris AT1R mâles ont été utilisées afin de valider dans un premier temps la 

relation entre l’ANGII, le courant Na
+
 et l’hypertrophie. En raison de l’importance 

des courants Na
+
 dans la fonction cardiaque et de son implication dans la 

promotion d’arythmies, il est apparu intéressant d’entreprendre des études sur sa 

régulation par l’ANGII et sur son impact dans l’activité électrique ventriculaire. 

Ainsi, cette étude repose sur l’exploration des mécanismes sous-jacents aux effets 

pathologiques de l’ANGII dans la régulation du courant Na
+
 ventriculaire avant 

comme après le développement d’hypertrophie. 
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Le deuxième projet entoure la régulation de la fonction cardiaque par 

divers facteurs neurohumoraux telle l’ANGII, mais aussi les hormones sexuelles 

en évaluant les différences entre les souris mâles et femelles. Dans le modèle de 

souris AT1R, il a été intéressant de constater que les souris femelles meurent plus 

précocement, mais aussi de façon beaucoup plus importante ce qui nous a incités à 

explorer les différences au niveau des fonctions électriques et contractiles entre les 

souris AT1R mâles et femelles. Pour cette raison, cette étude porte sur l’étude du 

remodelage des canaux Na
+
, Ca

2+
, et K

+
, du couplage excitation-contraction, de 

paramètres structurels ainsi que de la fonction cardiaque chez les femelles en 

comparaison aux mâles afin de déterminer si un phénotype plus sévère se 

développe chez celles-ci et pourrait expliquer leur taux de mortalité plus 

important. 

En résumé, le modèle de souris AT1R permet de mieux comprendre les 

effets pathologiques de l’ANGII ainsi que les résultats bénéfiques des thérapies 

avec les IECA ou les ARA et comment ils peuvent différer entre les sexes. 
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2. Méthodologie 

Les techniques présentées ci-dessous ont été réalisées lors des projets de 

mon doctorat. 

2.1 Électrocardiogramme 

2.1.1 Électrocardiogramme de surface 

Les travaux de Willem Einthoven ont permis de mettre en évidence pour la 

première fois en 1895, les cinq déflexions de l’ECG P, Q, R, S et T (présentées à 

la section 1.2.1) ce qui lui a valu le prix Nobel de médecine en 1924. L’ECG de 

surface est utilisé afin de faire une première évaluation in vivo permettant de 

recueillir plusieurs données sur la fonction électrique cardiaque. La technique a été 

adaptée pour les rongeurs afin de fournir des informations sur la régulation 

électrique cardiaque chez l’animal entier. Premièrement, les souris ont été 

préalablement anesthésiées à l’isoflurane (2 %) 
153

. La température corporelle de 

l’animal a été maintenue grâce à un système de lampe et de tapis chauffant. Les 

électrodes de platine ont été positionnées de façon sous-cutanée et les 

enregistrements des ECG de surface ont été obtenus en configuration bipolaire en 

dérivé I à une fréquence de 2 kHz utilisant le système d’acquisition Biopac MP100 

(EMKA Technologies, France). Le signal a été amplifié et filtré à 100 Hz (filtre 

passe-bas) et à 60 kHz (filtre coupe-bande). L’analyse des tracés a été réalisée 

avec le programme ECG auto (version 2.2.1.18, EMKA Technologies). 

L’intervalle QTc est utilisé afin de normaliser l’intervalle QT en fonction de la 

fréquence. En raison de la fréquence cardiaque plus élevée chez la souris, la 

formule est adaptée ainsi :     
             

√        

, où RR est l’intervalle entre deux 

dépolarisations ventriculaires et QT la période de repolarisation ventriculaire 
223

. 

Les analyses ont été exécutées et comparées entre deux évaluateurs afin d’éviter 

les biais. 
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2.1.2 Électrocardiogramme sur cœur isolé par perfusion de 

type Langendorff 

Une technique ex vivo peut être utilisée afin d’obtenir un ECG cardiaque 

indépendant de toute innervation du système autonome. Cette technique permet de 

déterminer si lors d’une étude, l’effet observé sur l’ECG de surface est intrinsèque 

au cœur ou s’il est influencé par des facteurs systémiques. Pour ce faire, le cœur 

est perfusé de façon rétrograde en mode Langendorff avec une solution de Krebs-

Heinseleit à 37 °C constamment gazée 95 % O2/5 % CO2 composé de (en mM) 

118.5 NaCl, 25 NaHCO3, 11.2 glucose, 4.7 KCl, 2.45 MgSO4, 1.2 KH2PO4, 

1.2 CaCl2 afin de soutenir sa capacité contractile et son apport en énergie 
198

. Deux 

électrodes sont positionnées, la première est placée sous l’oreillette droite et l’autre 

à l’apex. Il est intéressant de noter que la fréquence cardiaque mesurée lors des 

enregistrements ex vivo réalisés chez la souris est plus basse que lors de l’ECG de 

surface. En effet, la perte de l’innervation du système nerveux autonome démontre 

une contribution importante du système sympathique dans le maintien de la 

fréquence cardiaque chez la souris 
224

. Chez l’homme, à l’inverse, le système 

parasympathique prime et donc sans innervation le cœur bat plus rapidement 
180

. 

2.2 Isolation de myocytes ventriculaires par perfusion 

de type Langendorff 

L’isolation de cellules permet d’étudier en profondeur les mécanismes 

cellulaires régulant certaines activités physiologiques. De plus, les expériences sur 

cellules isolées comparativement à un tissu entier offrent un meilleur contrôle des 

paramètres afin de mesurer l’activité électrique comme le potentiel d’action et le 

potentiel de repos. En plus, les traitements pharmacologiques, les méthodes de 

transfection ou de transfert de gènes peuvent être plus facilement exécutés et 

réussis sur des cellules isolées que sur un animal entier. Ce procédé permet aussi 

de sélectionner la région du cœur avec laquelle il est nécessaire de travailler 

comme les ventricules, les oreillettes ou encore le système de conduction. Les 
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techniques d’imagerie en temps réel (ex. : sondes calciques fluorescentes) ou en 

marquage fixe (ex. : immunofluorescence) sont également mieux réalisées avec 

des cellules isolées. Finalement, l’étude sur des cellules cardiaques isolées d’un 

modèle in vivo permet d’obtenir des résultats avec une pertinence physiologique 

plus grande qu’avec l’utilisation d’une lignée cellulaire. 

La technique de perfusion rétrograde en mode Langendorff est privilégiée 

pour l’obtention de cellules de qualité et assurer la reproductibilité des 

expériences. Deux méthodes sont couramment utilisées pour obtenir une perfusion 

constante soit celle par gravité ou celle avec une pompe (Figure 2.1). Les prépara- 

Figure 2.1. Isolation cellulaire par perfusion de type Langendorff. Schéma des 

différents systèmes de perfusion par gravité et avec la pompe pour la perfusion 

rétrograde par l’aorte en mode Langendorff. Adaptée de Louch et al. 
226

 

 

tifs de l’isolation requièrent d’oxygéner pour une durée minimale de 20 minutes la 

solution de Tyrode-Hepes (en mM : 130 NaCl, 5,4 KCl, 1 MgCl2, 0,3 Na2HPO4, 10 

Hepes, 5,5 glucose pH 7,4 avec NaOH). De 10 à 15 minutes avant le sacrifice la 

souris reçoit une dose d’héparine de 1 u.i./kg afin d’éviter les caillots sanguins qui 

Oxygénation 

Perfusion à pression  

constante 

Perfusion à flot 

constant (pompe) 
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gêneraient une perfusion adéquate des coronaires 
225, 226

. L’isoflurane, un agent 

anesthésique, est utilisé pour sa rapidité d’action et est sans conséquence sur les 

canaux ioniques 
227

. Dès que la souris est anesthésiée, elle subit une dislocation 

cervicale et une ouverture de la cage thoracique. Le cœur y est rapidement excisé 

puis déposé dans une solution Tyrode-Hepes + 1 mM CaCl2 froide afin de ralentir 

son métabolisme et de conserver l’intégrité de ses fonctions. L’aorte est dégagée 

puis montée sur la canule (Figure 2.2).  

Figure 2.2. Perfusion adéquate des artères coronaires. Positionnement 

approprié de l’aorte au niveau de la canule du système de perfusion en mode 

Langendorff afin de favoriser une perfusion via les artères coronaires. Adaptée de 

Louch et al.
226 

 

Une perfusion rétrograde adéquate par l’aorte provoque la fermeture des 

valves aortiques et force le déplacement du liquide vers les ostias qui sont 

responsables de la perfusion des coronaires 
226

. Dans le cas où la canule serait 

insérée trop profondément dans le cœur, la valve aortique serait brisée et la 

perfusion se ferait par le ventricule gauche empêchant ainsi le succès de 

l’isolation. La solution est ensuite changée pour un Tyrode-Hepes sans Ca
2+

 qui 

permet d’arrêter la contraction du cœur afin de préserver ses réserves énergétiques. 

De plus, la concentration de Ca
2+

 cardiaque est minimisée afin de conserver une 

Artères 
coronnaires 

Valves 
aortiques 
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activité enzymatique similaire entre les expériences. Il est important de perfuser 

cette solution pour une durée maximale de cinq minutes afin d’éviter le 

phénomène de paradoxe du Ca
2+

 
228, 229

. Ce phénomène délétère se caractérise par 

une augmentation de la perméabilité du sarcolemme lors de l’absence de Ca
2+

, 

détériorant les interactions cellule-cellule. Le retour du Ca
2+

 cause un déplacement 

massif par osmose de Ca
2+

 dans la cellule causant une hypercontracture et la mort 

cellulaire 
230

. En troisième lieu, la solution enzymatique est perfusée, elle se 

compose de la solution Tyrode-Hepes qui est complétée par l’enzyme de digestion 

(73,1 U/mL), une basse concentration de CaCl2 (30 µM) afin de préserver une 

activité enzymatique adéquate, de la taurine (20 mM) et de l’albumine sérine 

bovine (BSA) (0,1 %) de façon à modérer l’activité enzymatique 
175, 226

. Comme la 

majorité des laboratoires, nous préférons la collagénase de type II de Worthington 

pour réaliser la digestion en raison de sa plus grande activité de clostripaïne, mais 

surtout pour la persistance de son activité dans le temps 
153, 226

. Le temps de 

digestion varie en fonction de la lignée de souris, son âge, son phénotype 

transgénique, etc. La digestion est arrêtée par la perfusion de la solution de Kraft-

Brühe (KB) (en mM : 100 K
+
 glutamate, 10 K

+
 aspartate, 25 KCl, 10 KH2PO4, 2 

MgSO4, 20 taurine, 5 créatine base, 0,5 EGTA, 5 Hepes, 20 glucose et 0,1 % BSA, 

pH 7.2 ajusté avec KOH). À noter que l’EGTA n’est pas inclue lorsque les cellules 

sont utilisées pour les expériences d’imagerie calcique ou de raccourcissement 

cellulaire afin de ne pas altérer l’homéostasie calcique. Les cellules ont été 

obtenues par trituration du ventricule droit. Les cellules ont été entreposées dans le 

KB à 4 °C pour être utilisées dans un délai maximal de huit heures. Les cellules 

utilisées auront de belles striations, une forme rectangulaire et pourront servir aux 

expériences de patch-clamp, de raccourcissement cellulaire et de transitoire 

calcique. 

Dans le cadre des expériences réalisées pour cette thèse, le ventricule droit 

a été utilisé afin d’éviter la variabilité d’expression des canaux ioniques entre la 

couche épicardique et endocardique du ventricule gauche 
231-234

. Cette séparation 

est possible puisque le ventricule droit de la souris est principalement constitué 
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d’une couche épicardique en raison de sa mince paroi qui ne peut contenir un 

gradient endocarde-épicarde. Plus précisément, entre ces couches, il existe un 

gradient électrique qui permet la coordination de l’activité électrique lors de la 

dépolarisation et la repolarisation. Par exemple, les cellules endocardiques 

présentent une repolarisation plus longue que les cellules épicardiques (Figure 2.3) 

puisque les myocytes de l’endocarde se dépolarisent les premiers et se repolarisent  

 

Figure 2.3. Représentation de potentiels d’action d’une cellule de l’épicarde 

(Epi) et de l’endocarde (M cell). La différence entre la durée de leur potentiel 

d’action détermine le temps entre le sommet de l’onde T et la fin de l’onde T. 

Adapté de Antzelevich 
99

 

 

en dernier 
99

. Cette différence est due, d’une part, à une expression différente de 

canaux K
+
 entre les deux couches. Par exemple, dans la couche épicardique, la 

repolarisation est initiée par Itofast (Kv4.2, Kv4.3) alors que dans la couche 

endocardique, il s’agit préférablement de Itoslow (Kv1.4). D’autre part, la densité 

du courant Na
+
 est plus petite (33 %) dans la couche épicardique du ventricule 

gauche en comparaison à la densité similaire observée dans la couche 

endocardique et le ventricule droit 
234

. Ainsi, dans le cas du courant Na
+
, le 

ventricule droit semble être plus représentatif de l’ensemble du myocarde 

(l’endocarde du ventricule gauche). Quant à l’homéostasie calcique, elle varie 

également entre la couche épicardique et endocardique. En effet, dans l’endocarde 

Endocarde, 
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on retrouve une concentration de Ca
2+

 plus grande en systole et en diastole, les 

transitoires calciques plus grands, la fréquence d’étincelles calciques spontanées 

est plus élevée de même que l’expression du récepteur à la ryanodine. Toutefois, 

l’expression de NCX est diminuée et le courant Ca
2+

 inchangé 
233

. Donc, le 

ventricule droit est choisi puisque la variabilité entre les cellules de l’endocarde et 

de l’épicarde pourrait masquer les différences de remodelage ionique entraînées 

par un stimulus. 

2.3 Cardiomyocytes dérivés de cellules souches 

pluripotentes induites humaines 

L’utilisation des myocytes ventriculaires de souris présente certaines 

limites. En effet, la conservation des myocytes en culture pour une durée plus 

longue que 24 heures entraîne une perte des tubules transverses, amorce une 

différenciation cellulaire et un remodelage électrique qui peut affecter la validité 

des résultats obtenus 
227, 235

. Ainsi, dans le cadre d’expériences nécessitant un 

temps d’incubation plus long (>24 h) avec divers agents pharmacologiques, dans 

notre cas, un traitement à l’ANGII pendant 48 heures, l’utilisation de 

cardiomyocytes dérivés de cellules souches pluripotentes induites humaines 

(hiPSC-CM) est de choix. De plus, les hiPSC-CM nous ont permis de valider le 

mécanisme d’action établi chez la souris dans un modèle cellulaire humain. En 

effet, l’accès à des cellules de donneurs sains est plutôt rare et quant aux cellules 

provenant de donneurs pathologiques, il peut être difficile d’obtenir de résultats 

concluants en raison de la grande variabilité interindividuelle. Ainsi les hiPSC-CM 

nous permettaient d’avoir une population saine (CTL) à laquelle comparer l’effet 

de l’ANGII. D’autre part, il a été démontré que les hiPSC-CM récapitulent 

plusieurs pathologies associées au courant ionique comme LQT1, 2, 3 et 8, le 

syndrome de Brugada ou la tachycardie polymorphique ventriculaire 
236

 faisant 

d’eux un modèle représentatif pour étudier le remodelage ionique. De plus, les 

paramètres du couplage-excitation contraction sont comparables à ceux du lapin 

qui sont similaires à ceux de l’homme 
237

. Dans un contexte plus général, les 
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hiPSC-CM sont également un outil intéressant pour valider des cibles 

thérapeutiques personnalisées pour un patient, modéliser une maladie ou établir 

une thérapie génique 
238

. En conclusion, les hiPSC-CM offrent plusieurs avantages 

facilitant la transition des données obtenues sur des modèles animaux vers 

l’humain.  

Les hiPSC-CM ont été obtenus auprès de la compagnie Axiogenesis 

Cor.4U


 (Cologne, Allemagne). Les cellules ont été dégelées puis préparées sur 

des lamelles selon le protocole du fabricant. Après une semaine de culture, elles 

ont été et stimulées électriquement à raison de 1 Hz à une force de 2,5 volts/cm 

pour une durée de deux semaines (IonOptix, Milton, U.S.A). Après ce délai, les 

agents pharmacologiques ont été ajoutés au milieu de culture pour un traitement de 

48 heures avant de réaliser les expériences.  

2.4 Patch-clamp 

La technique de patch-clamp permet de mesurer l’activité électrique au 

niveau cellulaire. Elle a été développée dans les années 1970-80 par Erwin Neher 

et Burt Sackmann qui ont reçu le prix Nobel de Médecine pour leurs travaux en 

1991. Pour la première fois, il était possible de mesurer le flux d’ion au travers 

d’un canal ce qui a fait grandement avancer la compréhension de la fonction des 

canaux ioniques 
239, 240

. Le patch-clamp est une technique privilégiée pour étudier 

l’activité ionique des cellules excitables notamment les cellules neuronales, 

cardiaques, squelettiques et pancréatiques β.  

Diverses approches de patch-clamp existent selon l’information à recueillir. 

La première étape est commune à toutes : la formation d’un joint étanche 

(« gigaseal ») jusqu’à 1 méga Ohm de résistance entre la pipette de verre 

borosilicate et la cellule. Une fois le gigaseal atteint, l’accès à la cellule entière 

peut être obtenu grâce à une succion rapide (Figure 2.4 
241

) qui brise la membrane 

sous la pipette. Le cytosol de la cellule tend alors à s’équilibrer avec celui de la 

pipette. Lorsque dans la pipette des ions plus gros comme l’aspartate sont présents, 

leur diffusion plus lente crée un potentiel de jonction liquide en raison de 
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l’accumulation de charges négatives dans la pipette 
242

. Ce potentiel de jonction, 

lorsque présent, a été pris en compte lors des enregistrements ainsi, les valeurs  

 

Figure 2.4. Configuration cellule entière. A) La technique de patch-clamp 

requiert un contact entre la pipette et la cellule. B) Une succion permet de créer un 

gigaseal entre la pipette et la cellule assurant le contact entre les deux. C) La 

rupture de la membrane permet d’avoir un accès au cytosol de la cellule, ce qui 

donne lieu à la configuration cellule entière. La dialyse des ions débute, mais les 

ions aspartates (Asp
-
) étant trop gros pour traverser, ils génèrent une charge 

négative dans la pipette créant un potentiel de jonction. Adaptée de Li 
241

 

 

présentées sont corrigées pour celui-ci. Cette conformation, « cellule entière », 

permet de mesurer la taille de la cellule par l’envoi d’un intervalle dépolarisant en 

calculant l’aire sous la courbe du tracé obtenu. De plus, les modes de courant 

imposé et de voltage imposé peuvent être utilisés afin d’enregistrer des potentiels 

d’actions et les divers courants respectivement. Les potentiels d’actions sont 

enregistrés dans une solution physiologique (Tyrode-Hepes) alors que pour 

l’enregistrement des courants il est souvent nécessaire d’adapter les solutions afin 

d’isoler le courant d’intérêt.  

La mesure des courants Na
+
 (INa) requiert la diminution de la concentration 

extracellulaire de Na
+
 puisque l’amplitude et la rapidité du courant sont trop 
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-
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-
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-
 

K
+
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+
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+
 

Ca
2+ 

Ca
2+ 

K
+
 

cellule cellule cellule 



   

 74   

 

importantes et peuvent nuire à une acquisition adéquate. De plus, les expériences 

sont réalisées à la température de la pièce afin de ralentir les cinétiques 

d’activation et d’inactivation. Également, les canaux K
+
 sont bloqués par l’ajout de 

césium dans la solution extra et intracellulaire. Pour l’enregistrement sur des 

myocytes adultes, les solutions suivantes ont été utilisées : (en mM) solution 

interne 132,5 CsF, 5 NaCl, 5 MgATP, 10 EGTA, 5 HEPES, pH 7,2 ajusté avec 

CsOH; solution externe : 132,5 CsCl, 5 NaCl, 1 CaCl2, 1 MgCl2, 20 HEPES, 10 

glucose, pH 7,35 ajusté avec CsOH. Pour les expériences utilisant les hiPSC-CM, 

la concentration de Na
+
 a été augmentée puisque la densité du courant était plus 

faible, la solution externe est devenue : 102,5 CsCl, 30 NaCl, 1 CaCl2, 1 MgCl2, 

20 HEPES, 10 glucose, 0,1 CdCl2, pH 7,35 ajusté avec CsOH (CdCl2 a été utilisé 

pour bloquer ICaL). 

Pour les courants Ca
2+

, l’ion Na
+
 est remplacé par l’ion TEA

+
 qui bloque le 

pore du canal Na
+
. Le césium est utilisé pour bloquer les conductances K

+
. La 

séparation du ICaT et du ICaL est assurée par l’utilisation de deux protocoles. Lors 

d’un premier enregistrement, le courant Ca
2+

 total est enregistré de -90 mV à 

+50 mV. Après, le ICaL est obtenu à la suite de l’inhibition du ICaT par un saut 

d’inactivation à -50 mV pour une durée de 50 ms. Le courant obtenu par la 

soustraction de ces deux enregistrements équivaut à ICaT. Une particularité du ICaL 

est que sa densité diminue à la suite de la dialyse du cytoplasme de la cellule et de 

la solution de la pipette, cette particularité est nommé le « rundown ». Une façon 

d’y remédier est de minimiser la dialyse par l’usage de la technique de patch-

clamp en configuration perforée (l’accès à la cellule est possible en perméabilisant 

la membrane avec de la nystatine, un antifongique). Par ailleurs, lors de nos 

expériences en cellule entière, ce phénomène a été contrôlé en attendant la 

stabilisation du courant survenant à la fin de la dialyse. Le bain est perfusé à 37 °C 

avec la solution extracellulaire composée de (en mM) 145 TEACl, 10 CsCl, 2 

CaCl2, 0,5 MgCl2, 5 HEPES, 5,5 glucose, pH 7,4 ajusté avec CsOH et la solution 

de la pipette faite de (en mM) 100 Aspartate, 70 CsOH, 40 CsCl, 2 MgCl2, 4 

MgATP, 10 EGTA, 10 HEPES, pH 7,2 ajusté avec CsOH. 
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Les courants K
+
 sont enregistrés lors de la perfusion de la solution 

physiologique Tyrode-Hepes +1 mM CaCl2. Le courant total (Ipeak) incluant IK1 est 

enregistré à partir d’un potentiel de repos de -80 mV et obtenu par un protocole de 

-110 mV à +50 mV. Un courant nommé IKslow est par la suite enregistré à l’aide 

d’un protocole inactivant Ito par l’entremise d’un saut d’inactivation à -40 mV 

pendant 50 ms. Ainsi, la différence entre ces deux tracés correspond à Ito. 

Subséquemment, l’application de 100 μM de 4-aminopyridine (4-AP) cause le 

bloc de IKur, l’enregistrement se fait avec le protocole ayant le saut d’inactivation 

du Ito ce qui permet d’obtenir Iss et IK1. IKur est obtenu grâce à la différence entre 

IKlow et ce dernier enregistrement. Selon la validation faite préalablement par el 

laboratoire, les divers degrés d’inactivation au voltage et la sensibilité à la 4-AP 

permettent de distinguer les courants K
+
 ventriculaires de souris 

243
. 

La technique de current-clamp a été utilisée pour mesurer les potentiels 

d’action. Les enregistrements peuvent être exécutés parallèlement à ceux des 

courants K
+
 puisque les mêmes solutions externes et internes sont utilisées 

(Tyrode-Hepes + 1 mM CaCl2) 
153

. Suite à l’accès à la cellule entière, le potentiel 

de repos de la cellule est estimé grâce à l’amplificateur. Selon le protocole, un 

courant de l’ordre de 0,4-1 nA d’une durée de 0,5 ms est injecté afin de stimuler 

une dépolarisation cellulaire. La fréquence est étudiée à 1 Hz et 4 Hz afin de 

vérifier la dépendance à la fréquence. De ces enregistrements, les paramètres 

d’amplitude du potentiel d’action (APA) et de la vitesse de la pente de 

dépolarisation (Vmax) pour évaluer la contribution des canaux Na
+
 ainsi que de la 

durée du potentiel d’action (APD) à 20 %, 50 % et 90 % de repolarisation afin de 

déterminer la participation de courants K
+
 Ito, IKur et IK1. 

La suite pClamp 10.2 a été utilisée afin d’établir les protocoles, enregistrer 

et analyser les tracés des potentiels d’action et des courants. Tous les 

enregistrements ont été filtrés à 1 kHz, sauf courant Na
+
 à 2 kHz et numérisés 

entre 4-10 kHz. La résistance en série a été réduite par compensation à 75 %. 

L’amplitude de courant (picoampère, pA) pour chacun des tracés a été déterminée 

puis normalisée à la capacitance cellulaire (picofarad, pF) pour chacun des 
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voltages. Ces données sont reportées sur la courbe courant (I, pA/pF) en fonction 

du voltage (V, mV) nommé courbe IV. La moyenne des courbes IV pour chaque 

cellule permet d’apprécier la relation entre le courant moyen à chacun des voltages 

expérimentés. Chaque groupe étudié possède donc sa courbe IV moyenne 

démontrant comment le canal peut être influencé par rapport à la surexpression de 

AT1R ou bien à un traitement d’ANGII pour chacun des voltages physiologiques 

du potentiel d’action. 

2.5 Raccourcissement cellulaire 

La technique de raccourcissement cellulaire permet donc de mesurer la 

capacité de contraction des cardiomyocytes isolés en réponse à un champ 

électrique. Pour ce faire, un bain possédant une paire d’électrodes en argent est 

préalablement recouvert de laminine afin d’assurer une adhésion cellulaire 

adéquate et éviter des mesures d’artéfacts. Cependant, lors de nos expériences, il a 

été déterminé que les cellules doivent être changées après une heure sinon leur 

contraction diminue drastiquement en raison de leur adhésion à la laminine. Lors 

de l’expérience, les cellules sont perfusées à 36 ± 1 °C avec la solution de Tyrode-

Hepes contenant 1 mM CaCl2. La stimulation imposée est de 2 Hz à 80 V. 

Seulement les cellules qui répondent efficacement à la fréquence de contraction 

imposée sont choisies. L’acquisition des données est réalisée par le système de 

Photon Technology International (PTI; Birmingham, NJ). La première étape est de 

positionner les curseurs (détecteurs de trame) aux extrémités de la cellule en 

diastole et d’assurer la détection de leur contraction en réglant les contrastes de 

phase. Ensuite, l’enregistrement des contractions sur une période de 10 secondes 

est réalisé avec le logiciel Felix4.1.0. La conversion en fonction de la régression 

linéaire préalablement établie est aussi obtenue avec Felix et le nouveau fichier est 

analysé avec Clampfit 10.2. L’analyse des tracés permet d’obtenir la longueur des 

cellules et le % de contraction en normalisant l’amplitude (delta de 

raccourcissement) par la taille de la cellule (Figure 2.5).  
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2.6 Transitoire calcique 

Les transitoires calciques permettent de suivre les variations de calcium 

intracellulaire grâce à une sonde calcique fluorescente (Fura-2) ayant une affinité 

pour le calcium et un groupement acétoxyméthyle (AM) ester. Le Fura-2AM a été 

utilisé dans le cadre de nos expériences. Il s’agit d’une sonde ratiométrique 

permettant d’obtenir la valeur de Ca
2+

 libre intracellulaire par le ratio de la 

fluorescence entre le Ca
2+

 lié à une longueur d’onde de 340 nm et le calcium non 

lié à 380 nm subséquente une émission à 510 nm 
244

. Les cellules ventriculaires 

isolées sont incubées avec 10 μM Fura-2AM pour une durée de 15 minutes dans le 

bain préalablement couvert de laminine dans le noir afin de permettre 

l’internalisation du Fura-2AM. Ensuite, la perfusion de la solution dans le bain 

(Tyrode-Hepes + 1 mM CaCl2) entraîne la déestérification (la scission du 

groupement ester (AM) de la sonde) l’empêchant de sortir de la cellule. La 

Delta de raccourcissement (μm) 

Taille de la cellule au repos 

Taille de la cellule en contraction 

Figure 2.5. Tracé de raccourcissement cellulaire. Représentation de la 

contraction et de la relaxation d’un myocyte ventriculaire stimulé à une 

fréquence de 2 Hz. Les paramètres étudiés sont identifiés. Longueur de la 

cellule : la taille de la cellule au repos, taille de la cellule en contraction, delta de 

raccourcissement : la différence entre la taille en diastole et en systole. 
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stimulation des cellules à 2 Hz débute en même temps que la perfusion du Tyrode 

oxygéné. Les critères de sélection des cellules sont les mêmes que pour la 

contraction cellulaire. Le système PTI et le logiciel Felix servent à l’acquisition 

des données et la conversion des tracés enregistrés. Le premier ~10 secondes de 

l’enregistrement montre les transitoires calciques résultant de la stimulation à 2 Hz 

puis la stimulation est arrêtée pour ~10 secondes. Ensuite, près de la cellule, à 

l’aide d’un stylet une solution de Tyrode-Hepes + 10 mM de caféine (un agoniste 

du récepteur à la ryanodine) est brièvement perfusé (1 s) induisant la relâche en 

Ca
2+

 du contenu du RS soit le transitoire calcique induit par la caféine. À la fin de 

chaque expérience, la fluorescence maximale (Rmax) et minimale (Rmin) sont 

évaluées en conditions saturantes de calcium en présence d’un ionophore (Tyrode-

Hepes + 10 mM ionomycin + 5 mM Ca
2+

) puis en conditions sans calcium avec 

5 mM EGTA respectivement 
244, 245

. Ces valeurs sont nécessaires afin de convertir 

nos ratios de fluorescence en concentration de Ca
2+

 
244, 245

. Pour ce faire, la 

formule suivante est utilisée :          [
         

        
]    où la constante de 

dissociation Kd est de 0,433 μM, et R la valeur de fluorescence pour chaque point. 

La conversion est effectuée avec le logiciel Felix et l’analyse effectuée sur 

Clampfit 10.2. Plusieurs paramètres peuvent être obtenus lors de ces analyses sur 

le transitoire calcique
 
: l'amplitude, qui correspond à la quantité de Ca

2+
 relâchée 

lors de la contraction, le TTP : le temps nécessaire pour atteindre l'amplitude 

maximale et la concentration de Ca
2+

 diastolique, le Tau : un indice de la pente de 

la déclinaison du Ca
2+

 intracellulaire et le temps pour atteindre 50 % et 90 % de 

déclinaison de Ca
2+

 intracellulaire (Figure 2.6). Le transitoire calcique induit par la 

caféine (10 mM) permet de mesurer l’amplitude du transitoire calcique induit par 

la caféine équivalent au contenu en Ca
2+

du réticulum sarcoplasmique. La sortie du 

Ca
2+

 intracellulaire est évaluée par les temps pour atteindre 50 % et 90 % de 

déclinaison ainsi que le Tau : un indice de la pente de déclinaison de Ca
2+

 

intracellulaire. Le Tau, les temps pour atteindre 50 % et 90 % de déclinaison dans 

les deux types de transitoires permettent d’estimer l’activité de SERCA2 et NCX. 
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Figure 2.6. Représentation d’un enregistrement de transitoires calciques. A. 

Un exemple de tracé obtenu sur un cardiomyocyte ventriculaire isolé de souris 

C57Bl/6. De gauche à droite, des transitoires calciques enregistrés en présence 

d’une simulation à 2 Hz suivi de l’arrêt de la stimulation afin de mesurer la 

concentration de Ca
2+

 diastolique puis le transitoire calcique induit par la caféine 

représentant la quantité de Ca
2+

 présente au réticulum sarcoplasmique. B. Le 

dernier transitoire calcique enregistré avant l’arrêt de la stimulation a été agrandi. 

Les divers paramètres étudiés sont identifiés, le transitoire calcique découle de la 

différence entre le Ca
2+

 basal et l’amplitude maximale, le TTP est le temps pour 

atteindre l’amplitude maximale, le T 50 % correspond au temps pour atteindre 

50 % de déclinaison, le T 90 % concorde avec le temps pour atteindre 90 % de 

déclinaison et le Ca
2+

 diastolique est la concentration de Ca
2+

 présent dans la 

cellule en diastole. 
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Un autre paramètre est le « fractionnal release » correspondant au ratio entre la 

concentration de Ca
2+

 libérée lors du transitoire calcique régulier par rapport à 

celle du transitoire calcique induit par la caféine ce qui démontre l’efficacité du 

CICR par rapport au contenu du réticulum sarcoplasmique.  

2.7 Étincelle calcique 

La libération de Ca
2+

 spontanée du réticulum sarcoplasmique via le 

récepteur à la ryanodine lors de la diastole est quantifiée par la technique 

d’étincelle calcique (Ca
2+

 sparks). C’est un indice de la sensibilité d’ouverture du 

récepteur à la ryanodine. Si plusieurs récepteurs à la ryanodine s’activent en même 

temps, la création d’une vague calcique (Ca
2+

 wave) peut être engagée. En IC, ce 

phénomène a été répertorié 
246-248

. Pour mesurer la fréquence et les paramètres des 

étincelles calciques, les cellules ventriculaires sont incubées 20 minutes dans 10 

μM de Fluo-4AM avec 0,05 % d’acide pluronique. Les cellules sont ensuite 

perfusées 10 minutes afin de procéder à la déestérification. L’expérience est 

conduite à 35 ± 1 °C et la solution de Tyrode-Hepes + 1 mM CaCl2 est utilisée. 

Les expériences ont été réalisées en mode de « scan » linéaire.  

L’analyse est réalisée grâce à Image J et au plug-in sparkmaster selon le 

protocole publié par Picht et al. 
249

. La fréquence des étincelles calciques ainsi que 

leurs caractéristiques comme la durée, le temps pour atteindre l’amplitude 

maximale, l’amplitude (F/F0), le tau peuvent être obtenues. L’exclusion de 

données est nécessaire puisque le programme présente quelques biais, ainsi les 

événements correspondants à des doublets ou situés à la limite de la cellule et les 

faux positifs (pas d’événements) sont éliminés de l’analyse des paramètres. 

2.8 Réaction de polymérase en chaîne en temps réel 

La quantification d’ARNm en raison de sa rapide dégradation et de sa 

faible quantité n’est pas possible. C’est pourquoi les techniques de transcription 

inverse et de polymérase en chaîne (PCR) en temps réel ont été développées. En 

effet, elles permettent de transformer l’ARNm en ADN complémentaire (ADNc) 
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puis de l’amplifier afin de distinguer des variations dans l’expression du gène 

d’intérêt. Ci-dessous est décrite la procédure utilisée au laboratoire 
151

. 

Premièrement, l’ARNm est extraite, dosée puis son intégrité vérifiée. Ensuite, 

l’ARNm grâce à une enzyme de transcriptase inverse va être convertie en ADNc; 

des amorces non spécifiques ont été utilisées. L’ADNc est utilisée pour la réaction 

PCR quantitative (qPCR) avec le kit SYBR®green. L’ADNc est mélangée avec la 

polymérase, le tampon, des nucléotides et des amorces sens et anti-sens 

spécifiques au gène étudié ainsi qu’avec un colorant normalisant ROX. Ce 

mélange permet l’amplification des transcrits d’intérêt selon le principe en chaîne 

par polymérase inventé par Kary Mullis 
250

. Les brins sont hybridés, synthétisés 

puis dénaturés; ces trois étapes sont répétées une trentaine de fois afin d’amplifier 

suffisamment la région d’intérêt. La quantification est possible puisqu’à chaque 

cycle d’amplification le nombre de brins (B) double et donc suit la formule 

suivante où n correspond au nombre de cycles :     . L’analyse permet ensuite 

de déterminer l’intervalle de cycles nécessaires pour chaque échantillon afin de 

parvenir au seuil de détection fixé à partir de la pente logarithmique des courbes 

d’amplification 
251

. Par la suite, ces moyennes logarithmiques sont normalisées par 

celles d’au moins deux gènes de référence comme la cyclophilline et le 18S. 

L’uniformité est assurée par la normalisation des données par la valeur d’un 

calibrateur présent dans toutes les plaques. Les résultats obtenus démontrent donc 

les différents niveaux d’expression relatifs à chaque échantillon. 

2.9 Immunobuvardage de type Western 

Premièrement, l’extraction de protéines a été réalisée. Les protocoles qui 

permettent d’obtenir diverses fractions cellulaires ont été établis antérieurement au 

laboratoire 
252

. Au départ, les ventricules entiers sont lysés dans un tampon 

d’extraction (TE) contenant les inhibiteurs de protéases (+IP) appropriés pour la 

protéine d’intérêt (Table 2). La première centrifugation à 10 000 rpm permet 

d’enlever les débris cellulaires, le surnageant équivaut donc au lysat total. Ce lysat 

total est ensuite ultracentrifugé à 69 000 rpm, le surnageant correspond aux 
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protéines cytosoliques. Le culot peut servir à extraire deux types de protéines. 

D’une part, il peut être dissout et incubé avec du triton 1X ajouté au TE+IP afin de 

solubiliser les protéines membranaires totales qui seront récoltées dans le 

surnageant après une autre ultracentrifugation. D’autre part, il peut être dissout et 

incubé dans 6 mM de KCl afin de précipiter les protéines associées aux 

myofilaments. Lors de la centrifugation suivante, le culot sera donc enrichi à 

~70 % par des protéines sarcolemmales. Cette préparation permet de corréler 

l’expression des canaux à la membrane sarcolemmale avec ceux participant au 

courant mesuré dans les myocytes isolés 
252

. Ensuite, trois cycles de lavages au 

TE+IP sont nécessaires afin de réduire les sels, particulièrement pour les protéines 

de haut poids moléculaire. 

La concentration protéique de chaque échantillon est ensuite déterminée 

grâce à une quantification de type Bradford. Les échantillons à comparer sont par 

la suite placés sur un gel préfabriqué avec un gradient de 4-15 % Tris-Glycine 

facilitant la visualisation de grosses et de petites protéines. La migration est 

réalisée à 4 °C dans un tampon (en mM : 25 Tris, 1% SDS, 192 Glycine) jusqu’à 

obtenir une séparation adéquate des bandes du marqueur moléculaire. Le tampon 

de transfert (en mM : 191 Glycine, 25 Tris, 0,005 % SDS) été adapté puisque pour 

une meilleure mobilisation des grosses protéines, le méthanol doit être enlevé et 

0,005 % de SDS ajouté. Après le transfert sur membrane de polyvinylidene 

difluoride (PVDF), il est cependant nécessaire de procéder à une étape de fixation 

où la membrane est incubée 30 minutes dans une solution 70 % méthanol, 29 % 

acide acétique et 1 % glycérol. À la suite d’un rinçage au TBST 1X (en mM : 25 

Tris, 136,5 NaCl, 2.7 KCl, pH 7,4 avec NaOH), la membrane est incubée avec une 

solution TBST 1X et 5 % lait afin de prévenir le marquage non-spécifique en 

bloquant la membrane avec la caséine. La période de blocage de la membrane pour 

les protéines de grandes tailles moléculaires (NaV, CaV1.2 et RyR2) a été 

prolongée jusqu’à trois heures afin de réduire le signal de fond. Par après, les 

membranes ont été incubées toute la nuit avec l’anticorps primaire, selon la 

dilution déterminée au préalable. L’incubation avec l’anticorps secondaire lié à la 
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peroxydase de raifort selon la concentration déterminée a ensuite été effectuée. La 

durée des périodes de lavage ont été augmentée à 15 minutes pour les protéines de 

haut poids moléculaire en comparaison à 10 minutes pour les autres protéines. La 

révélation a été faite avec un substrat chemiluminescent pour la détection de 

l’activité de la peroxydase au raifort (ECL). L'intensité du signal obtenu sera 

proportionnelle à la quantité de protéines présentes. 

 

Table 2. Liste des inhibiteurs de protéases utilisées lors des extractions de 

protéines. La concentration à laquelle chacun des inhibiteurs a été dilué et leur 

fonction est décrite. 

 
[ ] finale Fonction 

Tris 
20 mM Tampon 

EGTA 

(Acide éthylène glycol 
tétraacétique) 

5 mM Prévenir la 
déphosphorylation des 

résidus sérine-thréonine 

EDTA 

(Acide éthylène diamine 
tétraacétique) 

5 mM Prévenir la 
déphosphorylation des 

résidus sérine-thréonine 

Benzamidine 
10 mM Inhibiteur de la trypsine, 

des enzymes de type 
« trypsine » et des 
sérines protéases  

Leupeptide 
25 mg/ml Inhibiteur de protéase 

dont les cystéines, les 
sérines et les thréonines 

peptidases 
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PMSF 

(phénylméthanesulfonylflu-
oride) 

0,5 M Inhibiteur des sérines 
peptidases 

Pepstatine A  
1 ug/ml Inhibiteur d’aspartyl 

protéase 

Aprotinine 
10 ug/ml Inhibiteur de la trypsine 

pancréatique 

NaF 

(Fluorure de sodium) 
20 mM Prévenir la 

déphosphorylation des 
résidus sérine-thréonine 

NaVO4 

(Orthovanadate de sodium) 
0,2 mM Prévenir la 

déphosphorylation des 
résidus tyrosine 

β-glycérophosphate 
20 mM Prévenir la 

déphosphorylation des 
résidus sérine-thréonine 

DTT 

(Dithiothreitol) 
5x10-3 mM Agent réducteur puissant 

et inhibiteur des ponts 
disulfides afin d’éviter 

les liaisons intra et inter 
protéines 

AEBSF 

(4- benzénésulfonyle- 

hydrochloride fluoride) 

0,5 mM Inhibiteur des sérines 
protéases comme la 

chymotrypsine, la 
kallikréine, la plasmine, 

la thrombine et la 
trypsine 
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2.10 Analyse statistique 

Tous les résultats sont présentés ainsi : valeur moyenne ± écart-type de la 

moyenne (SEM). Les analyses statistiques ont été effectuées avec le logiciel 

OriginPro 8 ainsi qu’avec l’aide du personnel du Centre de Coordination des 

Essais Cliniques de Montréal (MHICC). Les tests statistiques ont été déterminés 

en fonction des groupes à comparer. L’ANOVA à deux niveaux d’interactions a 

été réalisée suivie de l’analyse post hoc de Tuckey ou de Fisher LSD afin de 

comparer les sous-groupes deux à deux. Le test de type T (Student) a aussi été 

exécuté. Le test de Chi-carré a été utilisé pour évaluer la mortalité et un modèle 

mixé logit multiniveau a été utilisé pour événements spontanés calciques. Une 

différence significative a été attribuée lorsque p < 0,05.  
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3.1 Avant propos 

Cette première étude a été réalisée chez les souris AT1R mâles avant (50 

jours) et après (6 mois) le développement d’hypertrophie afin de connaître son 

effet sur le remodelage électrique ventriculaire, plus particulièrement au niveau de 

la conduction et du courant Na
+
.  

Il a été démontré que les IECA sont efficaces dans l’amélioration de la 

survie et de l’état du patient souffrant d’IC. Ainsi, la réduction des niveaux 

d’ANGII par les IECA est associée à des effets bénéfiques comme une réduction 

de l’hypertrophie cardiaque, une réponse qui est bien connue. Cependant, le rôle 

de l’ANGII dans le remodelage électrique n’a pas été autant exploré et demeure 

mécompris. Le but de cette étude est de mieux discerner le rôle direct de l’ANGII 

dans le remodelage électrique principalement la conduction ventriculaire en 

utilisant le modèle de souris AT1R. Avec le temps, ce modèle développe de 

l’hypertrophie ce qui permet d’établir si l’hypertrophie entraîne des modifications 

supplémentaires sur les courants. Dans le cadre de cette étude, la régulation de la 

conduction ventriculaire par la stimulation chronique de l’ANGII a été examinée. 

Diverses méthodologies telles que l’ECG, le patch-clamp, le qPCR et 

l’immunobuvardage de type Western ont été utilisées afin d’approfondir et de 

mettre en évidence les mécanismes sous-jacents à cette relation. 
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RÉSUMÉ 

Contextualisation- Les arythmies ventriculaires sont associées à la mort subite 

cardiaque et représentent l’une des principales causes de mortalité chez les patients 

souffrant d’IC. Toutefois, les mécanismes responsables de cette mortalité sont 

encore mécompris. Une élévation chronique de la concentration d’angiotensine II 

(ANGII) contribue grandement au développement d’IC. Par conséquent, cette 

étude a examiné par l’entremise d’un modèle de souris transgénique surexprimant 

au niveau des cardiomyocytes le récepteur de type 1 de l’ANGII (AT1R) le rôle 

pathologique de l’ANGII dans la conduction ventriculaire et le courant Na
+
. Les 

souris AT1R n’exhibent pas de remodelage structurel à 50 jours, mais présentent 

une importante hypertrophie cardiaque à 6 mois. Méthodes & Résultats- 

L’analyse des tracés d’ECG de surface a montré que les souris présentent une 

prolongation similaire de la durée du QRS en présence ou en absence 

d’hypertrophie. Des expériences de patch-clamp en mode courant imposé ont 

démontré que chez les myocytes ventriculaires des souris AT1R, la vitesse de 

dépolarisation maximale du potentiel d’action est ralentie. Ce ralentissement de la 

conduction a été attribué à une réduction du courant Na
+
 de 60%. Un médiateur en 

aval de l’activation de AT1R est la protéine kinase C (PKC) dont l’activité a été 

mesurée par immunobuvardages de type Western. La translocation de divers 

isoformes dans la fraction enrichie en protéines sarcolemmales a été vérifiée et 

seulement l’expression de la PKCα était augmentée chez les souris AT1R pour les 

deux âges. La contribution de la PKCα dans la régulation du courant Na
+
 a été 

étudiée dans les cardiomyocytes dérivés de cellules souches pluripotentes 

humaines. Ces cellules ont été traitées à l’ANGII (100nmol/L x 48H) ce qui a 

engendré une diminution de la densité du courant Na
+
. Lorsqu’elles étaient traitées 

à la fois avec l’ANGII et le peptide inhibiteur de la translocation de la PKCα, αV5-

3, l’effet de l’ANGII était bloqué. Conclusion- Cette étude suggère que dans les 

cardiomyocytes de souris et humains, la PKCα est un médiateur important de la 

réduction du courant Na
+
 associée à l’ANGII et pourrait participer à la genèse 

d’arythmies ventriculaires. 
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Mots-clés : hiPSC-CM, récepteur AT1, arythmie, hypertrophie cardiaque, 

conduction ventriculaire 
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ABSTRACT 

Background-Ventricular arrhythmias and sudden cardiac deaths are among the 

leading causes of mortality in heart failure patients and their underlying 

mechanisms remain incompletely understood. Chronic elevation of angiotensin II 

(ANGII) is known to be one of the main contributors in heart failure development. 

Objective-Accordingly, in this study we tested whether ANGII can alter 

ventricular conduction and Na
+
 current properties using transgenic mice with 

cardiomyocyte restricted overexpression of type 1 ANGII receptor (AT1R). AT1R 

mice aged 50 days show no signs of cardiac hypertrophy however, it is clearly 

present at 6 months. Methods and Results-Surface ECG showed a prolonged 

QRS complex duration in AT1R mice independently of hypertrophy. Current-

clamp experiments on isolated ventricular myocytes showed slower maximal 

velocity of action potential upstroke in AT1R mice suggesting slowed ventricular 

conduction attributable to a 60% reduction in Na
+
 current. Activation of protein 

kinase C (PKC), a known downstream mediator of AT1R, was assayed by 

measuring translocation of various PKC isozymes. Western blots demonstrated a 

selective increase in sarcolemmal PKCα in AT1R mice at both ages. The 

involvement of PKCα in regulating Na
+
 current was subsequently studied in 

human induced pluripotent stem cells-derived cardiomyocytes. In these cells, 

ANGII treatment (100 nmol/L x 48 h) reduced Na
+
 current density while 

concomitant treatment with αV5-3, a PKCα translocation inhibitor peptide, 

blocked the effect of ANGII. Conclusion-Overall, this study suggests that in 

mouse and human cardiomyocytes PKCα is an important mediator of the ANGII-

induced reduction in Na
+
 current density and may contribute to ventricular 

arrhythmias. 

Key words: hiPSC-CM, AT1 receptor, cardiac hypertrophy, arrhythmia, 

ventricular conduction 
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Glossary of Abbreviations 

50d 50 days 

6m 6 months 

ANGII Angiotensin II 

APA Action potential amplitude 

ARA AT1R antagonists 

AT1R Angiotensin II type 1 receptor 

ECG Electrocardiogram 

HF Heart failure 

hiPSC-CM Human induced pluripotent stem cells-derived 

cardiomyocytes 

INa Sodium current 

PKC Protein kinase C 

RAS Renin-angiotensin system 

SCD Sudden cardiac death 

SCN5A Sodium channel, voltage-gated, type 5, alpha 

subunit 

Vmax Maximal velocity of the action potential 

upstroke 
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INTRODUCTION 

Proper electrical activity of the heart relies on a finely regulated and synchronized 

activity of various ion channels. Alteration in the function of these ion channels 

may be detrimental to cardiac function by increasing the risk of arrhythmias. In 

particular, ventricular arrhythmias represent some of the most life-threatening 

electrical disturbances and may lead to sudden cardiac death (SCD) 
1
. Out of 

hospital, SCD has a minor chance of survival and it accounts for at least 50% of all 

cardiac deaths representing 15-20% of all deaths 
1
. 

 

The sodium current (INa) plays a critical role in action potential (AP) 

depolarization and conduction of the electrical impulse within the heart and 

alteration in Na
+
 channels function can favor the triggering of ventricular 

arrhythmias associated with SCD 
2
. Indeed, a prolonged ventricular depolarization 

time associated with widening of QRS complex has also been associated with SCD 

3
. The pore forming α-subunit of the Na

+
 channel, NaV1.5, is encoded by the 

SCN5A gene and many genetic mutations in NaV1.5 or in its interacting proteins 

have been shown to modulate channel function 
4
. Indeed, NaV1.5 has been shown 

to interact with β-subunits, Ca
2+

 calmodulin-dependant protein kinase II 

(CaMKII), syntrophins, protein kinase C (PKC) and several other partners under 

physiological or pathological stimuli 
5
. While genetic mutations in the α-subunit 

and interacting partners have been associated with several disorders such as LQT3 

syndrome, Brugada, sudden infant death syndrome (SIDS), dilated 

cardiomyopathy and conduction defects among others, the mechanisms by which 

INa and NaV1.5 can be regulated in the context of cardiovascular diseases remain 

incompletely understood.  

 

One hallmark of cardiovascular disease is chronic activation of the renin-

angiotensin system (RAS). RAS activation has been previously associated with 

development of hypertension, hypertrophy and heart failure (HF) and these 
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diseases have been linked to arrhythmias in both animal models and humans 
6-9

. A 

key effector of the RAS pathway is angiotensin II (ANGII) and most of its known 

cardiac adverse effects are mediated by the ANGII type 1 receptor (AT1R) 
10

. 

Despite the existence of drugs aimed at controlling the deleterious effects of RAS, 

cardiovascular diseases remain the leading causes of mortality in Western societies 

11
. This suggests that the actual treatments are not optimal yet and that the adverse 

effects of chronic elevation of ANGII levels remain incompletely understood. 

Accordingly, the objective of our study was to elucidate how the ANGII/AT1R 

pathway induces electrical remodeling and affects critical ionic currents, notably 

the NaV1.5 encoded INa, by using a transgenic mouse model with cardiomyocyte 

restricted overexpression of the human AT1R (AGTR1) 
12

. These mice 

progressively develop hypertrophy and structural changes after 50 days of age 

without any change in blood pressure 
6, 12, 13

. Therefore, we used these mice at two 

different ages in order to discriminate the direct effects of AT1R signaling (50-

day, 50d) from the effects of hypertrophy (6-month, 6m) on the Na
+
 channel 

function. Furthermore, we performed additional experiments using human induced 

pluripotent stem cells-derived cardiomyocytes (hiPSC-CM) to provide mechanistic 

insight in a human cardiomyocyte model while complementing animal data. 
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MATERIAL AND METHODS 

A detailed description of the following methods can be found in the online data 

supplement. 

Animals  

All experiments were performed on heterozygous male C57BL/6 AT1R mice of 

either 505 days old (50d; no hypertrophy) or 6-8 months old (6m; presence of 

hypertrophy) and their age-matched wild-type littermate male controls (CTL). 

Animal protocols were conducted in accordance with the Canadian Council 

Animal Care guidelines and conformed to the Guide for the Care and Use of 

Laboratory Animals published by the US National Institutes of Health (NIH 

Publication No. 85-23, revised 1996). The Montreal Heart Institute Animal Care 

Committee has also approved the animal procedures of this study (reference 

number 2014-08-01). 

 

Ventricular mouse myocyte isolation 

Ventricular myocytes were isolated as previously described 
14

 using a modified 

Langendorff perfusion system. Single myocytes were isolated from the right 

ventricular free wall after enzymatic dissociation using Worthington collagenase 

type 2 (73.7 U/ml). 

 

Surface electrocardiogram (ECG)  

Lead I surface ECGs were recorded in anaesthetized (2% isoflurane) mice for 5 

minutes at a rate of 2 kHz after baseline period as previously described 
14

.  

 

hiPSC-CM 

The Cor.4U® human cardiomyocyte derived from induced pluripotent stem 

(hiPSC-CM) cells were kindly provided by Axiogenesis AG and prepared 

according to the manufacturer’s instructions (Cologne, Germany). Cells were 

exposed to a 48-hour treatment with 100 nmol/L ANGII without or with 15 

http://axiogenesis.com/products/human-ipsc-cardiomyocytes.html
http://axiogenesis.com/company/science-technology/induced-pluripotent-stem-cells.html
http://axiogenesis.com/company/science-technology/induced-pluripotent-stem-cells.html
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μmol/L αV5-3, a PKCα translocation inhibitor peptide with a cell-permeable N-

terminal tag 
15

. 

 

Cellular electrophysiology 

All experiments were carried out at room temperature (20–22
o
C). The whole-cell 

voltage- and current-clamp recording methods, data acquisition, voltage-clamp 

protocols, and analysis methods have been described previously 
16

.  

 

Quantitative polymerase-chain-reaction (qPCR) 

qPCR for the α-subunit of NaV1.5 was performed on ventricular mRNA as 

previously published 
16

. Briefly, was isolated (RNeasy Fibrous Tissue kit, Qiagen, 

Mississauga, ON, Canada) and cDNA was synthesized with SuperScriptIII first-

strand (Life Technologies, Burlington, ON, Canada). qPCR (SYBR Green qPCR 

Supermix, Life Technologies) was performed with specific primers for NaV1.5. 

mRNA expression was normalized by the geometric mean of two housekeeping 

genes cyclophyllin and Lamin C. 

 

Western blots 

The protocols used for isolation of sarcolemmal-enriched protein and Western blot 

analysis have been previously described 
6, 17

. In brief, proteins were isolated from 

mouse ventricles, separated by electrophoresis and transferred to PVDF 

membranes. Membranes were incubated overnight at 4°C with rabbit polyclonal 

primary antibodies directed against NaV1.5 (NaV1.5 1:250, Alomone) and PKC 

isoforms (PKCα 1:2000, Cell Signaling; PKCβI 1:1000, Santa Cruz; PKCβII 

1:1000, Santa Cruz; PKCδ 1:5000; PKCε 1:2000, Cell Signaling). Ponceau S was 

used to confirm uniformity of the protein loading and transfer. Bands were 

quantified by densitometry analysis using the Versadoc imaging system and 

Quantity One software (Bio-Rad, CA, USA).  
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Statistical analysis 

Data are expressed as mean  SEM. Unpaired Student t-test and analysis of 

variance (ANOVA) with a Fisher’s post-hoc test were used when appropriate. 

Statistical analysis was performed by Origin 8.0 (OriginLab Corporation, MA, 

USA). The results were considered statistically significant when p<0.05.  
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RESULTS 

QRS complex is prolonged in AT1R mice 

Surface ECG recordings were obtained on anesthetized CTL and AT1R mice of 

50d and 6m. Figure 1 shows that the QRS complex was prolonged in AT1R mice 

of both age groups in comparison with their respective CTL. Moreover, the 

prolongation of the QRS complex was comparable between 6m AT1R mice and 

the 50d mice, indicating that the change in QRS is due to overexpression of the 

AT1R receptor and not secondary to cardiac hypertrophy. 

 

Ventricular action potential configuration is modified in AT1R myocytes 

Current-clamp experiments were performed on freshly isolated ventricular 

myocytes from CTL and AT1R mice of both age groups. Data reported in Table 1 

shows that the action potential amplitude (APA) and the resting membrane 

potential were similar in CTL and AT1R myocytes, however the maximal velocity 

of the action potential upstroke (Vmax) was reduced in AT1R mice of both ages 

suggesting that the alteration in ventricular conduction velocity is independent of 

hypertrophy. 

 

INa density is decreased in AT1R mice 

INa was measured using voltage-clamp techniques on freshly isolated ventricular 

myocytes from 50d and 6m CTL and AT1R mice. Representative INa normalized 

to cell capacitance are shown in Figure 2A. INa current-voltage relationships 

display mean data obtained for each group and INa density was decreased by 60% 

in 50d and 6m AT1R mice (Figure 2B). Cell capacitance was unchanged in 50d 

AT1R (CTL: 141.5±8.5 pF, n=26; AT1R: 140.4±7.7 pF, n=23, p=NS) but 

increased in 6m AT1R (CTL: 155.3±12.5 pF, n=13; AT1R: 207.2±10.2* pF n=16, 

*p<0.05), indicating the presence of cellular hypertrophy. Together the results 

presented thus far indicate that a reduction of INa density independently of cardiac 

hypertrophy is consistent with slower ventricular conduction in mice with AT1R 

overexpression.  

 



   

 98   

 

Ventricular Na
+
 channel expression is only decreased with hypertrophy 

Using qPCR, we compared the mRNA expression of the cardiac Na
+
 channel, 

NaV1.5, in ventricular tissues from CTL and AT1R mice of both ages. Figure 3A 

and 3B show that NaV1.5 transcripts were only reduced in AT1R 6m mice 

indicating that hypertrophy reduces mRNA expression of the NaV1.5 compared to 

50d. Consistent with these results, Western blot analysis on sarcolemmal-enriched 

protein fraction showed that NaV1.5 protein expression was unchanged in 50d 

AT1R mice whereas it was decreased in the 6m AT1R mice compared to age-

matched CTL (Figure 3C and 3D). These results suggest that INa is similarly 

reduced in AT1R mice of both ages, however with the appearance of hypertrophy, 

NaV1.5 expression is affected but yields no further effect on current density. 

 

PKCα is involved in the reduction of INa caused by angiotensin II 

AT1R signaling cascades involve, among many mediators, activation of PKC 10, 

18. In addition, previous studies have demonstrated that NaV1.5 can be modulated 

by PKC 19-21. Thus, we hypothesized that AT1R stimulation induces PKC 

activation and affects INa. Accordingly, using CTL ventricular myocytes, we 

tested if PKC activation by the non-selective PKC activator, phorbol 12-myristate 

13-acetate (PMA) could affect INa. Data reported in Figure 4A shows that PMA 

decreases INa density, supporting the notion that PKC activation could be 

potentially implicated in the reduction of INa in AT1R mice. Therefore, PKC 

activity was evaluated in AT1R mice. Since PKC activation requires translocation 

of the various PKC isozymes to the membrane and binding to their specific 

receptor for activated C-kinase (RACK) protein 22, the sarcolemmal expression of 

various PKC isoforms were examined as a measure of PKC activation. Western 

blot analysis of PKCα, βI, βII, δ and ε isoforms were performed on 50d and 6m, 

CTL and AT1R mice (Figure 5). Data shows that the sarcolemmal PKCα levels 

were increased in AT1R mice at both ages whereas none of the other PKC 

isoforms translocated. To establish the involvement of PKCα in the ANGII-

induced INa reduction, hiPSC-CM were used. Figure 6 shows that treatment with 
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ANGII (100 nM) for 48 h produced a reduction in INa density in hiPSC-CM as 

observed in ventricular myocytes from AT1R mice. To determine the role of 

PKCα in this reduction, cells were incubated concomitantly with ANGII and αV5-

3, a selective PKCα translocation inhibitor. Data on Figure 6 shows that αV5-3 

was able to prevent the reduction in INa induced by ANGII thereby implicating 

PKCα in this regulation. Furthermore, this finding also demonstrated that, 

similarly to the AT1R mice, a chronic pathophysiologically relevant concentration 

of ANGII affects INa in hiPSC-CM thereby validating the AT1R mouse in a 

human cardiomyocyte model. 
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DISCUSSION 

In order to determine how ANGII contributes to detrimental cardiac electrical 

remodeling, we used mice with cardiac specific AT1R overexpression. Our in vivo 

data shows that AT1R overexpression causes a widening of the QRS complex. 

This observation was correlated with a slower Vmax attributable to a 60% reduction 

in the density of the ventricular INa. Interestingly, we found that INa was reduced 

similarly at 50d and 6m suggesting that the observed electrical remodeling is 

independent of hypertrophy and attributable to direct AT1R stimulation. This 

reduction in INa could not be explained by a transcriptional regulation of its 

corresponding Na
+
 channel NaV1.5 as opposed to what was previously observed in 

these mice for Ca
2+

 and K
+
 currents 

6, 13
. However, we were able to show an 

increase in PKCα translocation, suggesting greater activation of PKCα that was 

evident at 50d and maintained at 6m. The involvement of PKCα in the regulation 

of INa was subsequently demonstrated in hiPSC-CM exposed to a 

pathophysiological concentration of ANGII (100 nmol/L). In hiPSC-CM, ANGII 

caused a reduction in the density of INa, similarly to AT1R mice and the addition a 

PKCα translocation inhibitor prevented the effects of ANGII on INa. Our data in 

hiPSC-CM therefore, provides results that are applicable to human cardiac 

physiology in addition to validating the relevance of our mouse model to study the 

role of ANGII in modulating the cardiac INa.  

 

Electrical disturbances associated with ANGII 

AT1R mice provide one way of studying the effects of the ANGII/AT1R cascade 

in heart disease; however, in order to gain further insight into the role of RAS 

pathway activation in cardiac hypertrophy and electrical remodeling 

accompanying HF, several mouse models have been created including a transgenic 

mouse with cardiac specific overexpression of the angiotensin-converting-enzyme 

(ACE8/8) 
9, 23

. Nevertheless, unlike the AT1R, it was shown that ACE8/8 mice 

developed decreased systolic pressure, no ventricular hypertrophy, neither 

differences in QRS duration nor INa alterations 
9, 23

. Possible reasons for these 
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phenotypic differences might be a lower direct cardiac AT1R stimulation 

occurring in the ACE8/8 because a local increase in ACE and ANGII production 

could cause a downregulation of the AT1R. Furthermore, feedback from 

hemodynamic alterations could also affect differently the heart.  

In regards to cellular models used to understand the effects of ANGII, it was 

shown that in H9C2 cells treated with ANGII (100nM) for 48 h that INa was 

reduced through downregulation of SCN5A mRNA expression 
24

. More recent 

studies on hiPSC-CM and hESC-CM have shown that ANGII was responsible for 

a decrease in INa that was caused by an alternative splicing mechanism of the 

SCN5A 
25, 26

. However the implication of hypertrophy and PKCα was not 

determined in these studies. Here, we show that hypertrophy plays a major role in 

regulating mRNA expression of NaV1.5 since conversely to 50d AT1R; 6m AT1R 

mice exhibited decreased NaV1.5 mRNA expression levels in comparison to CTL. 

Nevertheless, this reduction in Na
+
 channel expression did not further decrease the 

current density. PKCα on the other hand, appeared to be activated early on 

following AT1R stimulation and remained active throughout the development of 

hypertrophy suggesting it might have a key regulator role of INa. Overall, only a 

few studies have examined the mechanisms underlying the ANGII modulation of 

INa and, to our knowledge, none have discriminated between direct effects of 

AT1R versus the alterations that occur secondary to AT1R-induced hypertrophy. 

By discerning these two phenotypes, we were able to demonstrate using transgenic 

approach and human iPSC-CM that AT1R stimulation reduces INa independently 

of hypertrophy through sustained PKCα activation therefore providing new insight 

on the regulation of cardiac arrhythmias associated with ANGII.  

 

Protein Kinase C signaling downstream of AT1R 

AT1R signaling has been associated with activation of multiple PKC isozymes. 

Previously, it was shown that membrane translation of PKCε was increased in 

AT1R overexpressing mice, but when the AT1R receptor lacked the Gαq/Gαi 

underlying subunits, the translocation disappeared suggesting that PKCε was 

associated with direct AT1R signaling and Gq activation 
8
. However, in that study 
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it was not tested whether other isoforms of PKC were modulated. In our hands, 

PKCε was not affected by AT1R overexpression. Furthermore, in our study, we 

probed for various PKC isoforms in sarcolemma-enriched and not particulate 

fractions therefore avoiding multiple subcellular membranes. We only found a 

stable and increase in PKCα translocation suggesting it may have an important 

role in modulating sarcolemma-bound targets such as ion channels, including 

NaV1.5.  

 

It has previously been shown that the activation of PKC plays an important role in 

heart disease 
27

. Indeed, it was suggested by several authors that each PKC isoform 

might have a distinct role under specific pathological stimuli 
27, 28

. For example, 

many associations have been reported between PKCα and the development of 

cardiac hypertrophy 
29-32

. Furthermore, PKCα/ε are activated in pressure overload-

induced HF in rats and the treatment with an ACE inhibitor reduces PKC 

activation 
33

. Another study showed PKCβ was increased with hypertension-

induced HF and that AT1R blockade could reverse this activation 
34

. In our model, 

hypertrophy but not hypertension is present suggesting in accordance with other 

studies that PKCα acts as a hypertrophy-related isoform while PKCε and β 

activation seem to be following hypertension or increase in pressure overload. 

Interestingly, PKCα, PKCβ, PKCε and PKCδ translocation to the particulate 

fraction were increased in human hearts with dilated cardiomyopathy. Indeed, in 

human HF where several pathological stimuli are likely to be present at once, an 

increased activation of various PKC isoforms is therefore not surprising, whereas 

in animal models, HF is often induced through one particular stimulus. 

 

NaV1.5-PKC interaction 

Interactions between PKC and Nav1.5 have been previously demonstrated 
20

. 

However, the role of each PKC isoforms in the regulation of Nav1.5 requires 

further elucidation. For instance, in chromaffin and HEK cells, the activation of 

the conventional PKCs decreases INa by promoting channel internalization 
19, 35

. In 

HEK cells, this internalization was blunted by reactive oxygen species (ROS) 
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inhibition using apocyanin. Thus, it is likely that the INa reduction observed in our 

study could be the consequence of PKCα mediated channel internalization. While 

PKCα activation could also cause a decrease channel open probability, it remains 

to be elucidated which of these mechanisms is at play. 

In conclusion, this study shows that chronic AT1R activation in mice leads to 

decreased in INa density consistent with QRS prolongation and reduced ventricular 

conduction. These changes occur independently of cardiac hypertrophy suggesting 

a direct role for ANGII/AT1R in inducing electrical remodeling. The reduction in 

INa appeared to implicate PKCα activation and inhibition of its translocation 

restored INa density suggesting a potential interaction with NaV1.5. Of note, these 

findings were shown in hiPSC-CM which allowed us to extend the mechanism of 

ANGII regulation of INa to a human cardiomyocyte context. Our findings provide 

mechanistic insights on the role of ANGII-PKCα in ventricular arrhythmia 

associated with cardiovascular diseases. 
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Table 1. Action potential parameters related to Na
+
 current in ventricular 

myocytes from control and AT1R mice in absence (50d) or presence (6m) of 

hypertrophy. 

 
50d 6m 

CTL AT1R CTL AT1R 

APA (mV) 
129.5±1.6 

(19) 

123.4±2.0 

(21) 

129.9±4.0 

(12) 

119.8±3.8 

(15) 

Vmax (mV/ms) 
107.7±4.2 

(19) 

76.1±4.3* 

(21) 

110.7±5.9 

(12) 

71.7±5.6* 

(15) 

RMP (mV) -76.0±0.5 (25) -76.1±0.6 (25) -77.1±0.5 (18) -76.0±0.7 (16) 

Action potential amplitude (APA), Maximal velocity of the action potential 

upstroke (Vmax), Resting membrane potential (RMP). Numbers of cells are shown 

in parenthesis (
*
p<0.05 versus age-matched CTL).  
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Figure 1. QRS complex is prolonged in AT1R mice. A) Representative ECG 

traces in lead I configuration from 50-day (50d) control (CTL, n=11) and AT1R 

(no hypertrophy, n=7) mice showing a widening of the QRS complex. B) The 

prolongation of the QRS duration is also observed in 6m mice without showing 

further alteration with hypertrophy development (CTL n=9, AT1R n=9). C) Mean 

data showing a 30% prolongation of the QRS complex are presented in bar graph 

(*p<0.05 versus age-matched CTL). 
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Figure 2. INa is reduced in AT1R mice in comparison to CTL. A) Typical INa 

recordings on freshly isolated ventricular myocytes of CTL and AT1R mice before 

(50d) and after (6m) the development of hypertrophy. Protocol is shown in inset. 

B) Mean data are represented in the IV curves where INa density is decreased by 

60% in AT1R (50d: n=23, 6m: n=16) mice compared to CTL (50d: n=26, 6m: 

n=13) (*p<0.05 versus 50d CTL, † p<0.05 versus 6m CTL). 
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Figure 3. mRNA and protein NaV1.5 expression is only reduced with 

hypertrophy. A) Mean qPCR data showed that without hypertrophy (50d) 

ventricular NaV1.5 mRNA level is similar between CTL and AT1R mice while the 

expression is reduced with the development of hypertrophy (6m) (B). Cyclophyllin 

and Lamin C were used as housekeeping genes (50d CTL: n=9, 50d AT1R: n=6, 

6m CTL: n=8, 6m AT1R: n=6). C-D) Western blots for NaV1.5 were loaded with 

enriched-sarcolemmal protein fraction from CTL and AT1R ventricles from 50d 

and 6m mice. Mean data show that protein NaV1.5 expression is unchanged 

between 50d CTL and AT1R mice whereas its expression is decreased in 6m 

AT1R mice (A.U. Arbitrary unit) (n=4 in each group; *p<0.05 versus age-matched 

CTL). 
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Figure 4. PMA decreases INa density. Left- Typical examples of superimposed 

INa recordings at maximal peak density showing a reduction of INa with PMA 

treatment (100nM X 15min). Right- IV curve showing the mean data of recorded 

currents from CTL (n=6) and PMA-treated cells (n=4) (*p<0.05 versus CTL). 
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Figure 5A. PKCα expression is increased at the sarcolemmal level in AT1R 

mice of both ages. Western blots from 50d (5A) and 6m (5B) CTL and AT1R 

mice for various PKC isoforms (α, βI, βII, δ, ε). PKC activation was assessed by 

loading the enriched-sarcolemmal protein fraction on the gel which presents the 

amount of protein translocated to the membrane. Mean data are presented in bar 

graphs, only PKCα is increased at the membrane under AT1R overexpression (n=4 

for each group, *p<0.05 versus age-matched CTL). 

 

  

A 
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Figure 5B. PKCα expression is increased at the sarcolemmal level in AT1R 

mice of both ages. Western blots from 50d (5A) and 6m (5B) CTL and AT1R 

mice for various PKC isoforms (α, βI, βII, δ, ε). PKC activation was assessed by 

loading the enriched-sarcolemmal protein fraction on the gel which presents the 

amount of protein translocated to the membrane. Mean data are presented in bar 

graphs, only PKCα is increased at the membrane under AT1R overexpression (n=4 

for each group, *p<0.05 versus age-matched CTL). 

  

B 
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Figure 6. PKCα is involved in INa density reduction induced by ANGII in 

hiPSC-CM. Using the αV5-3 inhibitor peptide, the role of PKCα in the ANGII-

reduction of INa was assessed. A) Following one week of quiescent culture, hiPSC-

CM was paced until patched between day 21
st
-23

rd
 of culture. Cells were treated 

with 100 nM ANGII or 100 nM ANGII + 15 μM αV5-3 for 48 h. Left- 

Superimposed INa recordings at peak density are shown and were obtained using 

the protocol in inset. Right- Mean data are shown in the IV curve. INa is reduced by 

37% in hiPSC-CM cells treated with ANGII (n=8) compared to controls (CTL 

n=6) and αV5-3 co-treatment with ANGII restored the current (n=7) (*p<0.05 

versus CTL, †p<0.05 versus ANGII).  
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SUPPLEMENTAL MATERIAL 

 

Reduction in Na
+
 Current by Angiotensin II is Mediated by PKCα in Mouse 

and Human Cardiomyocytes 

 

MATHIEU S. et al. 

 

 

METHODS 

Animals 

We performed our study using heterozygous male C57BL/6 AT1R (angiotensin II 

type 1 receptor) mice aged either 50  5 days old (50d; no hypertrophy) or 6–8 

months old (6m; presence of hypertrophy) and age-matched wild-type littermate 

male controls (CTL). Generation of the AT1R mice with cardiac specific 

overexpression of the human AT1R has been previously published 
1
. Briefly, 

cardiomyocyte overexpression was achieved by expression of the human AT1R 

(AGTR1) under the control of the α myosin heavy chain (Myh6) promoter. All 

animal protocols were conducted in accordance with the Canadian Council Animal 

Care guidelines and conformed to the Guide for the Care and Use of Laboratory 

Animals published by the US National Institutes of Health (NIH Publication No. 

85-23, revised 1996). The Montreal Heart Institute Animal Care Committee has 

also approved the animal procedures used in this study (reference number 2014-

08-01). 

 

Ventricular mouse myocyte isolation 

Briefly, to avoid blood coagulation, heparin (1 u/kg, i.p.) was administered i.p. in 

mice 15 minutes prior to anesthesia by isoflurane and sacrifice by cervical 

dislocation. Then, the heart was rapidly excised, hung on a modified Langendorff 

apparatus and retrogradely perfused (2 mL/min) with four different solutions at 

37°C. First, a HEPES-buffered Tyrode’s solution containing (in mmol/L): 130 
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NaCl, 5.4 KCl, 1 CaCl2, 1 MgCl2, 0.33 Na2HPO4, 10 HEPES, 5.5 glucose (pH was 

adjusted to 7.4 with NaOH) was perfused. After, Ca
2+

 was washed out by changing 

to a Ca
2+

 free HEPES-buffered Tyrode’s solution. Thirdly, the heart was digested 

for 21-26 minutes with the Ca
2+

 free HEPES-buffered Tyrode’s solution in which 

was added (in mmol/L) 0.03 CaCl2, 20 taurine and 0.1% bovine serum albumin 

(BSA, Sigma-Aldrich Co., St Louis, Mo, USA) and 73.7 U/ml type II collagenase 

(Worthington Co. Ltd, Freehold, NJ, USA). Finally, the last 5 minutes were 

perfused with a Kraft-Brühe (KB) solution containing (in mmol/L): 100 K-

glutamate, 10 K-asparate, 25 KCl, 10 KH2PO4, 2 MgSO4, 20 taurine, 5 creatine, 

0.5 EGTA, 5 HEPES, 20 glucose, 0.1% BSA (pH to 7.2 with KOH). Next, the 

heart was removed and the right ventricle free wall was minced into KB solution, 

isolated ventricular myocytes were obtained by titration and conserved at 4°C in 

KB until needed. Rod-shaped myocytes were obtained from dissociation and 

dispersion of the right ventricular free wall to avoid transmural gradient 
2
. 

 

Surface electrocardiogram (ECG)  

Mice were anaesthetized with isoflurane (2%). Mouse body temperature was 

maintained at 37°C using a heating pad. Platinum electrodes were positioned 

subcutaneously and surface ECG was acquired in lead I configuration at the rate of 

2 kHz using the Biopac acquisition System MP100 (EMKA Technologies, Paris, 

France). The signal was amplified, filtered at 100 Hz (low-pass) and 60 KHz 

(notch filter). Data were analyzed using ECG auto v2.8.1.18 (EMKA 

Technologies, Paris, France). Duration of QRS complex was calculated manually 

by a blinded observer from signal averaged ECG recordings (500-1000 cardiac 

cycles). 

 

hiPSC-CM culture 

Cardiomyocytes derived from human induced pluripotent stem cells Cor.4U


 

(hiPSC-CM) were obtained from Axiogenesis AG (Cologne, Germany). Cells 

were thawed and plated following the manufacturer’s instructions and after one 

week of culture, they were transferred into C-dishes (IonOptix, Milton, U.S.A) and 
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electrically paced (2.5V/cm; 1 Hz) for two weeks using the C-Pace EP culture 

stimulator (IonOptix, Milton, U.S.A). Following the 2-week pacing protocol, 

drugs (information can be found under the patch-clamp section) were added to 

media and treatment was continued for an additional 48 h.  

 

Patch-clamp (current- and voltage-clamp) 

Whole-cell current-clamp technique was performed at room temperature as 

described previously 
3
. Action potential amplitude (APA) was determined by the 

difference between the baseline and the maximal point of the upstroke of the 

action potential. Vmax was obtained with clampfit (Molecular Devices, Foster City, 

USA) by determining the slope of the depolarizing phase of the AP and resting 

membrane potential measured. Voltage-clamp experiments were realized in 

whole-cell configuration using borosilicate glass pipettes (WPI, Sarasota, FL, 

USA) of maximum 3 MΩ resistance and were filled with internal solution (in 

mmol/L): 132.5 CsF, 5 NaCl, 5 MgATP, 10 EGTA, 5 HEPES (pH adjusted to 7.2 

with CsOH). Sodium current (INa) from mouse ventricular myocytes were 

measured at 22±1°C with the external solution containing (in mmol/L): 132.5 

CsCl, 5 NaCl, 1 CaCl2, 1 MgCl2, 20 HEPES, 10 glucose (pH adjusted to 7.35 with 

CsOH) as previously reported 
4
. During experiments conducted on hiPSC-CM, 

bath was perfused at 22±1°C with the following solution (in mmol/L): 102.5 CsCl, 

30 NaCl, 1 CaCl2, 1 MgCl2, 20 HEPES, 10 glucose, 0.1 CdCl2 (pH adjusted to 

7.35 with CsOH). Adult ventricular mouse myocytes were held at -90 mV, INa was 

obtained by imposing 40 ms voltage step from -90 mV to +15 mV. The protein 

kinase C (PKC) activator, phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA, 100 nmol/L, 

Sigma), was added to the external bath solution. Cells were perfused for 10 min 

before beginning of recordings. hiPSC-CM cells were held at -80 mV and INa was 

obtained by imposing 40 ms voltage step from -70 mV to +25 mV. Na
+
 current 

protocols were performed and data acquired with Clampex 10.2 (Molecular 

Devices, Foster City, USA). Voltage-clamp recordings were low-pass filtered (1 

KHz) and digitized 10 KHz. Series resistance were compensated at 75%. All 

currents were normalized to cell capacitance. Recordings were performed at day 
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21-23 post thawing. Additionally, in some experiments cells were exposed to a 48-

hour treatment with 100 nmol/L angiotensin II without or with 15 μmol/L αV5-3, a 

PKCα inhibitor peptide with a cell-permeable N-terminal tag (YGRKKRRQRRR) 

(amino acid sequence: QLVIAN, GenScript) 
5
. 

 

Quantitative polymerase-chain-reaction (qPCR) 

qPCR for the α-subunit of the Na
+
 channel Nav1.5 was performed as previously 

published 
4
. Briefly, total RNA was isolated from the ventricles with a RNeasy 

Fibrous Tissue kit (Qiagen, Mississauga, ON, Canada) and treated with DNase I to 

prevent contamination by genomic DNA. cDNA was then synthesized with 

SuperScriptIII first-strand (Life Technologies, Burlington, ON, Canada). Primers 

specific for Nav1.5 were used (Fwd: 5’TGCCACCAATGCCTTGTACG3’, Rev: 

5’ATGGCGGTGAAGGTGTACTC3’) and qPCR was performed with Platinum 

SYBR Green qPCR Supermix (Life Technologies) using real-time PCR system 

(MX3005P QPCR system, Stratagene). The primers were used at a concentration 

of 300 nM. The same three-step PCR protocol was used for Nav1.5 and the two 

housekeeping genes, DNA double-strand dissociation at 95°C for 30s, annealing at 

55°C for 1min and elongation at 72°C for 1min. mRNA expression was 

normalized by the geometric mean of two housekeeping gene cyclophyllin (Fwd: 

5’CCGATGACGAGCCCTTGG3’, Rev: 5’GCCGCCAGTGCCATTATG3’) and 

Lamin C (Fwd: 5’GGCTACAGACGCTGAAGGAG3’, Rev: 

5’CTGTTCCACCTGGTCCTCAT3’) as well as adjusted to a calibrator conserved 

in every plate to assure reproducibility.  

 

Western blots 

Sarcolemmal-enriched protein were obtained as previously reported 
6
. Briefly, 

ventricles were homogenized in an ice-cold buffer containing a cocktail of 

protease and phosphatase inhibitors. Preparation was centrifuged at 10 000g for 10 

min to remove cell debris. Surpernatant was then centrifuged at 200 000g. The 

following pellet was then resuspended in the homogenizing buffer with 0.6M KCl 

and incubated for 30 min to dissociate myofibrillar proteins. Samples were 
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centrifuged at 200 000g, afterwards, pellet was washed three times with the 

homogenizing buffer and used as sarcolemmal-enriched protein. Samples were 

kept at -80°C until needed. Protein concentration for all samples was assessed at 

once using the standard Bradford assay (Bio-Rad). The protein samples (30 

μg/lane) were then separated using SDS-PAGE precast gradient gel (5-10%, 

Biorad) and electrophoretically transferred onto polyvinylidene difluoride (PVDF) 

membranes. Ponceau S was used to confirm uniformity of the protein loading and 

transfer. Membranes were blocked in Tris-buffered saline (TBS) containing 5% 

nonfat dry milk and 1% Tween 20, and then incubated overnight in a fresh aliquot 

of the same solution to which primary antibodies were added (NaV1.5 1:250 

Alomone, PKCα 1:2000 Cell Signaling, PKCβI 1:1000 Santa Cruz, PKCβII 1:1000 

Santa Cruz, PKCδ 1:5000, PKCε 1:2000 Cell Signaling). The membranes were 

then washed in TBS containing 1% milk and 1% Tween 20. After hybridization 

with horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody, immunoreactive 

bands were detected using enhanced chemiluminescence reagents (PerkinElmer 

Life Sciences, Ontario, Canada). Sarcolemmal protein expression was determined 

by quantifying the intensity (QuantityOne, Bio-Rad, Ontario, Canada) of the bands 

acquired with VersaDoc imaging system (MP4000, Bio-Rad) and averaging the 

values for each group. 
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4.1 Avant-propos 

Ce deuxième projet porte sur les différences mâles femelles dans l’IC 

développée en réponse à une surexpression au niveau des cardiomyocytes du 

récepteur de type 1 de l’ANGII (AT1R). 

Peu d’études jusqu’à ce jour ont comparé les effets de l’ANGII entre les 

sexes dans le remodelage associé à l’IC. L’ANGII est l’un des principaux 

médiateurs de l’IC et une diminution de sa production chez les patients souffrant 

d’IC entraîne des effets bénéfiques majeurs. De plus, l’ANGII a un rôle important 

dans l’hypertension et les femmes qui en souffrent sont plus sujettes que les 

hommes à développer de l’IC. Conséquemment, il semble pertinent d’étudier la 

susceptibilité à l’ANGII entre les sexes. Pour ce faire, le modèle de souris AT1R a 

été utilisé puisque l’effet chronique de l’activation du récepteur AT1 entraîne des 

arythmies et un remodelage ventriculaires. Les souris ont été étudiées entre six et 

huit mois puisqu’à cet âge aucun décès n’a été répertorié chez les mâles AT1R 

alors que la mortalité chez les femelles AT1R est déjà présente. Plusieurs 

techniques ont été réalisées afin de comparer le remodelage structurel, électrique et 

contractile entre les sexes telles que l’ECG, le patch-clamp, les transitoires 

calciques et les étincelles calciques. 
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RÉSUMÉ 

L’IC est responsable d’un taux de mortalité élevé et affecte différemment les 

hommes et les femmes. Ainsi, les femmes sont plus à risque de développer de l’IC 

en réponse à l’hypertension artérielle ou le diabète alors que les hommes sont plus 

susceptibles à la suite d’un infarctus du myocarde. De plus, les femmes 

développent plus souvent une ICpEF et les hommes une ICrEF. Toutefois, les 

causes sous-jacentes à ces différences demeurent inconnues et nécessitent des 

études plus approfondies. Par conséquent, des souris transgéniques des deux sexes 

surexprimant au niveau des cardiomyocytes le récepteur AT1 (AT1R) ont été 

comparées. De façon intéressante, les souris AT1R femelles ont un taux de 

mortalité (21 %) plus important que les mâles AT1R (5,5 %). En comparaison aux 

mâles AT1R, une augmentation de 57 % de l’index de masse ventriculaire gauche, 

un élargissement de 18 % de la dimension interne du ventricule gauche et un 

allongement de 23 % des cardiomyocytes ont été mesurés chez les femelles AT1R. 

De plus, les femelles CTL présentent une réduction de 54 % du contenu du 

réticulum sarcoplasmique et une diminution de 30 % du transitoire calcique en 

comparaison aux mâles CTL ce qui peut contribuer à expliquer leur plus grande 

sensibilité à l’hypertrophie. Spécifiquement, il a été observé uniquement chez les 

femelles AT1R que le temps pour atteindre 50 % de déclinaison du transitoire 

calcique est plus long de 39 % en comparaison aux femelles CTL. La fréquence 

des étincelles calciques est augmentée de 187 % chez les femelles AT1R, mais 

n’est pas changée chez les mâles AT1R comparativement à leur CTL respectif. 

Ces modifications peuvent altérer un fonctionnement adéquat du cœur et favoriser 

la genèse d’arythmies comme la post-dépolarisation précoce. En résumé, ces 

résultats suggèrent que les femelles ont une plus grande sensibilité à l’activation 

chronique du récepteur AT1 qui pourrait entraîner une hypertrophie, une 

dysfonction systolique et des troubles de l’homéostasie calcique plus sévère chez 

celles-ci. 

Mots-clés : Hypertrophie, Différences entre les sexes, Homéostasie calcique, 

Angiotensine II, Courants ioniques  
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ABSTRACT 

Heart failure (HF) is associated with high mortality and affects differently men and 

women. For instance, women are more prone to develop HF following 

hypertension while men are more at risk following myocardial infarction. 

Importantly, the underlying mechanisms for these disparities in HF remain largely 

unexplored and warrant further investigation. Accordingly, transgenic mice with 

HF due to cardiomyocyte-specific overexpression of the human angiotensin II type 

I receptor (AT1R) were used. Interestingly, we found that female AT1R mice had 

a higher mortality (21%) rate than AT1R males (5.5%). In comparison to AT1R 

males, AT1R females showed a 57% increase in left ventricular mass index, a 18% 

enlargement in left ventricular internal dimension in diastole and a 23% increase in 

myocyte length. Furthermore, a 54% reduction in sarcoplasmic reticulum Ca
2+

 

load and a 30% decrease in Ca
2+

 transient were measured in CTL females in 

comparison to CTL males which can contribute to the higher female susceptibility 

to hypertrophy. Specifically, in AT1R females, but not in AT1R males, Ca
2+

 

extrusion duration was 39% longer at time to 50% decay compared to sex-matched 

CTL. In addition, Ca
2+

 spark frequency was increased by 187% in AT1R females 

but did not change in AT1R males comparatively to their sex-matched CTL. These 

modifications could alter function and favour the development of arrhythmias such 

as delayed afterdepolarizations. Altogether, these results suggest that females have 

a higher sensitivity to AT1R overexpression that leads to more severe cardiac 

hypertrophy, dysfunction and compromised Ca
2+

 dynamics. 

 

Keywords: Hypertrophy, Sex differences, Ca
2+

 handling, Angiotensin II, Ionic 

currents  
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INTRODUCTION 

It is now recognized that hormonal regulation can greatly impact cardiac function. 

Several years ago, it was shown that menopause can worsen cardiovascular 

condition, mainly due to estrogen deprivation, thereby explaining why women 

develop certain cardiac diseases about 7-10 years later than men 
1
. Studies have 

shown that several functional sex steroid receptors are expressed in human and 

animal hearts 
2-5

. Together, these observations support a direct role for sex 

hormones in regulating cardiac function and expression of various targets during 

health and disease.  

 

Important sex differences in the manifestation and risk factors associated with 

heart failure (HF) exist. More women develop HF with preserved ejection fraction 

(HFpEF) whereas men usually suffer from HF with a reduced ejection fraction 

(HFrEF) 
8, 11, 12

. Women are more at risk to develop HF if they suffer from 

hypertension or diabetes and have a lower survival rate post-MI 
7, 11, 29

. 

Furthermore, Gerdts et al. have shown that before therapy, women had higher 

prevalence of left ventricular hypertrophy than men suggesting that they may be 

more susceptible to cardiac remodeling 
13

. Indeed, left ventricular hypertrophy is 

an important risk factor of cardiac mortality and sudden cardiac death (SCD) and it 

remains unknown why women are more prone to develop a more severe 

hypertrophic phenotype 
14, 15

. Indeed in 2008, according to the American Heart 

Association, HF was responsible for the deaths of 124,598 men vs. 156,839 

women 
31

. Besides, congestive HF in women represented 62.5% of all deaths 

attributed to HF. Furthermore, hospitalization in the US for HF between 1980 and 

2006 was higher in women than men, suggesting that women show a worse 

prognosis 
30

. The reasons underlying this worse HF prognosis and higher 

sensitivity to the effects of hypertension remain largely unexplored and there is a 

need to understand the cellular and molecular underpinnings of these sex 

differences in order to treat women more appropriately and develop more effective 

therapies.  
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Previously, it has been shown that angiotensin II (ANGII), the main effector of the 

renin-angiotensin system (RAS), is a major mediator of HF and hypertension 
16

. 

Indeed, the development of HF is associated with a chronic activation of the RAS 

where chronic ANGII results in structural and electrical remodeling of the heart 
16

. 

Previously, we showed that cardiomyocyte specific overexpression of the human 

ANGII type 1 receptor (AT1R) induces cardiac systolic dysfunction, hypertrophy 

and electrical remodeling 
17-19

. Unfortunately, it remains incompletely understood 

how various processes implicated in the development of HF, such as cardiac 

dysfunction, hypertrophy and ion channel remodelling differ between males and 

females as a result of chronic ANGII stimulation. Since women are more 

susceptible to develop HF in response to hypertension compared to men 
7, 11

, we 

hypothesized that females are more sensitive to ANGII which would contribute to 

the worsening of the pathology compared to males. Thus, in this study, we sought 

to address these questions by studying the direct impact of cardiomyocyte specific 

AT1R overexpression on survival rate, cardiac systolic dysfunction, hypertrophy 

and electrical remodeling in male and female mice. 

 

Here, we report that the female AT1R exhibit a higher mortality rate compared to 

their male counterparts. This was associated with a greater ventricular excentric 

hypertrophy, an increase in Ca
2+

 sparks frequency, smaller Ca
2+

 transients and 

slower Ca
2+

 reuptake in AT1R females compared to AT1R males. Together, these 

findings may contribute to the higher mortality rate in females with AT1R 

overexpression.  
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METHODS 

A detailed description of the methods can be found in the online data supplement. 

Animals 

Heterozygous male and female C57BL/6 transgenic mice with a cardiomyocyte 

specific overexpression of AGT1R 
17

 (AT1R mice) and their sex-matched wild-

type littermates (CTL) were used at the age of 6-8 months to study cardiac systolic 

dysfunction, hypertrophy and electrical remodeling. AT1R mice colony was 

followed from birth to 15 months of age and deaths were counted for the entire 

duration of the survival study. All animal protocols were conducted in accordance 

with the Canadian Council Animal Care guidelines and conformed to the Guide 

for the Care and Use of Laboratory Animals published by the US National 

Institutes of Health (NIH Publication No. 85-23, revised 1996). The Montreal 

Heart Institute Animal Care Committee has also approved the animal procedures 

of this study (reference number 2014-08-01). 

 

Surface ECG 

As previously described, surface electrocardiogram (ECG) in lead I configuration 

were recorded at a rate of 2 kHz for 5 minutes in mice anaesthetized with 2% 

isoflurane 
18

.  

 

Ventricular myocytes isolation 

The ventricular myocytes isolation protocol was performed as previously 

described 
20

. Briefly, each mouse was anesthetized with isoflurane, injected IP 

with 100 U heparine (1000 U/mL), heart was removed rapidly and hung on a 

modified Langendorff apparatus. Single myocytes were obtained following 

enzymatic digestion and dissociation of the right ventricle using Worthington 

collagenase type 2 (73.7 U/ml, Worthington Co. Ltd, Freehold, NJ, USA ). 
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Cellular electrophysiology 

Recordings of Na
+
 current (INa) and K

+
 currents were obtained using the voltage-

clamp technique in whole-cell configuration at room temperature (20-22
c
C) 

whereas L-type Ca
2+

 current (ICaL) was recorded at 37°C. The voltage-clamp 

protocols, recording methods and data acquisition have already been described 

elsewhere 
21-23

. 
 

 

Echocardiography 

Short axis view two-dimensional guided M-mode echocardiography was 

performed in mice under conscious sedation with 15 µL/g i.p. of a 1:1 mixture of 

fentanyl (5 µg/ml) and droperidol (250 µg/ml) as previously described to 

determine cardiac systolic function and left ventricle morphological parameters 
18, 

24
.  

 

Ca
2+

 transients 

Myocytes were preincubated with 10 μmol/L Fura-2AM (Molecular Probes). 

Then, Ca
2+

 transients were recorded on field stimulated myocytes at a frequency of 

2 Hz at 37°C. The myocyte sarcoplasmic reticulum (SR) Ca
2+

 content was 

measured following fast perfusion (1 s) of 10 mmol/L caffeine on a quiescent cell. 

Recordings were acquired using Felix 4.1.0 (Photon Technologies International 

(PTI), Birmingham, NJ) and analyzed using Clampfit 10.2 (Molecular Devices, 

Foster City, USA). 

 

Ca
2+

 sparks 

Ventricular myocytes were preincubated with 10 μmol/L Fluo-4AM and Ca
2+

 

sparks on quiescent ventricular myocytes were acquired using a Zeiss LSM 710 

laser scanning microscope in linear scan mode. Ca
2+

 sparks parameters were 

measured using Image J plugin sparkmaster. 
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Statistical analysis 

Data were expressed as mean  S.E.M, “N” indicate the number of mice and “n”, 

the number of cells. An Anova followed by a Fisher’s post hoc test for comparison 

of the groups was performed using Origin 8.0 (OriginLab Corporation, MA, 

USA). Survival rate was analyzed using Cox regression model. A p<0.05 was 

considered statistically significant. 
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RESULTS 

 

Early and higher mortality rate is observed in female AT1R 

During the first 15 months following birth, all deaths from the AT1R colony were 

collected and reported into a Kaplan-Meyer survival curve (Figure 1). During the 

monitored period, the survival rate of female AT1R mice decreased by 21% vs. 

5.5% in AT1R males compared to sex- and age-matched CTL. Importantly, the 

data also showed that female AT1R mice began to die around the age of 3 months 

whereas male AT1R mortality did not begin before the age of 9 months. Together, 

these observations suggest that females are more affected by cardiomyocyte 

specific AT1R overexpression and may present more severe cardiac alterations 

promoting their premature death. Since the two main causes of death from heart 

failure are considered to be SCD and myocardial stunning 
25, 26

, in the next series 

of experiments, we compared the cardiac electrical and mechanical remodeling of 

both male and female AT1R mice in order to provide functional evidence 

explaining the higher female mortality. 

 

Ventricular electrical remodeling is similar between male and female AT1R 

mice 

We first examined ventricular electrical properties between male and female AT1R 

mice in order to determine whether the higher mortality in females could be 

attributable to alterations in electrical remodeling associated with an increased risk 

of ventricular arrhythmias. Accordingly, surface ECG recordings show that the 

QRS complex, a measure of ventricular depolarization, was similarly reduced in 

AT1R mice of both sexes (in ms, M CTL: 17.0±0.6 N=9, M AT1R: 21.7±0.6* 

N=9, F CTL: 16.0±0.8 N=9, F AT1R: 21.2±1.9* N=6; *p<0.05 compared to sex-

matched CTL; male data is reported from Mathieu et al. in revision for Heart 

Rhythm). Furthermore, ventricular repolarization assessed by measuring QTc 

interval (QTc = QT interval/ (RR interval-100)
1/2

) was similarly prolonged in 

AT1R mice of both sexes (in ms, M CTL: 44.5±1.0 N=9, M AT1R: 49.2±0.9* 

N=9, F CTL: 43.0±1.0 N=9, F AT1R: 49.7±0.7* N=5; *p<0.05 compared to sex-



   

 133   

 

matched CTL). Consistent with these findings, the density of the individual 

ventricular ionic currents: the sodium current (INa), the L-type Ca
2+

 current (ICaL) 

and the total K
+
 current (Ipeak) were all similarly reduced in AT1R male and female 

ventricular myocytes (Figure 2). Overall, these electrical modifications, albeit 

severe, are comparable between the sexes and cannot account on their own for the 

higher mortality in female AT1R mice. 

 

Female AT1R mice suffer from more severe ventricular excentric hypertrophy  

Since no major differences in ventricular electrical properties were noted, we then 

evaluated critical components of HF related to systolic function and morphologic 

remodeling in these mice. At the cellular level, we found that cell capacitance was 

larger in both AT1R groups and that female AT1R myocytes were longer in 

comparison to their sex-matched CTL and to the AT1R male myocytes (Figure 

3A-B). In line with this finding, data obtained by echocardiography from AT1R 

mice of both sexes showed that the left ventricular mass index (LV Mi) was 

increased in female AT1R mice in comparison to AT1R males and female CTL 

(Figure 3C). Left ventricular fractional shortening (an index of systolic function) 

was similarly decreased in both AT1R groups compared to CTL (Figure 3D). 

However, morphological echocardiographic measurements in diastole revealed 

that female AT1R mice had larger increased left ventricular internal dimension 

(LVIDd) (Figure 3E) and more pronounced thinning of the left ventricular 

posterior wall thickness (LVPWd) but similar decrease in inter-ventricular septal 

thickness at end diastole (IVSd) compared to AT1R males (Figure 3F-G). 

Furthermore, the relative wall thickness was decreased to a greater extent in 

female than male AT1R mice (Figure 3H). Overall, these results suggest that the 

cardiac systolic function of female AT1R mice might be severely compromised 

due to more pronounced left ventricular dilation resulting in excentric 

hypertrophy. Therefore, AT1R female are more likely to progress towards a 

decompensated state more rapidly than AT1R males. 
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Ca
2+

 transients are altered differently between male and female AT1R mice 

Considering that Ca
2+ 

handling is intrinsically linked to cardiomyocyte function 

and that AT1R female hearts show a more pronounced dilation, we sought to 

determine whether a poorer Ca
2+

 handling in AT1R females could be associated 

with their higher mortality. Our results show that in CTL, the amplitude of the 

Ca
2+

 transient was smaller in female mice in comparison to males (Figure 4A-B). 

In male AT1R mice, the amplitude of the Ca
2+

 transients was reduced in 

comparison to male CTL and reached the same level as CTL and AT1R females. 

Furthermore, when estimating SR Ca
2+

 load by application of caffeine, the 

amplitude of the caffeine-induced Ca
2+

 transient was dramatically reduced in 

AT1R male but not in AT1R female cardiomyocytes in comparison to their sex-

matched CTL (Figure 5A-B). Of note, the amplitude of the caffeine-induced 

transient was already small in female CTL compared to male CTL and the 

overexpression of AT1R did not further affect its amplitude in females. 

Consequently, the fractional release (Figure 5C), the amount of Ca
2+

 released 

(Ca
2+

 transient) divided by the total amount of Ca
2+

 available (SR load, caffeine-

induced Ca
2+

 transient), was increased in female CTL in comparison to CTL 

males. Altogether, these findings suggest that at baseline females have a lower SR 

Ca
2+

 load than males and that this lower Ca
2+

 reserve was not further decreased by 

AT1R overexpression. Concurrently, it was also observed that diastolic Ca
2+

 

concentration (Figure 4C) was lower in female AT1R myocytes which implies that 

myofilament contraction following Ca
2+

 release could be compromised leading to 

a systolic dysfunction.  

 

When evaluating cytosolic Ca
2+

 extrusion through analysis of the times to 50%, 

90% decay and the Ca
2+

 transient decay (tau), we found that time to 90% decay 

and tau were prolonged to a similar extent in AT1R mice of both sexes in 

comparison to their respective controls (Figure 4E-F and Figure 5E). However, 

compared to AT1R males, the time to 50% decay was slower in AT1R female 

myocytes suggesting they suffer from a greater defect in Ca
2+

 reuptake (Figure 

4D). This phenomenon was even more evident when measuring the time to 50% 
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decay on the caffeine-induced Ca
2+

 transient (Figure 5D). Indeed, only female 

AT1R mice showed a slower time to 50% decay supporting a poorer Ca
2+

 

extrusion mechanism in female AT1R mice. Since more than 90 % of the Ca
2+

 

extrusion is mediated by SERCA2a (sarco/endoplasmic reticulum Ca
2+

-ATPase) in 

rodents 
27

, this result suggests that female AT1R mice may have more severe 

alteration in the function and expression of SERCA2a and/or phospholamban 

(PLB), a negative regulator of SERCA2a activity. Overall, these results suggest 

that AT1R females have a low SR Ca
2+

 content along with a larger dysfunction in 

SERCA2a activity making them more susceptible to the effects of AT1R 

overexpression-induced excentric hypertrophy. 

 

Ca
2+

 sparks are more frequent in female AT1R mice 

During the acquisition and analysis of Ca
2+ 

transient data we observed different 

incidence of spontaneous Ca
2+

 release between the groups. These events were 

quantified and are reported in Table 1. These spontaneously triggered Ca
2+

 events 

suggested greater SR Ca
2+

 leak. Specifically, female CTL have a lesser number of 

cells with spontaneous activity compared to CTL males as expected since a 

smaller SR Ca
2+

 load was measured in CTL females. However, the number of cells 

with spontaneous Ca
2+

 activity was higher in AT1R females suggesting that in 

females, AT1R stimulation promotes SR Ca
2+

 leak. Accordingly, in order to better 

assess these spontaneous events, we performed rapid line-scan confocal 

microscopy using the Fluo-4AM Ca
2+

 dye, adapted from Fares et al. 
28

 to evaluate 

spark amplitude and frequency in quiescent cells of the different groups. Figure 

6A shows that the number of sparks per 100 µm per second is dramatically 

increased in female AT1R (2.4±0.6 sparks/100µm/sec) mice compared to female 

CTL (0.85±0.3 sparks/100µm/sec) suggesting that there is more SR leak in AT1R 

females. Interestingly, in AT1R males (ΔF/F0: 0.38±0.04) there is a reduction in 

the amplitude of Ca
2+

 sparks compared to CTL males (ΔF/F0: 0.53±0.21) (Figure 

5B). Along with a similar spark frequency between AT1R and CTL males, this 

reduction in amplitude would help lower arrhythmogenesis in AT1R males in 

comparison to AT1R females. Of note, neither the Tau nor the full width at half 
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maximum (FWHM) were changed by AT1R overexpression or sex (Figure 6C-D). 

Overall, the findings from these Ca
2+

 handling experiments show that females at 

baseline have smaller Ca
2+

 transients and SR Ca
2+

 load. This reduced function 

gives females a smaller regulatory window rendering them more susceptible to the 

effects of AT1R stimulation. The AT1R stimulation in females also resulted in an 

additional defect in SERCA2a function and the promotion of diastolic SR Ca
2+

 

leak which could increase the risk of triggered arrhythmias and delayed 

afterdepolarization. 
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DISCUSSION 

 

Since ANGII is a main effector in the progression of HF and hypertension, we 

sought to determine how the ANGII/AT1R cascade directly affect cardiac function 

in males and females and whether it could contribute to sex differences in the 

manifestation of HF. Using a mouse model which develops HF independently of 

hypertension through a cardiomyocyte-specific overexpression of the AT1R, we 

explored the direct role of AT1R stimulation on the heart of mice from both sexes. 

Interestingly, we observed that female AT1R mice have a lower survival rate and 

die at an earlier age than their male counterparts suggesting female sex can be 

associated with a higher susceptibility to AT1R activation. Furthermore, we found 

that female AT1R mice exhibit larger ventricular hypertrophy and dilation as well 

as altered Ca
2+

 homeostasis. Specifically, no major differences in 

electrophysiological parameters were measured between males and females. 

However, we observed that at baseline, CTL females had a decreased SR Ca
2+

 load 

and Ca
2+

 transient thereby increasing their susceptibility to AT1R overexpression 

deleterious effects. Accordingly, in AT1R females, we observed that there was a 

dramatic hypertrophy associated with a dysfunction in Ca
2+

 reuptake, an increased 

in Ca
2+

 sparks and an evidence of SR Ca
2+

 leak. These results could be associated 

with triggered ventricular arrhythmias. Overall, these parameters suggest that 

AT1R overexpression leads to a more severe phenotype in females contributing to 

their higher mortality rate. 

 

Arrhythmias and occurrence of sudden cardiac death between the sexes 

Clinical studies have shown that women tend to have a lower incidence of SCD 

than men although this difference is abrogated with age 
32

. In survivors of cardiac 

arrest, structural heart disease was studied, and the majority of men manifested 

coronary artery disease whereas women suffered mostly from non-ischemic 

disease such as dilated cardiomyopathy and ventricular heart disease 
32, 33

. 

Furthermore, ventricular fibrillation is not the only electrical disturbance that can 

lead to SCD. As a fact, pulseless electrical activity (PEA) and asystole have also 
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been associated with SCD 
34

. It was shown that women more often display PEA, 

for which therapy does not exist 
35

. Indeed, defibrillation is useful for ventricular 

fibrillation to restore rhythm but is not for PEA, thus, women with implantable 

cardioverter defibrillator (ICD) were not as much protected as men from SCD as 

demonstrated in the MUSTT study 
36

. Our experimental data shows interesting 

parallels with these clinical observations. First, the presence of exacerbated dilated 

cardiomyopathy in females compared to males and a similar electrical remodeling 

support the notion that the higher mortality in female AT1R mice is not associated 

with alteration in ionic currents but rather from a mechanical dysfunction and 

more severe hypertrophy compatible with a PEA. 

 

Cardiac remodeling and hypertrophy 

Angiotensin-converting enzyme inhibitors (ACEi) and ANGII receptor antagonist 

(ARA) are two important therapies used for the treatment of HF 
37

. Interestingly, 

in one study, after treatment with losartan, an ARA, for 4.8 years, women were 

still suffering from more important residual excentric hypertrophy compared to 

men despite a similar reduced in blood pressure
13

. Here, we observed that under 

AT1R overexpression both sexes display a similar reduction in fractional 

shortening, female mice also develop more important excentric hypertrophy. Data 

showed that LVIDd was larger and that at the cellular level, there was a significant 

lengthening of ventricular myocytes. Altogether, this finding suggests that females 

are more sensitive to chronic ANGII/AT1R activation which favours the 

development of a severe excentric hypertrophy converging towards dilation.  

 

EC coupling alterations between sexes in the context of ANGII 

In this study, we were able to evaluate sex differences under CTL conditions and 

then analyze how heart disease induced by AT1R overexpression in 

cardiomyocytes manifested itself in males and females. The first step of excitation-

contraction coupling involves activation of ICaL. We observed that ICaL peak 

density was similar between CTL mice of both sexes but, consistent with previous 

reports, Ca
2+

 transients were smaller in females 
20, 38, 39

. Overexpression of AT1R 
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reduced ICaL and Ca
2+

 transients to a similar extent. Importantly, female AT1R had 

a smaller SR Ca
2+

 load, with a dramatically increased Ca
2+

 sparks and 

compromised SERCA2a function compared to the males. These modifications in 

Ca
2+

 handling parameters, along with the excentric hypertrophy, could result in 

weaker ventricular contraction and increase the risk of delayed afterdepolarization.  

 

We have previously shown that SERCA2a expression is significantly reduced in 

male AT1R mice 
19

. Based on the longer time to 50% decay, it is very likely that 

female AT1R suffer from a more pronounced SERCA2a dysfunction or additional 

dysfunction in SERCA2a regulatory protein PLB. Indeed, it was shown in human 

and animal models of heart failure that PLB could be hypophosphorylated and thus 

exert a higher repression of SERCA2a activity 
40

. Together with an increase in 

Ca
2+

 sparks, these alterations would suggest that less SR Ca
2+

 is released during 

systole resulting in altered contraction efficiency.  

  

In conclusion, our study shows that there are clear sex differences in the 

development of hypertrophy and heart failure. Indeed, both sexes of AT1R mice 

model develop HFrEF even though women are more associated with HFpEF 

which leads to suggest that a worse prognosis may be associated to female with 

HFrEF. We found that the weaker Ca
2+

 dynamics in female mice render them 

much more susceptible to the effects of a greater hypertrophy thereby, worsening 

their prognosis. These findings along with other reports on sex differences help 

raise awareness to a clinically important issue and highlight the importance of 

better understanding the mechanisms underlying sex differences in cardiovascular 

diseases. 
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Table 1. Spontaneous SR release during Ca
2+

 transients recordings.  

 M CTL M AT1R F CTL F AT1R 

Incidence 

(%) 

13/18 

(72%) 

13/28 

(46%) 

14/28 

(50%) 

12/18 

(67%) 

The number of spontaneous SR Ca
2+

 release between the end of the field 

stimulated Ca
2+

 transient and the caffeine-induced Ca
2+

 transient. Data are 

presented as the number of cells with spontaneous activity on the total number of 

cells (incidence) and in %.   
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Figure 1. Early onset of mortality along with a higher rate is observed in 

female AT1R mice compared to males. The graph represents the percentage of 

survival of CTL and AT1R mice of both sexes (M, F) between 0 and 15 months 

old. (*p<0.05 vs. sex-matched CTL, †p<0.05 vs. M AT1R; M: CTL N=107, AT1R 

N=91, F: CTL N=91, AT1R N=100). 
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Figure 2. Ventricular myocyte ionic currents are similarly reduced in male 

and female AT1R mice in comparison to CTL. A) Representative ventricular INa 

recorded with the voltage-clamp protocol in the inset in CTL and AT1R myocytes 

of both sexes. Mean data were plotted in a current-voltage relationships graph 

demonstrating that the reduction caused by AT1R overexpression is similar in 

male (M) (CTL: n=13, AT1R: n=16) and female (F) (CTL: n=21, AT1R n=18). B) 

Typical ICaL traces are presented and mean IV curves show that ICaL is reduced to 

the same extent in male and female AT1R mice (M: n=8, F: n=10) in comparison 

to CTL (M: n=6, F: n=21). The voltage protocol used is shown in the inset. C) 

Representative Ipeak recordings from all groups as well as the voltage-clamp 

protocol are displayed. Mean IV curves also demonstrate that AT1R 

overexpression similarly reduces Ipeak in males (CTL: n=15, AT1R n=11) and 

females (CTL n=13, AT1R n=15). Male data for INa and Ipeak presented in this 

figure represent a subset of the data presented in Mathieu S. et al. ( in revision for 

Heart Rhythm) and Rivard et al. 
18

, respectively.   
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Figure 3. Female AT1R mice develop more severe ventricular hypertrophy 

than AT1R males. A) The myocyte capacitance of CTL and AT1R mice of both 

sexes was obtained by patch-clamp technique (M: CTL n=20, AT1R n=24; F: CTL 

n=41, AT1R n=31). B) The myocyte length of CTL and AT1R myocyte of both 

sexes is presented. (M: CTL n=19, AT1R n=11; F: CTL n=34, AT1R n=25). LV 

Short axis view two-dimensional guided M-mode echocardiography was 

performed in CTL and AT1R mice of both sexes under conscious sedation to 

determine the left ventricular mass index (LV Mi), the ratio between LV mass and 

the mouse weight (C), to assess left ventricular fractional shortening (LV FS) 

representing systolic function (D), the LV internal diameter at end diastole 

(LVIDd) (E), the LV posterior wall (LVPWd) (F) and the interventricular septum 

thickness (IVSd) (G) and the LV relative wall thickness (LV RWT) (H) (M: CTL 

N=7, AT1R N=7; F: CTL N=5, AT1R N=8). Echocardiography values of CTL and 

AT1R male mice presented in this figure represent a subset of the data published 

in 
18, 19

 (*p<0.05 vs. sex-matched CTL, †p<0.05 versus M AT1R).  



   

 149   

 

 

Figure 4. Alterations in Ca
2+

 homeostasis are greater in female than male 

AT1R myocytes. A) Typical traces of Ca
2+

 transients recorded at 2 Hz in male 

(M) and female (F) myocytes of AT1R and control (CTL) mice are shown. The 

dashed line indicates 0 nmol/L Ca
2+

. Ca
2+

 transients (B), diastolic Ca
2+

 (C), time to 

50% decay (D), time to 90% decay (E) and tau (F) were measured in control 

(CTL) and AT1R myocytes of both sexes. (*p<0.05 vs. sex-matched CTL, † p 

<0.05 versus M AT1R, ‡ p <0.05 versus M CTL, M CTL n=18, M AT1R n=28, F 

CTL n=28, F AT1R, n=18).  



   

 150   

 

Figure 5. Caffeine-induced Ca
2+

 transients are differently affected in male 

and female AT1R myocytes. A) Representative recordings of caffeine-induced 

Ca
2+

 transients in male (M) and female (F) myocytes of CTL and AT1R mice are 

shown. B) Mean data for caffeine-induced Ca
2+

 transients show that female have 

lower SR load than male in CTL conditions and that SR load is only reduced in 

male AT1R myocytes. C) Fractional release defined as the ratio of electrically 

stimulated Ca
2+

 transient amplitude over the caffeine-induced Ca
2+

 transient is 

increased in female CTL in comparison to males. Time to 50% decay (D) and time 

to 90% decay (E) were determined in CTL and ATR1 myocytes of both sexes. 

(*p<0.05 vs. sex-matched CTL, † p<0.05 versus M AT1R, ‡ p <0.05 versus M 

CTL, M CTL n=18, M AT1R n=22, F CTL n=28, F AT1R n=14).  
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Figure 6. Ca
2+

 sparks frequency is increased in female AT1R myocytes in 

comparison to CTL females while it remained unchanged in males. A) AT1R 

overexpressing caused no change in sparks frequency in male myocytes (CTL 

n=31, AT1R n=13) whereas the frequency drastically increased in female AT1R in 

comparison to sex-matched (CTL n=22, AT1R n=20). B) Sparks amplitude is 

decreased in male AT1R myocytes in comparison to CTL (CTL n=24, AT1R 

n=11) but did not differ between females (CTL n=12, AT1R n=18). C-D) AT1R 

overexpression did not affect Tau or FWHM (full width at half maximum) in both 

sexes. (*p<0.05 vs. sex-matched CTL) 
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DATA SUPPLEMENT 

 

Female Mice with Human Angiotensin II Type 1 Receptor Overexpression 

are More Susceptible to Develop Dilated Hypertrophy and Mortality 

Mathieu S. et al. 

 

METHODS 

Animals  

Heterozygous male and female C57BL/6 AT1R (human angiotensin II type 1 

receptor, AGTR1) mice aged of 6–8 months old (presence of hypertrophy) and 

their sex and age-matched wild-type littermate controls (CTL) were used to study 

cardiac systolic dysfunction, hypertrophy and electrical remodeling. AT1R mice 

colony was followed from birth to 15 months of age and deaths were counted for 

the entire duration of the survival study. Generation of the AT1R mice with 

cardiac specific overexpression of the human AT1R has been previously published 

1
. Briefly, cardiomyocyte overexpression was achieved by expression of the 

human AT1R under the control of the α myosin heavy chain (Myh6) promoter. All 

animal protocols were conducted in accordance with the Canadian Council Animal 

Care guidelines and conformed to the Guide for the Care and Use of Laboratory 

Animals published by the US National Institutes of Health (NIH Publication No. 

85-23, revised 1996). The Montreal Heart Institute Animal Care Committee has 

also approved the animal procedures used in this study (reference number 2014-

08-01). 

 

Ventricular mouse myocytes isolation 

Briefly, mice were administered heparin i.p. 15 minutes prior to anesthesia by 

isoflurane to avoid blood coagulation and were sacrificed by cervical dislocation. 

Then, their heart was rapidly excised and hung on a modified Langendorff 

apparatus and retrogradely perfused at 37°C (2 mL/min). The first solution, a 

HEPES-buffered Tyrode’s solution containing (in mmol/L): 130 NaCl, 5.4 KCl, 1 

CaCl2, 1 MgCl2, 0.33 Na2HPO4, 10 HEPES, 5.5 glucose (pH was adjusted to 7.4 
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with NaOH) was perfused. After, Ca
2+

 was washed out by changing to a Ca
2+

 free 

HEPES-buffered Tyrode’s solution. Thirdly, the heart was digested for 21-29 

minutes with the Ca
2+

 free HEPES-buffered Tyrode’s solution in which was added 

(in mmol/L) 0.03 CaCl2, 20 taurine and 0.1% bovine serum albumin (BSA, Sigma-

Aldrich Co., St Louis, Mo, USA) and 73.7 U/ml type II collagenase (Worthington 

Co. Ltd, Freehold, NJ, USA). Lastly, Kraft-Brühe (KB) solution containing (in 

mmol/L): 100 K-glutamate, 10 K-asparate, 25 KCl, 10 KH2PO4, 2 MgSO4, 20 

taurine, 5 creatine, 0.5 EGTA, 5 HEPES, 20 glucose, 0.1% BSA (pH to 7.2 with 

KOH) was perfused for the last 5 minutes. For Ca
2+

 imaging experiments, EGTA 

was removed from the KB solution. Next, the heart was removed and the right 

ventricle free wall was minced into the KB solution. Isolated ventricular myocytes 

were obtained by titration and conserved at 4°C in KB until used on the same day. 

 

Surface electrocardiogram (ECG)  

ECG were performed as previously described 
2
. Mice were anaesthetized with 

isoflurane (2%). Mouse body temperature was maintained at 37°C using a heating 

pad. Platinum electrodes were positioned subcutaneously and surface ECG was 

acquired in lead I configuration at the rate of 2 kHz using the Biopac acquisition 

System MP100 (EMKA Technologies, Paris, France). The signal was amplified, 

filtered at 100 Hz (low-pass) and 60 KHz (notch filter). Data were analyzed using 

ECG auto v2.8.1.18 (EMKA Technologies, Paris, France). Duration of QRS 

complex, QT interval and heart rate was measured by a blinded observer from 

signal averaged ECG recordings (500-1000 cardiac cycles). The QT intervals were 

corrected (QTc) for the heart rate using the adapted Bazett’s formula in mice 

(QTc=QT/ (RR/100)
1/2

). 

 

Patch-clamp  

Voltage-clamp experiments were realized in whole-cell configuration using 

borosilicate glass pipettes (WPI, Sarasota, FL, USA) of maximum 3 MΩ 

resistance for INa recordings and were between 3-5 MΩ for ICaL and Ipeak. For INa 

recordings, the internal solution (in mmol/L): 132.5 CsF, 5 NaCl, 5 MgATP, 10 
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EGTA, 5 HEPES (pH adjusted to 7.2 with CsOH). Sodium current (INa) from 

mouse ventricular myocytes were measured at 22 ± 1°C with the external solution 

containing (in mmol/L): 132.5 CsCl, 5 NaCl, 1 CaCl2, 1 MgCl2, 20 HEPES, 10 

glucose (pH adjusted to 7.35 with CsOH) as previously reported 
3
. Adult 

ventricular mouse myocytes were held at -90 mV, INa was obtained by imposing 

40 ms voltage step from -90 to +15 mV at a frequency of 0.2 Hz. ICaL recondings 

were performed at 36 ± 1°C with the external solution containing (mmol/L): 145 

TEACl, 10 CsCl, 2 CaCl2, 0.5 MgCl2, 5 HEPES, 5.5 glucose (pH adjusted to 7.4 

with CsOH) and the internal solution used was composed of (mmol/L): 100 

Aspartic Acid, 70 CsOH, 40 CsCl, 2 MgCl2, 4 MgATP, 10 EGTA, 10 HEPES (pH 

adjusted to 7.2 with CsOH), currents were corrected for a junction potential of 10 

mV. Myocytes were held at -90 mV, a 50ms prepulse at -50mV was performed to 

inactive T-type Ca
2+

 currents and ICaL was obtained by imposing a series of voltage 

steps from -50 mV to +40 mV, each lasting 250 ms at a frequency of 0.1 Hz. Total 

K
+
 currents were recorded at room temperature using the bath solution (in 

mmol/L): 130 NaCl, 5.4 KCl, 1 CaCl2, 1 MgCl2, 0.33 Na2HPO4, 10 HEPES, 5.5 

glucose (pH was adjusted to 7.4 with NaOH) and the pipette solution (in mmol/L): 

110 potassium aspartate, 20 KCl, 8 NaCl, 1 MgCl2, 1 CaCl2, 10 BAPTA, 4 K2ATP 

and 10 Hepes (pH 7.2 with KOH), a junction potential of 10 mV was taken into 

account during the analysis. Traces were elicited by a 500 ms voltage-clamp step 

applied in 10 mV increments from −110 to +50 mV, from a holding potential of 

−80 mV at a frequency rate of 0.1 Hz. All currents protocols were performed and 

data acquired with Clampex 8.0 and 10.2 (Molecular Devices, Foster City, USA). 

Voltage-clamp recordings were low-pass filtered (2 kHz (INa: 2 KHz, ICaL and 

Ipeak:1 KHz) and digitized at (10,000 KHz). Series resistance were compensated at 

75%. All currents were normalized to cell capacitance. 

 

Echocardiography 

Echocardiography was performed as described previously 
2, 4

. Briefly, the day 

before echocardiography, the mice were anesthetized (2 % isoflurane, 1 L/min O2), 

and their anterior chest was shaved. The following day, echocardiography was 
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performed using a Hewlett–Packard Sonos 5500 and a 15-MHz linear-array 

transducer (Agilent, Palo Alto, CA) in mice under conscious sedation with 15 

µL/g i.p. of a 1:1 mixture of fentanyl (5 µg/ml) and droperidol (250 µg/ml). The 

mice were secured lightly in the left lateral decubitus position on a warming pad to 

maintain normothermia. To improve the near-field image for visualization of the 

interventricular septum, a standoff for the transducer tip was used. A 3- to 5-mm-

thick 1% agarose pad was inserted between the chest of the mice and the 

transducer. The montage was sealed acoustically with prewarm acoustic coupling 

gel. Two-dimensional guided M-mode images were obtained from a short axis 

view at the papillary muscle level to determine the left ventricle (LV) structure and 

systolic function. The LV internal diameter in diastole (LVIDd) and systole 

(LVIDs) and the interventricular septum and LV posterior wall thickness in 

diastole (IVSd and LVPWd) were measured and the LV mass and fractional 

shortening calculated as previously described 
5
. LV mass index (LVMi) and 

relative wall thickness (RWT) were determined as follows: LVMi (mg/g) = LV 

mass x 0.8/body weight and LV RWT = (IVSd + LVPWd)/LVIDd. 

 

Ca
2+

 Transients 

Experiments were performed accordingly to 
6
and 

7
.Ventricular myocytes were 

incubated 15 minutes in the dark with 10 μmol/L Fura-2AM (Molecular Probes). 

Bath was previously coated with laminin and perfused at 37±1°C with the HEPES-

buffered Tyrode’s solution containing (in mmol/L): 130 NaCl, 5.4 KCl, 1 CaCl2, 1 

MgCl2, 0.33 Na2HPO4, 10 HEPES, 5.5 glucose (pH was adjusted to 7.4 with 

NaOH). Myocytes were field stimulated at a frequency of 2 Hz with a pair of 

bipolar platinum electrodes (Grass SD9 stimulator). Transients were recorded for 

10 s before stopping stimulation and perfusing with a HEPES-buffered Tyrode’s 

Ca
2+

 free solution in which was added 10 mmol/L caffeine. Caffeine induced 

transients were obtained by rapidly perfusing the caffeine solution for 1 s using a 

stylus perfusion system to estimate the SR load. Values were acquired using the 

380/340 nm ratio. Rmin and Rmax values were obtained using Ca
2+

 free Tyrode 

solution with 5mmol/L EGTA or 10mmol/L ionomycin with 5mmol/L CaCl2 
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respectively. Calibration curve assay allows us to obtain the experimental Kd was 

of 0.433 in order to calculate internal Ca
2+

 concentration. Ca
2+

 concentration were 

calculated using the formula:         [
         

        
]. Data were acquired and 

converted with Felix4.1.0 (Photon Technologies International (PTI), Birmingham, 

NJ) and analysis was executed with Clampfit 10.2 (Molecular Devices, Foster 

City, USA). 

 

Ca
2+

 sparks 

The protocol and experimental conditions used were similar to Fares et al. 
6
. 

Myocytes were incubated in the dark for 20 minutes with 10 μmol/L Fluo-4AM 

(Molecular Probes) and 0.05% pluronic acid. Cells were placed in the bath on the 

stage of a Zeiss LSM 710 laser scanning microscope in linear scan mode. Bath 

was perfused at 35±1°C with the following solution (in mmol/L): 130 NaCl, 5.4 

KCl, 1 CaCl2, 1 MgCl2, 0.33 Na2HPO4, 10 HEPES, 5.5 glucose (pH was adjusted 

to 7.4 with NaOH). Line scan images were acquired at 525nm, pinhole size: 98um, 

scan speed of 264.55 lines/s, and 512pixels/line, laser intensity of 20% using argon 

laser (488nm) and LSM software (version 3.2, Carl Zeiss Canada Ltd ). Sparks 

were measured in line scan mode for 6 s in quiescent cells. Ca
2+

 spark frequency 

was measured using Image J plugin SparkMaster. SparkMaster parameters were 

set speed 264.55 lines/s, 0.264 μm pixel size, background fluorescence was 

measured on each recording, criteria =3.8, number of intervals = 1, 

output = F/F0 + sparks, extended kinetics). Extended bright lines were excluded 

from the analysis. A manual inspection was performed for each recording after the 

automated analysis to remove false positive.  
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5. Discussion 

5.1 Résumé des projets de thèse 

Les maladies cardiovasculaires sont la principale cause de mortalité au 

monde 
1
. L’amélioration des thérapies et le vieillissement de la population ont 

favorisé l’émergence de l’IC qui est associée à une mortalité importante. Bien que 

plusieurs thérapies aient été dévelopées dans le but d’améliorer l’IC, elles ne 

parviennent qu’à freiner son développement. Dans cette perspective, les travaux 

présentés dans cette thèse se sont penchés sur les effets pathologiques de l’ANGII 

dans l’activité électrique et contractile entre les sexes. De ces études se sont 

ensuivies de nouvelles conclusions; la PKCα est impliquée dans la modulation du 

courant Na
+
 en réponse à l’ANGII et les femelles sont plus susceptibles à la 

surexpression du récepteur AT1. En somme, ces projets démontrent un potentiel 

thérapeutique pour la PKCα en plus d’offrir de nouvelles pistes de recherche, 

d’encourager la poursuite d'étude comparative entre les sexes et l’élaboration de 

stratégies thérapeutiques personnalisées visant l’amélioration de la santé des 

hommes et des femmes. 

5.1.1 Commentaire et perspectives de l’étude 1 

Des études in vivo sur les souris AT1R mâles ont permis de mettre en 

évidence que celles-ci souffraient de troubles de conduction ventriculaire en raison 

d’une prolongation du complexe QRS sur les ECG de surface et en cœur isolé 

(données non présentées) avant (50d) comme après (6m) le développement 

d’hypertrophie. Par la suite, des études réalisées sur les myocytes ventriculaires 

isolés ont permis de constater un ralentissement de la vitesse de dépolarisation de 

la phase 0 du potentiel d’action qui survient indépendamment de l’hypertrophie. 

Puisque ces résultats suggéraient une altération de la conduction, les courants Na
+
, 

étant les principaux régulateurs de celle-ci, ont été mesurés par technique de patch-

clamp. Leur densité était réduite d’au moins 60 % chez les souris AT1R des deux 
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groupes d’âge, mais cette diminution ne pouvait être expliquée par un changement 

de l’expression du canal correspondant. En effet, avant le développement 

d’hypertrophie l’expression d’ARNm et de protéines n’était pas altérée alors qu’en 

présence d’hypertrophie leurs niveaux étaient réduits d’environ 25 %. Cette 

réduction en présence d’hypertrophie ne peut pas expliquer à elle seule une 

réduction de courant de 60 %. De surcroît, le courant Na
+
 est réduit de façon 

similaire chez les souris AT1R des deux âges ce qui suggère qu’un autre 

mécanisme, indépendant de l’hypertrophie, est responsable de la régulation du 

courant Na
+
 chez ces souris. De ce fait, parmi les seconds messagers de la voie de 

signalisation du récepteur AT1, les PKC ont été choisies puisqu’elles peuvent 

moduler le canal Na
+
 

127, 128, 253-255
. Premièrement, la translocation des PKC à la 

membrane est un indice de leur activité, ainsi, leur expression au niveau des 

protéines sarcolemmales a été mesurée. La PKCα était la seule isoforme dont 

l’activité était augmentée chez les souris AT1R, et ce, indépendamment de 

l’hypertrophie. La relation entre l’ANGII, la PKCα et le courant Na
+
 a été validée 

avec l’utilisation d’un modèle de hiPSC-CM permettant de conserver les cellules 

en culture pour la durée totale du traitement. L’ANGII a réduit le courant Na
+
 chez 

les hiPSC-CM et cet effet a été renversé par un peptide inhibiteur de la 

translocation de la PKCα, confirmant ainsi une relation cause à effet entre ceux-ci.  

Plusieurs conclusions découlent de ce premier projet. Tout d’abord, 

l’activation chronique du récepteur AT1 entraîne des défauts de conduction 

indépendamment du remodelage hypertrophique. En effet, chez les patients avec 

une ICrEF, une prolongation du QRS est considérée comme un facteur de risque 

grave associé au développement d’arythmies ventriculaires, de morts subites 

cardiaques 
256, 257

 et de dysfonction ventriculaire gauche 
258

. Si, comme chez la 

souris AT1R, les altérations du courant Na
+
 surviennent avant le développement 

d’IC chez l’humain, il pourrait être bénéfique de commencer la thérapie plus tôt 

soit avant l’apparition d’un remodelage hypertrophique. Ainsi, il serait intéressant 

de vérifier que le traitement avec un ARA dès un jeune âge pourrait prévenir le 

remodelage ionique, mais aussi devenir un traitement prophylactique au 
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développement d’hypertrophie. Il est à noter que nos données ont été obtenues 

uniquement chez les souris mâles et donc de futures études chez les souris 

femelles sont nécessaires afin de valider cette régulation avant de transiter chez 

l’homme. Toutefois, les femelles AT1R démontrent une réduction similaire du 

courant Na
+
 et donc, sembleraient pouvoir autant bénéficier d’un ARA. De plus, 

une réduction du courant Na
+
 causée par une mutation du canal correspondant est 

associée au développement d’une cardiomyopathie dilatée. Ce résultat met en 

évidence un rôle pour le canal Na
+
 dans le remodelage structurel 

259, 260
. Bref, 

l’allongement du QRS chez un individu sans hypertrophie pourrait indiquer le 

développement futur d’une IC et que l’administration d’un ARA serait profitable.  

Deuxièmement, la réduction du courant Na
+
 chez la souris AT1R ne 

dépend pas d’une régulation de l’expression du canal comme dans le cas des 

canaux K
+
 et Ca

2+
 

84, 85
. Cette particularité pourrait corroborer à l’hypothèse de 

l’existence d’une réserve de canaux Na
+
 du côté intracellulaire de la membrane 

112
. 

Par conséquent, cette régulation du nombre de canaux actifs à la membrane serait 

indépendante d’un changement des niveaux d’ARNm et contribuerait à expliquer 

pourquoi autant de protéines sont impliquées dans la régulation du courant Na
+
 
261

.  

Troisièmement, la PKCα a été identifiée comme l’isozyme responsable de 

la modulation du courant Na
+
 en réponse à un traitement à l’ANGII dans des 

cellules cardiaques humaines. Toutefois, l’interaction directe ou non de la PKCα 

avec le canal n’a pas été déterminée au cours de ce projet. En revanche, une 

interaction directe est possible puisque deux sites de phosphorylation de la PKC 

existent sur le canal Na
+
 

127, 261
. La phosphorylation du canal par PKCα pourrait 

diminuer sa probabilité d’ouverture ce qui pourrait être mesurée par la technique 

de patch-clamp en mode canal unitaire. La PKCα pourrait aussi affecter les 

cinétiques d’ouverture ou de fermeture en modifiant la sensibilité au voltage du 

canal. Il a été démontré que la PKCα déplace l’inactivation vers des voltages plus 

hyperpolarisés ce qui entraînerait une diminution de la probabilité d’ouverture 
127

. 

Une autre explication provient du fait que l’activation de la PKCα favoriserait 

l’internalisation du canal Na
+
 puisque les PKC conventionnelles ont été associées 
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à cette modulation dans des modèles cellulaires (HEK) 
128

. Des expériences futures 

sur des modèles in vivo sont donc nécessaires afin de valider cette possibilité. 

Également, cette étude de Hallaq et al. suggère que les ROS sont aussi impliquées 

dans la voie de signalisation impliquant les PKC et l’internalisation du canal Na
+
. 

Nous avons donc cru intéressant de mesurer le niveau des ROS dans les 

cardiomyocytes puisque l’activation du récepteur AT1 est associée à une élévation 

des ROS et que les PKC peuvent être modulées par les ROS 
59, 262

. Selon nos 

résultats préliminaires dans les cellules hiPSC-CM, le ROS ne semble pas être 

impliqué dans une interaction directe avec le canal. En effet, en utilisant une sonde 

fluorescente sensible au ROS (CM-H2DCFDA), les hiPSC-CM traitées à l’ANGII 

ont montré une augmentation du ROS qui n’a pas été renversée par le traitement 

du peptide αV5-3 malgré la récupération de la densité du courant Na
+
. Ce résultat 

suggère que le ROS agirait en amont de la PKCα ou qu’il ne serait pas impliqué 

dans cette régulation.  

D’autres part, une étude a montré que la PKCα serait principalement 

localisée aux disques intercalaires des cardiomyocytes suggérant que la diminution 

du courant Na
+
 ventriculaire des souris AT1R proviendrait d’une perte de la 

fonction des canaux situés aux disques intercalaires 
73

. En général, les canaux Na
+
 

sont importants dans la conduction et la propagation de l’influx et ceux localisés 

aux disques intercalaires sembleraient participer principalement à l’initiation de la 

dépolarisation cellulaire en raison d’une excitabilité plus grande, d’une activation 

plus précoce et de leur interaction avec les jonctions communicantes comme la 

connexine 43 (Cx43) majoritairement présente dans les ventricules 
108, 263, 264

. En 

raison du rôle important de la Cx43 dans la conduction il pourrait également être 

intéressant de vérifier son expression. De plus, la diminution de la conduction 

pourrait également être évaluée par la méthode de cartographie optique (« optical 

mapping »). Ainsi, la diminution du courant Na
+
 par PKCα aux disques 

intercalaires pourrait expliquer les problèmes de conduction reportés chez la souris 

AT1R. De ce fait, plusieurs études ont mis en évidence des populations différentes 

de canaux Na
+
 situées aux disques intercalaires et aux membranes latérales qui 
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sont modulées différemment 
117, 261, 263

. Ces hypothèses n’excluent pas la 

possibilité que le courant Na
+
 provenant des canaux localisés au niveau de la 

membrane latérale ou au niveau des tubules transverses par les canaux NaV 

neuronaux puisse aussi être diminué. Des études futures seront nécessaires afin de 

mieux comprendre le rôle physiologique et pathologique de ces diverses 

populations de canaux Na
+
. 

5.1.2 Commentaire et perspectives de l’étude 2 

La conceptualisation du deuxième projet a été envisagée à la suite de 

l’observation que les souris femelles AT1R décèdent en plus grand nombre. En 

effet, cette constatation a suscité notre intérêt afin de mettre en évidence les 

mécanismes sous-jacents à cette différence. En premier lieu, ces mortalités ont été 

associées à des morts subites puisque les souris ne démontraient pas de signes 

d’inconfort antérieurement au décès. Les morts subites résultent généralement 

d'une défaillance cardiaque ce qui suggère que les souris AT1R seraient décédées à 

la suite d’une mort subite cardiaque. Les deux principales causes de mort subite 

cardiaque associées à l’IC sont les arythmies et les sidérations ventriculaires ce qui 

nous a amenés à réaliser des expériences évaluant le remodelage électrique et 

structurel des ventricules des souris AT1R mâles et femelles. Nous avons trouvé 

que la conduction et la repolarisation étaient affectées de façon similaire chez les 

souris AT1R indépendamment de leur sexe (données supplémentaires Annexe II, 

p.ix). Ensuite, la fonction et l’hypertrophie cardiaque ont été évaluées par 

échographie et ont démontré une dilatation et une hypertrophie plus sévère du 

ventricule gauche chez les femelles AT1R comparativement aux mâles AT1R. Il 

est intéressant de mentionner que chez l’humain, un traitement de losartan (ARA) 

ou d’aténolol (β-bloquant) ne renverse pas autant l’hypertrophie chez les femmes 

que chez les hommes pour une même réduction de la pression artérielle. Cette 

différence peut suggérer une plus grande sensibilité des femmes au SRAA ou bien 

l’implication d’une voie auxiliaire dans le développement de l’hypertrophie chez 

celles-ci 
12

. Subséquemment, les expériences de transitoire calcique ont démontré 

un Ca
2+

 diastolique plus bas et un ralentissement de l’extrusion plus important 
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chez les femelles AT1R. De plus, la fréquence d’étincelles calciques chez les 

femelles AT1R est plus élevée pouvant favoriser des arythmies de type post-

dépolarisations tardives. En résumé, les modifications structurelles et les 

altérations de l’homéostasie calcique plus sévères chez les femelles AT1R 

pourraient contribuer à expliquer leur mortalité plus importante. De plus, cette 

étude laisse croire que les femelles sont plus sensibles à la surexpression du 

récepteur AT1. Ces travaux ouvrent la voie à plusieurs pistes de recherche afin 

d’approfondir les connaissances quant à la régulation de l’ANGII entre les sexes. 

En premier lieu, la susceptibilité aux arythmies ventriculaires a été évaluée 

entre les souris AT1R mâles et femelles. Pour ce faire, des expériences de 

stimulation électrique programmée (EPS) réalisées à l’aide d’un cathéter 

intracardiaque ont été tentées. Toutefois, les expériences ont été arrêtées puisque le 

cœur des femelles AT1R devenait asystolique après l’insertion du cathéter alors 

que chez les mâles et les femelles contrôles la mise en place du cathéter était 

tolérée. La mortalité a été répertoriée dans les proportions suivantes : F AT1R : 

N=3/3, M AT1R : 0/5, F CTL : N=1/5, M CTL : N=0/5 où N : nombre d’animaux. 

Néanmoins, cette observation non quantitative démontre une sensibilité importante 

des femelles AT1R à une situation de « stress ».  

En second lieu, la régulation entre les sexes des systèmes à l’origine du 

développement et de l’exacerbation de l’IC, le système sympathique et le SRAA, 

demeure indéfinie. Ainsi, différentes mesures plasmatiques ont été réalisés afin 

d’examiner les fluctuations de facteurs neurohumoraux. Il est intéressant de noter 

que la concentration plasmatique d’épinéphrine chez les femelles AT1R est élevée 

en comparaison aux autres groupes, mais que les niveaux d’ANGII plasmatique 

sont similaires entre les souris CTL et AT1R des deux sexes (données non 

présentées). D’une part, ces résultats indiquent que la surexpression du récepteur 

AT1 ne conduit pas à une baisse des niveaux systémiques d’ANGII. D’autre part, 

l’augmentation d’épinéphrine plasmatique chez les femelles AT1R suggère une 

compensation du système adrénergique chez celles-ci. Des études futures sur la 

modulation du système adrénergique cardiaque par l’ANGII pourraient être 
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pertinentes. D’ailleurs, plusieurs études suggèrent que la réponse calcique et 

contractile des femelles à une stimulation β-adrénergique est inférieure à celle des 

mâles 
209, 212, 265-267

. Cette différence est renversée par l’ovariectomie ce qui 

suggère un rôle pour les hormones féminines dans cette régulation. Plusieurs 

études ont examiné la contribution des récepteurs β-adrénergiques et ont montré 

des résultats variables soit une expression similaire 
212, 265, 268

 ou moindre 
267, 269

 

chez les femelles. Donc, chez les femelles de type sauvage la réponse β-

adrénergique est déjà altérée. En plus, en IC la réponse des récepteurs β-

adrénergiques est diminuée 
51, 270

. Par conséquent, l’augmentation de l’adrénaline 

chez les femelles AT1R semblerait être un mécanisme de compensation à la 

possible réponse adrénergique diminuée chez celles-ci. Néanmoins, ces altérations 

pourraient aussi contribuer à la mortalité des femelles AT1R puisque leur capacité 

de s’adapter à un stress sympathique serait moindre que les mâles AT1R. 

D’ailleurs, il a été observé au laboratoire que chez les souris surexprimant au 

niveau des cardiomyocytes le récepteur adrénergique α1β, les femelles 

développaient une hypertrophie plus importante que les mâles et mourraient de 

façon plus importante ainsi qu’à un âge plus jeune. Ces évidences soutiennent une 

sensibilité plus grande au système adrénergique chez les femelles en IC.  

D’autre part, il serait intéressant d’étudier le rôle des hormones sexuelles 

dans le développement d’un phénotype plus sévère chez les femelles AT1R. 

Sachant que les œstrogènes et la testostérone peuvent affecter le couplage 

excitation-contraction et que des différences entre les sexes existent dans la taille 

du cœur, il serait intéressant de vérifier le rôle des hormones sexuelles dans les 

effets observés chez les souris AT1R mâles et femelles. La testostérone pourrait 

diminuer les effets délétères ou l’œstrogène les aggraver. Cependant, la souris 

AT1R est de lignée C57Bl/6 et les mâles C57Bl/6 ont des niveaux plasmatiques de 

testostérone et de dihydrotestostérone (DHT, le métabolite principal de la 

testostérone qui ne peut être transformé en œstrogène) inférieurs aux autres lignées 

215
. Pour cette raison, je pense que les altérations observées chez les femelles 

pourraient être associées aux hormones féminines. Bien sûr, le rôle de ces 



   

 165   

 

hormones doit être évalué en vérifiant si la déficience en œstrogène et 

progestérone causée respectivement par l’ovariectomie ou l’ovariectomie et la 

surrénalectomie suffit à récapituler chez la souris femelle AT1R le phénotype 

retrouvé chez les mâles AT1R. L’œstrogène est connu pour augmenter la 

concentration d’angiotensinogène en plus de diminuer l’activité de la rénine, de 

l’ECA et de l’expression du récepteur AT1 ce qui corrèle avec son rôle protecteur 

avant la ménopause 
271

. Pourtant, cette même étude soutient que la situation 

clinique pourrait être plus complexe en raison de la difficulté à mesurer les 

composantes locales du SRAA et de l’existence de multiples facteurs, comme les 

récepteurs à l’œstrogène, pouvant l’affecter. Ainsi, en comparaison aux mâles 

AT1R, une augmentation de l’activité du SRAA local pourrait aussi participer au 

phénotype des femelles AT1R par une élévation des niveaux d’ANGII, par une 

surexpression plus grande du récepteur AT1 menant à l’exacerbation des effets liés 

au récepteur AT1. Dans un autre ordre d’idées, les souris AT1R femelles souffrent 

d’une hypertrophie et d’une dilatation ventriculaire plus importante que les mâles. 

De façon intéressante, l’hypertrophie chez la femme comparativement aux 

hommes est plus sévère avant comme après l’administration d’une thérapie 

inhibant le SRAA ce qui suggère un rôle pour les hormones sexuelles dans la 

régulation de l’hypertrophie 
12

. Des altérations au niveau des protéines 

sarcomériques pourraient également participer au remodelage structurel plus 

sévère chez les femelles AT1R. En effet, l’IC a été associée avec une perturbation 

importante de l’arrangement des sarcomères plus spécifiquement la titine, les 

troponines C, T et I 
272-274

. Cependant, d’autres protéines dont la protéine de 

liaison C de la myosine (MyBP-C), la chaîne de myosine, l’actine, pourraient aussi 

contribuer à une dysfonction des sarcomères 
275

. D’ailleurs, une expérience en 

immunofluorescence a démontré que le récepteur à l’œstrogène α (ERα) présente 

un patron d’expression strié en alternance avec la troponine T dans des cœurs 

humains de cardiomyopathie dilatée 
276

. De plus, le développement de 

cardiomyopathie dilatée chez l’humain augmentait l’expression cardiaque de ERα 

et diminuait sa localisation aux disques intercalaires démontrant que ERα peut être 

modulée avec le remodelage cardiaque 
276

. D’autres études ont aussi montré une 
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augmentation des récepteurs à l’œstrogène ERα et ERβ dans les ventricules de 

patients souffrant de sténose aortique 
277

. Une autre étude a évalué l’impact d’un 

traitement au tamoxifène (un modulateur des ER agissant comme antagoniste dans 

le cœur) auprès de deux modèles de rates souffrant d’hypertrophie cardiaque 
278

. 

Le tamoxifène a réduit l’hypertrophie ventriculaire gauche, l’épaisseur du 

ventricule gauche et le diamètre des cardiomyocytes chez les deux modèles. Un 

antagonisme des ER résulte à une amélioration de l’IC. Par ailleurs, cette étude sur 

le tamoxifène a présumé que ses effets pourraient être médiés par la PKC 
278

. En 

effet, il serait intéressant de valider l’interaction entre le tamoxifène, l’œstrogène 

et la PKC en IC. Le rôle des ER dans le développement de l’hypertrophie et de 

l’IC est encore peu connu; des études futures sont nécessaires afin de clarifier cette 

relation et de déterminer si le rôle de l’œstrogène y est délétère.  

En dernier lieu, lors des expériences, il a aussi été observé que l’activité 

électrique supraventriculaire des femelles AT1R est plus altérée. En effet, le 

segment PR des femelles AT1R est prolongé sur les ECG de surface et les ECG 

sur cœur isolé comparativement à leur contrôle du même sexe alors que la durée 

de ce segment est inchangée entre les mâles contrôles et AT1R (Annexe II, p.vii et 

viii). Ces résultats suggèrent que les femelles AT1R souffrent d’altérations 

intrinsèques au nœud auriculo-ventriculaire qui ralentissent le passage de l’influx 

électrique entre les oreillettes et les ventricules. Un remodelage des canaux 

ioniques ou une augmentation de la fibrose pourrait contribuer à expliquer ce 

changement. Néanmoins, ces modifications pourraient certainement favoriser le 

développement d’arythmies. En conclusion, plusieurs avenues peuvent être 

explorées afin de mieux comprendre le phénotype de la souris AT1R femelle, ce 

qui témoigne de la complexité des études sur les différences entre les sexes dans le 

développement de diverses pathologies. 
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5.2 Interrelations entre les projets de recherche sur la 

souris AT1R 

Le modèle de souris AT1R est central dans la réalisation des projets de 

recherche de cette thèse. La première étude démontre l’implication de la PKCα 

dans la réduction du courant Na
+
 en réponse à l’ANGII/AT1R alors que la 

deuxième illustre les différences dans l’hypertrophie et l’homéostasie calcique 

entre les sexes qui peuvent contribuer à la mortalité plus élevée des souris femelles 

AT1R. D’autre part, plusieurs études ont établi un rôle pour les PKC classiques 

préférentiellement PKCα dans la régulation de la contractilité et de l’hypertrophie 

ventriculaire 
73, 279-282

. Il semble donc intéressant de poursuivre les études afin de 

vérifier si l’activité de PKCα serait encore plus augmentée chez les souris femelles 

AT1R et pourrait ainsi contribuer à expliquer la détérioration de leur phénotype. 

En effet, une hypertrophie et des troubles de l’homéostasie calcique moins 

importants ont été mesurés chez les mâles AT1R comparativement aux femelles 

AT1R. Il est déjà connu que l’activité de la PKCα est augmentée chez les mâles 

AT1R. Ainsi, même si l’implication de la PKCα dans le remodelage structurel et 

calcique reste à être prouvée chez ceux-ci, l’hypothèse selon laquelle, le 

remodelage plus sévère observé chez les femelles AT1R pourrait être médié par 

une augmentation plus grande de l’activité de la PKCα est vraisemblable. 

Premièrement, nous avons démontré que la PKCα est responsable de la 

modulation du courant Na
+
. Cependant, la conduction ventriculaire des femelles 

AT1R est altérée de façon similaire aux mâles AT1R telle que prouvée par des 

modifications similaires au niveau du QRS, de l’amplitude et de la vitesse du 

potentiel d’action (APA et Vmax) ainsi que de la densité du courant Na
+
 

(deuxième projet et données non présentées pour APA et Vmax). Ce résultat n’est 

pas surprenant puisque la relation entre l’activité de la PKC et la modulation du 

courant Na
+
 ne peut être linéaire en raison du nombre limité de sites de 

phosphorylation sur celui-ci 
127, 261

. Ainsi, il est possible d’avoir atteint le niveau 

maximal de phosphorylation du canal Na
+
. En effet, un traitement au PMA, un 
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agoniste puissant et non-spécifique des PKC, a entraîné une réduction de la densité 

du courant Na
+
 similaire à celle qui a été mesurée chez les souris AT1R. Nous 

avons également observé ce phénomène de saturation de la diminution du courant 

par la PKC lors d’une autre étude 
151

.  

Deuxièmement, la fonction de la PKCα sur le remodelage structurel, 

mécanique et calcique est possiblement différente entre les souris AT1R mâles et 

femelles. D’une part, la diversité et le grand nombre des protéines responsables du 

CEC permettent à la PKCα de moduler plusieurs de celles-ci avant d’atteindre un 

seuil maximal d’altérations. C’est pourquoi une activité plus grande de la PKCα 

chez les femelles AT1R pourrait contribuer à leur mortalité plus élevée. En effet, 

une corrélation très forte a été établie entre la PKCα, le développement 

d’hypertrophie et les problèmes contractiles. Par exemple, la surexpression de 

PKCα au niveau des cardiomyocytes chez la souris est associée au développement 

d’une dimension ventriculaire interne plus grande en diastole (LVIDd) et en 

systole (LVIDs) résultant en une fraction de raccourcissement (FS) réduite ce qui 

appuie nos données démontrant des modifications similaires chez les souris AT1R 

279
. De plus tout comme chez la souris AT1R, la souris transgénique avec une 

surexpression de PKCα spécifiquement dans les cardiomyocytes développe 

progressivement de l’hypertrophie et un défaut de contractilité associés à une 

diminution de la fraction de raccourcissement 
84, 85, 279

. En plus, ces altérations sont 

clairement apparentes à 6-8mois, mais absentes à 2 mois comme chez la souris 

AT1R 
84, 85, 279

. Malheureusement, cette étude de Braz et al. n’a pas caractérisé les 

différences entre les sexes afin d’établir si le phénotype des femelles était plus 

grave 
279

. Néanmoins, il semble plausible d’émettre l’hypothèse qu’une plus 

grande activité de PKCα chez les femelles AT1R causerait un remodelage plus 

sévère chez celles-ci. D’autant plus que la promotion du développement 

d’hypertrophie concentrique (TAC) ou dilatée (par une délétion du gène Csrp3) 

chez les souris déficientes en PKCα (PKCα
-/-

) ne conduit pas à une dilatation des 

ventricules, ni à une diminution de la fraction de raccourcissement 
279, 280

. Chez les 

souris déficientes en PKCβγ (PKCβγ
-/-

) ayant subi une TAC et reçu un traitement à 
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la ruboxistaurine, un inhibiteur des PKC conventionnelles, les altérations au 

niveau de la fraction de raccourcissement, de la fibrose, de l’œdème pulmonaire et 

de l’hypertrophie étaient renversés suggérant un rôle pour la PKCα dans la 

modulation de ces paramètres 
280

. Ces résultats confirment l’apport indispensable 

de la PKCα dans la fonction ventriculaire et la dilatation du diamètre ventriculaire 

interne 
279, 280

. D’autre part, les souris PKCα
-/-

 ayant reçu une TAC ou développant 

une cardiomyopathie dilatée (Csrp3
-/-

) survivent en plus grand nombre 
279

 

suggérant qu’une élévation de la PKCα est délétère. Ainsi ces études permettent 

d’envisager qu’une activité plus grande de la PKCα chez les souris AT1R femelles 

pourrait expliquer leurs troubles au niveau de l’homéostasie calcique ainsi que leur 

mortalité plus précoce et en plus grand nombre. Conjointement aux autres études, 

nos travaux ont démontré une hausse de l’activité sélective de la PKCα permettant 

d’associer l’ANGII à cette régulation 
279, 281, 282

. Somme toute, l’élévation de 

l’activité de la PKCα est conforme avec les problèmes contractiles et la dilatation 

des ventricules chez les souris AT1R mâles, mais une activité plus grande de la 

PKCα chez la femelle AT1R soutiendrait aussi une détérioration plus importante 

de la contractilité et de la dilatation des ventricules chez les femelles AT1R. 

5.3 Connaissances et applications cliniques du système 

rénine-angiotensine-aldostérone  

Les études en recherche fondamentale permettent de comprendre les 

mécanismes impliqués dans le développement des pathologies observées en 

clinique. Parmi les principales lignes de traitements actuels de l’IC se trouvent les 

inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine (IECA) puisqu’ils sont 

reconnus pour améliorer la survie et diminuer les coûts d’hospitalisation. Chez les 

personnes intolérantes aux IECA, que les antagonistes du récepteur AT1 (ARA) 

sont essentiellement utilisés 
9, 222, 283, 284

. Ce sont les deux classes de médicaments 

auxquelles le modèle de souris AT1R peut procurer de l’information sur les 

mécanismes sous-jacents à leurs effets. Leurs avantages communs ont tout d’abord 

été associés à une baisse de la pression artérielle ainsi qu’à une diminution de 
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l’hypertrophie 
221, 222, 284

. En thérapie individuelle, l’efficacité entre un ARA et un 

IECA n’a pas été départagée pendant longtemps puisque les études ne reportaient 

pas toujours les causes de mortalité telles que la mortalité cardiovasculaire ou la 

mort subite cardiaque puisqu’elles ne faisaient pas partie de leurs issues primaires 

(« endpoints »). Ceci a eu comme impact de retarder la compréhension du rôle de 

l’IECA et de l’ARA dans la genèse d’arythmies ventriculaires ou de sidération 

myocardique. En effet, jusqu’à récemment, peu d’études cliniques s’étaient 

intéressées au lien entre la mort subite cardiaque et les ARA, rendant difficile la 

clarification de leur impact dans la mortalité cardiovasculaire 
14

. Une méta-analyse 

effectuée par la collaboration Cochrane n’a pas trouvé de différences entre les 

ARA et les IECA quant à la mortalité totale, cardiovasculaire et les événements 

cardiovasculaires 
9
. Cependant, elle émet une réserve quant à l’utilisation des ARA 

en raison d’un manque d’étude et d’évidences solides quant à leur efficacité 
9
. En 

effet, dans une étude sur le risque associé à l’hypertension artérielle ou à 

l’infarctus du myocarde, les ARA ne diminuent pas le taux de mortalité total ou 

cardiovasculaire, mais peuvent réduire le risque d’accident vasculaire cérébral, 

d’IC et de diabète 
285, 286

. Dans un contexte d’IC, dans les rares études examinant 

les patients avec une fraction d’éjection préservée (ICpEF), ni les ARA, ni les 

IECA ne diminuent le risque de mortalité 
9, 10, 287

 alors que si la fraction d’éjection 

est diminuée (ICrEF), une augmentation de la survie est associée avec la prise des 

IECA, mais pas avec les ARA 
9, 54, 221, 222, 288

, hormis le candesartan 
289, 290

. Même 

en combinaison, il n’y a pas d’effets additifs sur le taux de mortalité total ou 

cardiaque 
9
. Ce résultat suggère d’une part que les ARA médient leurs effets par 

une voie conjointe aux IECA via le récepteur AT1 et, d’autre part, que les IECA 

ont un effet bénéfique additionnel indépendant de la voie des ARA. En effet, la 

bradykinine est connue pour avoir des effets cardiaques et vasculaires opposés à 

ceux de l’ANGII en favorisant la production d’oxyde nitrique (NO) 
291

. Les 

résultats de ces études cliniques suggèrent que le phénotype des souris AT1R 

serait exacerbé en réponse à une administration d’ANGII. En effet, l’ajout de 

minipompe osmotique libérant de l’ANGII de façon chronique dans les souris 
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AT1R cause une augmentation de l’hypertrophie et un amincissement de la paroi 

chez celles-ci (données non présentées).  

Quant aux rôles de ces deux traitements dans la genèse d’arythmies, les 

IECA et les ARA semblent avoir des effets bénéfiques dans la réduction de la 

fibrillation auriculaire, mais ces résultats varient en fonction des pathologies 

associées à l’émergence de celle-ci 
292

. De plus, les ARA peuvent réduire 

l’incidence de la fibrillation auriculaire, l’arythmie soutenue la plus commune, qui, 

en plus, est connue pour être un facteur de risque contribuant à l’IC 
293, 294

. Une 

autre étude a démontré que chez les patients en ICrEF porteurs d’un défibrillateur 

implantable (ICD), sans un historique d’arythmies ventriculaires et traités avec un 

ARA ou un IECA, le nombre de défibrillations appropriées était moins fréquent 

que chez ceux sans une thérapie visant l’inhibition du SRAA. Ces données, 

contrairement aux autres, montrent que les ARA et les IECA sont efficaces dans la 

diminution des arythmies ventriculaires 
295

. En résumé, les ARA semblent 

bénéfiques pour diminuer les arythmies cardiaques chez l’homme. 

Des études fondamentales sur les modèles animaux ont démontré un rôle 

important de l’ANGII dans le remodelage électrique et l’homéostasie calcique 

cardiaque ce qui appuie l'usage des ARA et des IECA comme thérapies efficaces 

afin de prévenir les arythmies et d’améliorer le pronostic des patients 
84, 85, 292, 296-

301
. D’autre part, un antagonisme du récepteur AT1 semble être avantageux 

puisque la durée de la vie des souris ayant une délétion du récepteur AT1 (AT1R
-/-) 

est prolongée 
70

. En plus, lors de la deuxième étude, nous avons constaté que la 

surexpression du récepteur AT1 au niveau des cardiomyocytes raccourcit la durée 

de la vie de la souris, plus particulièrement chez les femelles. L’antagonisation du 

récepteur AT1 semblerait donc pouvoir être bénéfique, mais comme mentionné 

plus haut, lors des essais cliniques, parmi les ARA, uniquement le candesartan 

semble être associé à une amélioration de la survie 
10, 54, 285-288

. Il est aussi 

plausible que la grande variabilité existant entre les sujets d’une étude clinique ne 

permet guère de voir un effet significatif des autres ARA quant à la survie. Par 

contre, les ARA supportent une amélioration de la qualité de vie en diminuant la 
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fibrillation auriculaire, l’hypertension artérielle, l’hypertrophie et les symptômes 

de l’IC.  

D’autre part, nos travaux sur les différences mâles et femelles semblent 

démontrer une plus grande sensibilité chez celles-ci à la suite d’une activation du 

récepteur AT1. Les femmes développent généralement une ICpEF alors que les 

souris femelles AT1R présentent une ICrEF. L’infarctus du myocarde est associé 

préférentiellement au développement d’une ICrEF. Une explication possible du 

nombre inférieur de femmes souffrant d’ICrEF serait qu’avant 50 ans, les femmes 

ont un risque trois fois plus grand que les hommes de mourir à la suite d'un 

infarctus du myocarde ou d'un pontage aortocoronarien par greffe, par conséquent, 

elles ne peuvent pas développer de l’ICrEF 
302, 303

. Il serait donc pertinent 

d’analyser le pronostic d’un nombre plus grand de femmes avec une ICrEF 

puisque la majorité des études sur l’ICrEF recrutent préférentiellement des 

hommes puisque ceux-ci en sont plus fréquemment atteints. Ainsi, l’efficacité des 

thérapies simples ou combinées des IECA et des ARA pourrait être supérieure 

chez la femme en ICrEF. Certes, la compréhension des effets sous-jacents au 

récepteur AT1 est essentielle pour mieux comprendre la physiopathologie de 

plusieurs maladies, dont l’IC, ainsi que pour mieux comprendre les mécanismes 

d’action par lesquels les thérapies agissent. 

Récemment, une nouvelle molécule (LCZ696) combinant un ARA 

(valsartan) et un inhibiteur de la néprilysine (sacubitril), une enzyme impliquée 

dans la dégradation des peptides natriurétiques et de la bradykinine a été testée 

chez l’humain. Cette nouvelle molécule est un bel exemple de la complémentarité 

des études cliniques et de la recherche fondamentale. Ainsi, l’étude clinique de 

LCZ696 a démontré que cette nouvelle molécule a une efficacité supérieure à 

l’énalapril (IECA) quant à la mortalité cardiovasculaire, au nombre 

d’hospitalisations associé à l’IC et à l’amélioration de la capacité physique des 

participants 
14

. Cette étude a d’ailleurs été terminée plus tôt en raison de son effet 

bénéfique supérieur. Antérieurement, des études avaient combiné un IECA avec 

un inhibiteur de la néprilysine sans prouver une meilleure efficacité et avaient 
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répertorié des effets secondaires sévères comme des angioedèmes sévères 
304, 305

. 

En effet, l’IECA favorisant la production de bradykinine et de peptides 

natriurétiques puis, la néprilysine empêchant leur dégradation mène à une trop 

grande accumulation de ces peptides causant ainsi des effets secondaires graves. 

Ainsi, l’accumulation de connaissances sur le SRAA et sur son rôle dans l’IC ont 

permis de mieux cibler les voies à privilégier afin d’éviter les effets secondaires ce 

qui a permis de développer la molécule LCZ696 offrant une thérapie prometteuse, 

efficace et mieux adaptée puisque la majorité des effets délétères de l’ANGII 

modulés par le récepteur AT1 sont limités et les effets avantageux de la hausse de 

la bradykinine et de l’ANP sont favorisés.  

5.4 Perspectives d’applications cliniques des projets de 

cette thèse 

5.4.1 PKCα comme cible thérapeutique 

Plusieurs études ont validé les rôles et implications de la PKCα puisqu’elle 

semble une cible thérapeutique potentielle. Premièrement, une augmentation de 

l’activité ou de l’expression de PKCα a été montrée dans plusieurs modèles 

animaux d’IC 
74, 279, 306, 307

, mais aussi chez l’homme 
279, 281

. Les mécanismes par 

lesquels les PKCα médient ces effets ont fait l’objet de plusieurs recherches. Dans 

l’étude de Braz et al., mentionnée précédemment, la surexpression de la PKCα 

diminue la contractilité cardiaque. Le mécanisme établi a été associé à une 

augmentation de l’activité de la PKCα qui diminue le complexe I-1 (molécule liant 

PP-1) et PP-1 (une phosphatase) ce qui augmente le nombre de PP-1 libre et 

entraîne une activité phosphatase plus grande 
279

. Cette phosphatase serait 

responsable de la déphosphorylation de PLB ce qui entraînerait une diminution de 

l’activité de SERCA2. Ce mécanisme a aussi été validé auprès d’autres modèles 

cellulaires et in vivo 
279

. D’autre part, le développement de cardiomyopathies et la 

perte de contractilité peuvent aussi être associés à une hyperphosphorylation des 

myofilaments par PKCα 
74

. Cependant, contrairement à l’étude de Braz et al., 
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l’expression de la phosphatase PP-1 était inchangée et l’ajout de PP-1 permettait 

un retour de la contractilité. D’un autre côté, les PKC, dont la PKCα, sont connues 

pour interagir avec les diverses protéines du sarcomère, dont la troponine I, la 

troponine T et la protéine de liaison à la myosine C 
308-310

. Dans le modèle AT1R, 

l’implication de la PKCα dans les troubles contractiles est fort probable, mais le 

rôle de PP-1 et la régulation des sarcomères demeurent inconnus. Plusieurs études 

affluent pour établir PKCα comme une protéine régulatrice importante dans l’IC. 

Toutefois, d’autres études sont nécessaires afin de clarifier les voies de 

signalisation impliquées. 

L’inhibition de la PKCα résulterait en un effet bénéfique sur la fonction 

cardiaque puisqu’elle permettrait un remplissage du réticulum sarcoplasmique plus 

efficace ainsi qu’une amélioration de la fonction des myofilaments assurant une 

meilleure contraction 
74, 279

. Ces principes ont été démontrés dans des modèles de 

rats et de souris. Une étude récente sur le porc a été réalisée afin de déterminer si 

la relation entre les isoformes des PKC et la contractilité était maintenue chez les 

grands mammifères. À la suite d’un traitement de trois mois à la ruboxistaurine, un 

inhibiteur des PKC α et β, une amélioration de la contractilité, de la fraction 

d’éjection et du débit cardiaque a été démontrée chez le porc ayant subi une 

cannulation de l’artère descendante antérieure gauche (LAD) 
311

. La ruboxistaurine 

a été utilisé puisque la PKCα étant l’isoforme majoritaire au niveau cardiaque et 

donc les effets observés ont donc été associés à cette isoforme. Néanmoins, il 

serait plus que pertinent de poursuivre les études avec un peptide inhibiteur de la 

translocation spécifique à PKCα.  

Les voies d’administration et de livraison d’un médicament sont des 

facteurs importants à considérer. En effet, lors de cette étude chez le porc, la 

ruboxistaurine a été administrée avec la nourriture. Il pourrait être préférable en 

raison de l’activité constitutive ainsi que de l’expression ubiquitaire et multi-

tissulaire des PKC d’avoir recours à une méthode d’administration plus spécifique 

au cœur par l’intermédiaire de la thérapie génique afin d’éviter des effets 

secondaires périphériques indésirables 
312

. En fait, dans un modèle de rat 
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cryoinfarcté, des adénovirus dominants négatifs pour PKCα ont été administrés ce 

qui a permis de rétablir la contractilité et la pression ventriculaire 
281

. L’innocuité 

et l’efficacité de la thérapie génique sur une autre cible (SERCA2) ont déjà été 

démontrées chez l’humain lors d'essais cliniques 
313-315

. De ce fait, une thérapie 

basée sur PKCα pourrait conférer certains avantages en comparaison aux 

différents traitements utilisés dans l’IC. Par exemple, l’effet inotropique et 

chronotropique négatif des β-bloquants, utilisés dans le traitement de l’IC, entraîne 

une réponse contractile encore plus faible en plus de nuire à la réponse 

sympathique induite par les stimuli de stress ou d’effort physique. 

Conséquemment, le fait de cibler les PKCα améliorerait la fonction contractile 

sans inhiber la régulation sympathique ce qui serait plus bénéfique dans les cas 

d’ICrEF afin de rétablir leur fraction d’éjection. La réduction de l’activité de la 

PKCα ralentirait tout de même le développement de l’hypertrophie en IC que la 

fraction d’éjection soit préservée ou non. PKCα pourrait aussi avoir certains 

avantages en raison de son rôle dans la régulation de l’homéostasie calcique et la 

conduction. Certes, au lieu de développer des drogues ciblant individuellement 

PLB, SERCA2 ou INa, une thérapie génique ciblant la PKCα permettrait de 

regrouper les effets de différentes cibles et de majorer l’amélioration de l’IC.  

Malgré les possibilités offertes par la PKCα et les autres isoformes, aucune 

thérapie ciblant les PKC n’a pu réussir les trois phases des essais cliniques 

permettant l’accès au marché. Pourtant les applications des PKC sont vastes tant 

au niveau du diabète, du cancer, des maladies cardiaques ischémiques, de l’IC, des 

maladies auto-immunes, de la maladie de Parkinson, de la maladie d’Alzheimer et 

des problèmes bipolaires. Plusieurs molécules prometteuses ont été testées en 

études cliniques, mais la plupart ont été arrêtées lors de la phase II en raison du 

développement d’effets secondaires graves tels que la mort ou en raison d’un 

manque d’efficacité. Les raisons sous-jacentes à ces échecs sont multiples. 

Premièrement, lors des études précliniques, les modèles animaux utilisés ne 

parviennent pas à reproduire la pathogenèse observée chez l’homme. En effet, 

souvent la méthode de constriction transaortique (TAC) est utilisée pour avoir une 
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surcharge de pression et créer l’IC. C’est une technique induisant un remodelage 

très sévère et rapide qui ne ressemble pas au stress continu et chronique induit par 

le développement progressif l’hypertension chez l’homme 
77

. Cette différence dans 

les stimuli ou l’évolution de la pathologie peut contribuer aux disparités retrouvées 

dans la littérature quant à l’activation de différents isozymes des PKC et à 

l’identification de fausses cibles. De plus, l’hétérogénéité retrouvée chez l’homme 

ne peut être testée dans les modèles animaux ce qui complexifie la médecine 

translationnelle. Ce concept repose sur un flux bidirectionnel des résultats entre la 

recherche fondamentale et la recherche clinique afin d’améliorer la condition du 

patient 
316

. De même, la voie d’administration utilisée varie souvent entre le 

modèle animal et l’homme, ce qui peut affecter l’action du médicament. Dans le 

cas des peptides inhibiteurs de translocation des PKC, cela peut s’avérer encore 

plus problématique en raison des problèmes de dégradation avant que la molécule 

rejoigne l’organe cible. De plus, les peptides ne sont pas perméables aux 

membranes cellulaires ce qui requiert un peptide porteur ou un complexe cargo 

porteur qui augmentera leur hydrophobicité. En outre, un problème plus important 

est le manque de reproductibilité des études fondamentales. En effet, la compagnie 

AMGEN a tenté de reproduire les résultats de diverses études et seulement 11 % 

des données ont pu être reproduites 
317

. Un changement de mentalité valorisant 

autant les données négatives comme positives pourrait aider à éviter ce problème. 

De plus, la valorisation de la recherche de qualité est essentielle. Les molécules 

actuelles ciblant les isozymes des PKC entraînent trop souvent des effets 

indésirables en raison de leur manque de spécificité d’action puisqu’ils sont 

impliqués dans la phosphorylation de multiples protéines. C’est pourquoi plusieurs 

équipes ont entamé des recherches sur le développement des peptides inhibiteurs 

de fonction, i.e. il est possible de favoriser l’inhibition d’une des fonctions de 

l’isoforme, par exemple, en empêchant la phosphorylation d’un substrat tout en 

laissant les autres actives 
318-320

. De futures études vont permettre d’étudier leur 

efficacité au niveau des pathologies et chez l’humain. Dans l’intention d’améliorer 

les thérapies des PKC, il semble pertinent d’optimiser les futurs essais cliniques en 

se référant aux résultats positifs ou négatifs des autres études. Pour ce faire, une 
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nouvelle base de données regroupant les résultats des études cliniques dans le 

monde a été créée par le NIH 
318

.  

5.5 Limitations des modèles utilisés 

5.5.1 Modèle de souris AT1R 

Premièrement, la souris est un modèle animal privilégié en raison de 

l’existence de divers modèles modifiés génétiquement et de son faible coût. Bien 

évidemment, il existe un long chemin entre la transposition des résultats de la 

souris à l’homme. Néanmoins, la souris est un animal de « première ligne » qui 

permet de trouver des voies de signalisation et des mécanismes avant de 

poursuivre la validation auprès des animaux de grande taille. Chacun de ses 

modèles a des avantages et des inconvénients, il est donc important de 

contextualiser nos résultats et de les valider dans plus d’un modèle.  

Le modèle de souris AT1R (C57Bl/6) est un modèle transgénique de 

surexpression. La lignée de souris C57Bl/6 est la plus utilisée en recherche 

fondamentale et permet donc de comparer facilement les résultats obtenus entre 

diverses études 
321

. Elle est également la lignée privilégiée pour la création de 

modèles transgéniques, probablement puisqu’elle est la première dont le génome 

ait été entièrement séquencé 
321

. La lignée C57Bl/6 possède cependant quelques 

limitations. En effet, lors de nos études certains résultats non-attendus sont 

survenus. Par exemple, il est connu que l’ANGII par l’activation du récepteur AT1 

est associée à la production de cytokines pro-inflammatoires 
322

. Cependant des 

analyses au niveau plasmatique et tissulaire n’ont pas démontré d’élévation de 

TNFα, d’IL-1β, d’IL-6 ou d’IFNγ. Ce résultat peut être expliqué par l’usage de la 

lignée de souris C57Bl/6 puisqu’il a été démontré qu’elles sont plus résistantes aux 

processus inflammatoires cardiaques en comparaison aux autres lignées 
323

. Une 

autre différence pertinente à connaître est que les souris C57Bl/6 ont un niveau 

basal d’activité plus faible de la NADPH oxydase 
324

. D’autre part, même si le 

transgène n’est présent que sur un des deux allèles afin d’éviter des effets non-
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spécifiques indésirables, les modèles transgéniques de surexpression font l’objet 

de plusieurs critiques en raison de la production abondante du récepteur AT1. 

Cette surproduction peut affecter les processus physiologiques de la cellule, 

possiblement en activant des voies de signalisation accessoires qui normalement 

ne sont pas touchées. Néanmoins, la souris AT1R développe une hypertrophie 

cardiaque qui mène à l’IC ce qui simule un développement chronique et progressif 

de la pathologie comme chez l’homme. De plus, lors des travaux sur la régulation 

du courant Na
+
 par la PKCα, nos données chez la souris ont été validées dans un 

modèle de cardiomyocytes humains. En résumé, il est important de pouvoir 

reproduire ou comparer ses résultats dans divers modèles afin de valider que l’effet 

n’est pas spécifique à l’espèce. 

5.5.2 Cardiomyocytes dérivés de cellules souches pluripotentes 

induites humaines 

L’avènement des hiPSC-CM dans le domaine cardiovasculaire offre un 

accès à des cardiomyocytes humains et la possibilité de valider des résultats dans 

un modèle comparable à l’humain. Les hiPSC-CM, comme tous les modèles, ne 

sont pas parfaits. Premièrement, la conversion des cellules somatiques en cellules 

souches requiert l’exposition à différents facteurs embryonnaires ce qui mène à 

deux principales limitations. La première est que différents types cellulaires sont 

retrouvés soit les cellules sinusales, auriculaires et ventriculaires 
325

. En revanche, 

il est possible de distinguer les cellules automatiques des cellules musculaires en 

fonction de la morphologie distincte de leur potentiel d’action 
236, 238, 325

. En plus, il 

est généralement rapporté que la majorité des cellules sont de type ventriculaire 
236, 

238, 325, 326
.  

Deuxièmement, présentement, les hiPSC-CM ressemblent plutôt à des 

cardiomyocytes de type embryonnaire ou fœtal qu’à des cardiomyocytes adultes et 

devraient plutôt être perçus comme des cardiomyocytes immatures 
326, 327

. 

Autrement dit, les mêmes canaux sont présents, mais leur expression diffère. Par 

exemple, la densité des canaux Na
+
 et Ca

2+
 des hiPSC-CM est moindre que dans 
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les cardiomyocytes adultes 
328

. D’autre part, au niveau du cœur entier, l’expression 

des canaux ou des protéines de l’homéostasie calcique peut varier en fonction des 

couches épicardiques, endocardiques et myocardiques ou de leur emplacement à 

l’apex ou à la base du cœur ainsi qu’entre le ventricule gauche et le ventricule 

droit 
99, 134, 232-234

. Ainsi, cette complexité structurelle ne peut être intégrée aux 

études réalisées avec les hiPSC-CM. En ce qui a trait à la machinerie du couplage 

excitation-contraction, elle est présente et fonctionnelle, mais peu d’études l’ont 

caractérisée jusqu’à présent dans des cellules saines 
238

. Une première étude a 

démontré que 50 % du transitoire calcique semble provenir d’une relâche par le 

récepteur de l’inositol triphosphate (IP3) 
329

. Ce mécanisme par l’IP3 n’est 

généralement pas retrouvé chez l’adulte 
330

 ce qui remet en question la validité ou 

nécessite de nuancer l’interprétation des données utilisant les hiPSC-CM. 

Cependant, récemment, les protocoles de différentiation ont évolué et sont devenus 

plus efficaces et moins variables 
237

. Lors d’une étude récente, l’homéostasie 

calcique a été comparée dans des hiPSC-CM provenant de divers patients sains et 

des cellules fraîchement isolées de lapin et de souris. Les résultats obtenus 

démontrent que l’amplitude des transitoires, la concentration de Ca
2+

 diastolique et 

le contenu calcique du réticulum sarcoplasmique des hiPSC-CM sont similaires à 

ceux des myocytes de lapins, dont les propriétés se rapprochent de celles de 

l’homme 
237

. Toutefois, l’extrusion du Ca
2+

 par SERCA2 et NCX ainsi que le 

temps pour atteindre l’amplitude maximale (TTP) sont ralentis dans les hiPSC-CM 

comparativement aux cellules ventriculaires de lapin 
237

. Ces différences 

pourraient être expliquées par une maturation incomplète des cellules se traduisant 

par un système de tubules transverses incomplet et une fonction des protéines de 

l’homéostasie calcique différente 
237

. Malheureusement, cette étude n’a pas évalué 

la contribution de l’IP3 au transitoire calcique afin d’établir si les nouvelles 

méthodes de différenciation permettent d’obtenir des hiPSC-CM moins 

immatures. En somme, la caractérisation et les connaissances sur les hiPSC-CM 

nécessitent encore plusieurs études afin de mieux comprendre leur phénotype basal 

et de promouvoir leur différentiation. Jusqu’à maintenant, les recherches utilisant 

les hiPSC-CM ont majoritairement étudié les composantes électriques afin de 
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mieux comprendre les mécanismes sous-jacents aux arythmies associées au 

syndrome du QT long. Les résultats ont démontré que les hiPSC-CM répondaient 

de façon similaire aux observations faites dans d’autres modèles animaux ou 

humains 
238

. L’étude présentée sur la modulation du courant Na
+
 par l’ANGII se 

joint à celles-ci afin de confirmer la validité des hiPSC-CM. En conclusion, malgré 

leur phénotype immature, les hiPSC-CM présentent, je crois, une avenue 

intéressante et pertinente à l’étude de la régulation des canaux ioniques et de 

l’homéostasie calcique cardiaques. 

5.5.3 Effets de l’angiotensine II dans divers modèles 

La souris AT1R a été utilisée afin de trouver les mécanismes par lesquels 

l’ANGII peut être impliquée dans le remodelage cardiaque associé aux arythmies. 

D’autres modèles ont été utilisés afin de valider et de compléter l’étude. En 

premier lieu, le modèle de souris néonatales avait été choisi puisque contrairement 

aux cellules adultes, ces cellules natives conservent leur propriété lorsqu’elles sont 

en culture ce qui permet l’administration d’un traitement chronique 
151

. Il nous a 

semblé important d’étudier l’effet chronique de l’ANGII afin de reproduire l’effet 

de la surexpression du récepteur AT1. Dans une première expérience, nous avons 

voulu étudier l’effet de l’ANGII sur les courants Ca
2+

. Après 48 heures de 

traitement à l’ANGII, le ICaL était réduit et cet effet a pu être renversé par un 

traitement concomitant de candesartan (ARA) démontrant que l’effet résulte bel et 

bien de l’activation du récepteur AT1. Ensuite, nous avons voulu étudier l’effet de 

l’ANGII sur le INa. Cependant, l’ANGII n’a pas diminué le courant tel qu’il a été 

observé chez la souris AT1R et son effet était variable ce qui nous a amenés à nous 

questionner sur la qualité et la stabilité de l’ANGII. Cette hypothèse a été vérifiée 

en évaluant la translocation de la PKCα suite à un traitement à l’ANGII. Les 

cardiomyocytes néonataux ont été traités 48 heures avec de l’ANGII (1µM) en 

provenance du fournisseur Sigma ou avec de l’ANGII (100 nM) synthétisée par Dr 

A. Tadevoysyan du laboratoire du Dr Nattel. Par la suite, les protéines 

membranaires ont été extraites et un immunobuvardage de type Western réalisé. À 

l’inverse de ce qui a été observé chez la souris AT1R, la translocation de PKCα 
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était diminuée en présence d’ANGII. De plus, même avec une concentration 1000 

fois plus élevée l’ANGII de Sigma ne produisait qu’une faible diminution de 

l’expression membranaire comparativement à l’ANGII de Dr A. Tadevosyan 

(données non présentées). Ces résultats suggèrent que lors du développement, la 

régulation entre l’ANGII et le courant Na
+
 change ou que la régulation entre 

ANGII est PKCα est modifiée. Antérieurement, le courant Na
+
 des cellules de 

souris néonatales était présumé sous-jacent à l’isoforme NaV1.5, l’isoforme 

cardiaque prédominante 
331

. Des études plus récentes ont démontré qu’un nouveau 

transcrit d’épissage de NaV1.5 nommé NaV1.5 néonatal (nNaV1.5) est 

prépondérant dans le cœur des souris néonatales. L’expression de l’isoforme 

nNaV1.5 diminue avec le développement et n’est plus détectable à l’âge adulte 
332

 

indiquant possiblement pourquoi l’ANGII exerce des effets différents entre les 

deux types cellulaires. Les expériences subséquentes ont donc été réalisées avec 

les hiPSC-CM. Nos résultats suggèrent que l’ANGII réduit le courant Na
+
 en 

présence d’une stimulation électrosystolique alors qu’en absence, aucun effet n’a 

été observé. Ainsi, il semble nécessaire de contracter les cardiomyocytes afin de 

stabiliser les effets de l’ANGII.  

5.5.3.1 Projet sur les courants Ca
2+

 de type T 

Lors de mes études doctorales, j’ai aussi réalisé d’autres études afin de 

mieux comprendre le rôle du récepteur AT1 dans les perturbations 

électrophysiologiques. Plusieurs évidences dans la littérature ont démontré qu’en 

conditions hypertrophiques, les canaux Ca
2+ 

de types T sont réexprimés en réponse 

à une constriction aortique 
139, 140, 333, 334

, un infarctus du myocarde 
335

, l’exposition 

chronique à l’endothéline 
336

 ou à l’ANGII 
138, 139, 337

. Une augmentation des 

canaux Ca
2+

 de type T pourrait contribuer à perturber l’homéostasie calcique, 

favoriser l’automaticité et le développement d’arythmies. Les expériences de 

patch-clamp ont démontré qu’en conditions contrôles la densité de ICaT est minime, 

environ 1-2 pA/pF, et n’a probablement aucune pertinence physiologique. Chez les 

souris AT1R même après le développement de l’hypertrophie, les densités 

demeuraient minimes. Une différence importante entre notre modèle et ceux des 
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autres études est que nous n’avons pas l’influence d’un stress hémodynamique ou 

de l’augmentation de la postcharge. Ces stimuli sembleraient donc être importants 

dans la réexpression des canaux Ca
2+

 de type T. Toutefois, la réexpression 

ventriculaire des canaux de type T en conditions hypertrophiques n’a jamais été 

confirmée chez l’homme 
338

. De plus, en conditions physiologiques ce courant n’a 

jamais été enregistré chez l’homme 
236, 339

. Des études à ce sujet seraient 

essentielles afin d’établir la pertinence de poursuivre ces projets.  

5.6 Les femmes et les maladies cardiovasculaires 

Il est souvent perçu que les femmes contrairement aux hommes sont 

protégées contre les maladies cardiovasculaires. Cette perception est basée sur 

l’observation passée que leur risque cardiovasculaire est retardé de 10 ans en 

comparaison aux hommes. Cette augmentation du risque est associée à une 

déficience à long terme de l’œstrogène conséquente à la ménopause 
42

. Avec les 

années, le taux de mortalité cardiovasculaire a diminué excepté pour les femmes 

préménauposées 
340, 341

. De surcroît, les maladies cardiovasculaires sont la 

première cause de mortalité chez les femmes 
342-344

. Différents facteurs peuvent 

contribuer à expliquer cette différence. D’une part, l’intégration des sujets de sexe 

féminin dans les études cliniques et fondamentales a été encouragée seulement à 

partir de 1993 par l’Institut National de la Santé (NIH) aux États-Unis par la mise 

en place de l’acte de revitalisation. Au Canada, depuis 2010 aux Instituts de 

Recherche en Santé du Canada (IRSC) et depuis 2015 aux Fondations des 

Maladies du Cœur une question incitative fait partie du formulaire d’application 

afin de favoriser l’intégration des sexes et du genre dans les perspectives de 

recherche. Malgré tout, l’intégration des femmes/femelles n’est pas encore acquise 

même si elles représentent 50 % de la population et qu’il est connu que des 

différences existent entre elles et les hommes. D’ailleurs, une étude publiée en 

2008 a rapporté que la proportion de femmes participantes aux essais cliniques 

cardiovasculaires en phase III ou IV ne reflétait pas la prévalence de la maladie 

dans la population et qu'ils incluaient en moyenne 27 % de femmes alors que 53 % 
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sont atteintes de maladies cardiovasculaires 
220, 345

. L’intégration des femmes 

aurait un impact considérable et permettrait de mieux cibler les besoins et 

thérapies appropriés pour celles-ci puisque le développement, le diagnostic, le 

traitement d’une pathologie diffèrent souvent entre les sexes 
220, 346, 347

. Il semble 

donc essentiel, d’une part, de favoriser la recherche chez les animaux mâles et 

femelles. Une meilleure compréhension du fonctionnement cellulaire permet 

d’améliorer nos connaissances et de mieux comprendre les phénomènes cliniques. 

Diverses causes peuvent contribuer à la mortalité cardiovasculaire plus 

élevée chez la femme 
220, 346, 347

. Une autre possibilité provient des différences 

entre les genres puisque la perception du médecin diffère lors des soins prodigués 

aux hommes et aux femmes. En effet, le résultat d’un sondage réalisé en 2005 aux 

États-Unis a révélé que seulement un médecin sur cinq savait que les femmes 

avaient une mortalité cardiovasculaire plus importante que les hommes 
348

. Ce 

phénomène s’explique par le fait que les maladies cardiovasculaires sont encore 

perçues, comme étant une maladie d’homme et que les femmes présentent des 

signes et des symptômes différents ce qui amène le médecin à poser un diagnostic 

inadéquat 
302, 347, 349, 350

. Cette mauvaise perception ou ce manque de sensibilisation 

aux particularités des femmes peut expliquer pourquoi les femmes ont plus 

souvent un diagnostic erroné, un traitement différent ou moins agressif 

conjointement à leur risque d’effets indésirables de 1,5 fois plus élevé à la suite de 

la prise d’un médicament d’ordonnance entraînent des répercussions négatives 

pour la femme 
220, 346, 351

. Ceci démontre l’importance de valider les cibles 

thérapeutiques chez la femme et de vérifier si l’efficacité d’un médicament est la 

même entre les sexes lors des études cliniques 
346

. Par exemple, l’IC avec fraction 

d’éjection conservée est une maladie touchant plus les femmes pour laquelle aucun 

traitement efficace n’existe 
352-354

 ce qui entraîne des taux de morbidité et de 

mortalité plus élevés chez celles-ci 
33, 34

. Les dernières années, les études se sont 

concentrées à trouver des traitements pour l’ICrEF qui ont amélioré la survie et 

diminuer l’hospitalisation 
9, 54, 221, 222

. Il a été suggéré que le manque d’étude sur 

l’ICpEF était causé par une absence de définitions claires pour l’émission d’un 
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diagnostic ce qui complexifie la mise en place de critères d’inclusion dans les 

études. Maintenant, ce problème est désormais résolu et plusieurs études ont 

démontré divers paramètres facilitant la classification des patients 
350, 355

. Cet 

avancement permettra d’encourager les études sur l’ICpEF et de mieux 

comprendre pourquoi les femmes en sont plus atteintes. 

5.7 Commentaire final 

Les études présentées dans cette thèse ont permis d’approfondir les 

connaissances dans plusieurs domaines. D’une part, le rôle de l'ANGII et de son 

récepteur AT1 a été exploré dans la modulation des canaux ioniques. L’ANGII 

favorise une instabilité électrique ventriculaire importante puisque les trois 

principales conductances contribuant au potentiel d’action sont altérées soit les 

courant Na
+
, Ca

2+
 et K

+
. Les mécanismes sous-jacents à ces réductions de courants 

retrouvés chez la souris AT1R ont été établis dans le laboratoire 
84, 85

. Plus 

précisément, la suite des travaux a mis en évidence un nouveau mécanisme de 

régulation des courants Na
+
 suite à un stimulus chronique délétère de l’ANGII. En 

effet, l’activité de la PKCα est significativement augmentée par la surexpression 

du récepteur AT1. Cette modulation du courant Na
+
 par la PKCα a été confirmée 

dans des cardiomyocytes humains traités à l’ANGII. Ce projet contribue à valider 

la PKCα comme une cible thérapeutique potentielle. En second lieu, le remodelage 

électrique des souris AT1R était altéré de façon similaire entre les sexes. 

D’ailleurs, le couplage excitation-contraction semble être modifié plus sévèrement 

chez les femelles AT1R. L’augmentation des étincelles Ca
2+

, le ralentissement de 

l’activité de SERCA2 et la faible concentration de Ca
2+

 diastolique observée chez 

les femelles AT1R peuvent mener à des troubles contractiles. Des études futures 

sur la rigidité du cœur ainsi que sur la fonction des sarcomères seraient des pistes 

intéressantes à explorer puisque des études in vivo ont démontré que les femelles 

AT1R souffraient d’hypertrophie et d’une dilation du ventricule gauche de façon 

plus importante que les mâles AT1R. L’IC demeure l’une des maladies 

cardiovasculaires qui affecte le plus la qualité de vie des patients. En mesure de 
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diminuer la mortalité, réduire le nombre et les frais reliés à leurs hospitalisations, 

le milieu de la recherche académique doit continuer de découvrir et de comprendre 

les nouveaux mécanismes afin de promouvoir la recherche translationnelle.  
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ANNEXE II : Données supplémentaires 
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Figure II.1 Expression du récepteur AT1 dans les souris CTL et AT1R des 

deux sexes (M : mâle, F : femelle) à l’âge de 50 jours (50d) et 6 mois (6m). Les 

statistiques démontrent une augmentation de l’expression chez les souris AT1R en 

comparaison aux CTL. Aucune différence n’est détectée entre les sexes ou l’âge. 
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RR interval 
(ms) 

HR (bpm) 
PR interval 

(ms) 

PR segment 
(ms) 

QRS 
complex 

(ms) 

QT interval 
(ms) 

QTc 
interval 

(ms) 

M 

50d 
CTL (11) 111.8 ± 4.4 545.7 ± 21.0 31.4 ± 0.7 20.9 ±0.7 17.0 ± 0.4 45.1 ± 1.1 42.8 ± 0.9 

AT1R (7) 131.0 ± 2.6* 459.3 ± 9.4* 42.9 ± 1.0* 27.9 ± 1.0* 22.2 ± 1.5* 58.2 ± 1.1* 49.4 ± 1.5* 

6m 

CTL (9) 114.4 ± 3.3 528.6 ± 16.4 37.5 ± 1.8† 26.3 ± 1.2 17.0 ± 0.6 47.6 ± 1.3 44.5 ± 1.0 

AT1R (9) 126.1 ± 1.9* 476.8 ± 7.1* 46.9 ± 1.7* 26.8 ± 1.8 21.7 ± 0.6* 55.2 ± 0.9* 49.2 ± 0.9* 

F 
CTL (9) 109.9 ± 2.8 548.9 ± 13.7 37.7 ± 1.5 24.4 ± 0.7 16.0 ± 0.8 45.1 ± 1.5 43.0 ± 1.0 

AT1R (6) 120.9 ± 2.0* 496.9 ± 8.2* 51.4 ± 2.1* 36.7 ± 3.2*
‡
 21.2 ± 1.9* 51.2 ± 3.* 49.7 ± 0.7* 

 

Table II.1 Paramètres mesurés sur des ECG de surface sur les souris AT1R et CTL mâles (M) et femelles (F) à l’âge de 50 

jours (50d) et 6 mois (6m). * p<0.05 vs CTL du même sexe, †p<0.05 versus M 50d CTL, 
‡
 p<0.05 vs M AT1R 6m. Les statistiques 

ont été réalisées dans un premier temps entre les mâles des deux âges puis dans un deuxième temps les animaux de 6 mois des deux 

sexes par un ANOVA suivi du test post hoc Fisher. 
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RR interval 
(ms) 

HR (bpm) 
PR interval 

(ms) 

PR 
segment 

(ms) 
QRS 

6m 

M CTL (9) 175.5 ± 12.1 361.6 ± 23.3 40.0 ± 2.6 31.9 ± 2.6 10.6 ± 0.4 

AT1R (11) 179.1 ± 7.1 348.1 ± 15.4 52.1 ± 4.5* 40.6 ± 4.2 12.8 ± 0.8* 

F 
CTL (8) 177.9 ± 9.5 363.7 ± 14.1 37.5 ± 1.5 28.0 ± 1.2 10.4 ± 0.3 

AT1R (9) 193.0 ± 13.5 341.7 ± 15.8 63.6 ± 4.7*‡ 41.1 ± 5.4* 12.8 ± 0.7* 

Table II.2. Paramètres mesurés sur des ECG en Langendorff sur les cœurs isolés de souris AT1R et CTL mâles (M) et 

femelles (F) à l’âge 6 mois (6m). * p<0.05 vs CTL du même sexe, ‡
 p<0.05 vs M AT1R 6m. Les statistiques ont été réalisées avec 

un ANOVA suivi du test post hoc Fisher 
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Figure II.2 Potentiel d’action chez les souris AT1R de 6 mois. Haut- Exemple 

représentatif de potentiel d’action ventriculaire chez les souris CTL et AT1R 

mâles (gauche) et femelles (droite). Bas- Les données moyennes de durée du 

potentiel d’action pour 20%, 50% et 90% de la repolarisation ont été présentées 

sur les graphiques. Les valeurs obtenues entre les mâles et les femelles sont 

similaires. 

 


