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Résumé

La propagation du courant électrique dans le coeur est possible grâce à l’activité des

canaux sodiques et au passage d’ions d’un cardiomyocyte à l’autre via les jonctions Gap.

Une altération de l’expression de la principale protéine de ces jonctions dans le coeur, la

connexine-43 (Cx43), a été reliée à plusieurs maladies cardiaques chez l’homme,

notamment l’insuffisance cardiaque et la cardiomyopathie dilatée. Ces dérangements ont

aussi été associés aux arythmies dans certains modèles d’infarctus du myocarde. Le but de

ce projet est de produire des altérations électriques dans un modèle animal et d’étudier le

rôle du découplage cellulaire dans les troubles de la conduction cardiaque. Des chiens sont

soumis à un entraînement ventriculaire rapide (240/min pour 5 semaines), ainsi qu’à une

sténose progressive de l’artère coronaire circonflexe (LCx) par un constricteur améroïde. À

l’étude fmale, des troubles de conduction sont identifiés par cartographie

électrophysiologique du territoire de la LCx. Des zones présentant des altérations

électriques (LCx1) sont séparées de celles qui ont un patron d’activation normal (LCx2) et

sont ensuite comparées au territoire de l’artère interventriculaire (LAD), qui ne subit pas la

restriction de flot. Une chute significative de l’expression de la Cx43 est observée dans les

deux régions LCx par rapport à la région LAD, alors qu’aucune augmentation de l’espace

occupé par le collagène interstitiel n’a été observée. Le dV/dtm du complexe d’activation

des électrogrammes unipolaires enregistrés dans la région LCx 1 étaient plus déprimés que

ceux de la région LCx2 suite à un entraînement rapide, indiquant une plus grande

dépression du canal sodique. La chute de l’expression de la Cx43 qui a été observée dans la

région LCx pourrait induire un découplage cellulaire et ainsi contribuer aux troubles de la

conduction identifiées dans ce territoire simultanément affecté par l’insuffisance cardiaque

et la sténose coronarienne.

Mots-clés : Connexine43, découplage cellulaire, arythmies, insuffisance cardiaque
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Abstract

Action potentials can propagate within the heart through gap junctions as sodium

channels are activated. Disturbances in the expression of the main protein of these junctions

in the heart, connexin43 (Cx43), is associated with a number of human heart diseases such

as congestive heart failure and dilated cardiomyopathy. These disorders were correlated

with reentrant arrhythmias in animal models of infarction. The aim of this study is to

produce long term electrical alterations in a proper animal model and to assess the role of

cellular uncoupling on conduction troubles. Dogs are subjected to chronic rapid pacing

(240 beats/min) and to progressive obliteration of the lefi coronary circumflex artery (LCx)

by an ameroid constriction. At the fmal study, electrical alterations are identified by

electrophysiological mapping of the LCx territory. The zones showing conduction troubles

(LCx1) are separated from those presenting normal conduction pattems (LCx2) and

compared to samples coming from the lefi anterior descendant artery (LAD) territory,

which is not affected by ifie blood flow restriction. A drop in the expression of Cx43 was

observed in both LCx regions compared to LAD, while no difference in collagen content

was noted when compared to healffiy preparations. for unipolar electrograms of LCx1

region, dv/dtmax was significantly more decreased than in the LCx2 region under rapid

pacing, suggesting stronger depression of sodium channels. The drop in the expression of

Cx43 noted in the LCx region could induce cellular uncoupling and therefore promote

electrical alterations that are observed in this territory challenged by a double energetic

stress.

Keywords Connexin43, cellular uncoupling, congestive heart failure, arrythmias
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Chapitre 1- La conduction cardiaque

1.1 - Physiologie

Le système cardiovasculaire permet le transport de la plupart des éléments essentiels

aux cellules des différents tissus et il est responsable de libérer ceux-ci des déchets

métaboliques qu’ils produisent. Pour que ces événements soient possibles, le coeur doit

pomper le sang le long des différents vaisseaux du système. La vitesse à laquelle il bat et la

quantité de sang qu’il pompe sont des paramètres qui peuvent varier et qui sont régulés à

plusieurs niveaux.

Le coeur est donc une pompe ultra-efficace qui est régulée par le système nerveux

autonome et qui s’adapte aux variations physiologiques de toutes sortes. Le système

parasympathique agit sur le coeur via le nerf vague dont la stimulation a un effet inhibiteur

sur la fréquence cardiaque. La sécrétion d’acétylcholine, qui active les récepteurs

muscariniques, a un effet ralentissant sur le noeud sinusal (SA) et noeud auriculo

ventriculaire (AV). L’activation du système sympathique suscite au contraire l’accélération

du rythme cardiaque via la stimulation des récepteurs 3-adrénergiques, par l’adrénaline et la

noradrénaline.

Le système nerveux a donc un impact important sur la régulation de l’activité

cardiaque. Cependant, le coeur n’a pas besoin du système nerveux pour être fonctionnel. En

effet, il est connu, grâce entre autres aux transplantations, que même dénervé, le coeur bat et

dispose d’une bonne capacité d’adaptation aux changements. Le coeur possède la propriété

de générer ses propres battements grâce à son stimulateur naturel, le noeud sinusal. L’influx

électrique se propage donc à partir du noeud SA au niveau de l’oreillette droite, vers le

noeud AV et atteint par la suite le faisceau de His. Le courant suit ensuite les branches

droites et gauches du faisceau en direction des fibres de Purldnje qui se ramifient au niveau

de la surface des ventricules. Le septum interventriculaire et les muscles papillafres sont les

premières régions des ventricules à être excitées. Les cellules à l’endocarde sont activées et

l’influx s’étend ensuite vers I’ épicarde.
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Figurel: Système de conduction dans le
coeur. A partir du noeud Sinusal (flèche
jaune), vers le noeud AV et l’oreillette
gauche. A partir du noeud AV. le courant
descend vers le faisceau de Ris, ses deux
branches et ensuite les fibres de Purkinje.
(http://sorret. hurnboldt. edu/—jlg2 l/Zoo%203 I O/Lab
%2012%2OADAM%2Ocardiovasc/Intrinsic%2OSyst
ern/intrinsic%2Oconduction%2Ohorne. htm[)

Faisceau de l-lis

Fibres de Purkinje

Certains tissus du corps humain sont excitables. C’est le cas des muscles lisses, des

muscles squelettiques, des nerfs et du coeur. Les cellules qui les composent ont la propriété

de pouvoir être dépolarisées et laisser passer un courant électrique. Dans le coeur, les

cardiomyocytes ont un potentiel intracellulaire négatif de -9OmV par rapport à celui de

l’environnement extracellulaire. Lorsqu’ils sont excités par un stimulus électrique suffisant,

leur membrane est rapidement dépolarisée. La relation entre le temps et le changement du

potentiel membranaire de la cellule est représentée par le potentiel d’action.

Le potentiel d’action des cardiomyocytes peut être divisé en quatre phases qui

correspondent à des variations de perméabilité des canaux ioniques transmembranaires. La

phase zéro de la courbe correspond à la dépolarisation très rapide de la membrane du

cardiomyocyte suivie d’une repolarisation partielle en phase un. Un plateau d’environ 0,1 à

0,2 seconde ainsi qu’une repolarisation de la cellule surviennent successivement lors des

1.2 - Potentiel d’action
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phases 2 et 3. Finalement, la phase quatre correspond à l’intervalle de temps entre la fin de

la repolarisation et le début du potentiel d’action suivant.

figure 2- Potentiel d’action
cardiaque. Variation du potentiel
membranaire d’un cardiomyocyte en
fonction du temps suite à un stimulus
suffisant pour atteindre le potentiel
seuil (T. P.) (sproiects. mmi. ,ncgil/. ea/
heart/980 72 7fig2 1. html) -90

Plusieurs types de canaux spécifiques à chacun des ions impliqués dans le potentiel

d’action cardiaque sont exprimés le long de la membrane des cardiomyocytes. Les courants

de certains ions varient selon que la membrane leur est plus ou moins perméable. Le

sodium (Na), le potassium (K) et le calcium (Cat) sont les trois principaux ions

impliqués dans le potentiel d’action cardiaque. La perméabilité membranaire pour chaque

ion varie continuellement et détermine la quantité nette de chacun d’entre eux qui diffusera

de part et d’autre de la membrane en fonction de leur gradient chimique. Ces changements

de perméabilité sont possibles grâce à l’ouverture et la fermeture de canaux ioniques le long

de la membrane.

Les cardiomyocytes ont une concentration intracellulaire en potassium plus élevée

que leur environnement, tandis que les ions calcium et sodium sont plus concentrés dans le

milieu extracellulaire. Même si un gradient de concentration existe, les ions calcium et

sodium entrent très peu à l’intérieur des cellules au repos. car la membrane leur est peu

oennéabïe. Pendant la phase 4. le potassium a toutefois tendance à diffuser continuellement

vers îe milieu extraceiiuîaire. nar les canaux ootassiaues de tvne «inwara rec,itier» ce oui

ee ar ue’ci’ en ions rioslTITs a i iriteneur oc ia ceiiuie Deux iorces onnosees sont aonc

mmjouees uans je mouvemem ou nmassum ce ran et o autre ce a memrane
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intracellulaire. C’est pourquoi le potentiel de repos (phase 4) correspond au potentiel

d’équilibre du potassium.

Figure 3- Mouvement d’ions au potentiel d’équilibre dans un cardiomyocyte. La

pompe Na+/K+-ATPase pompe le sodium vers l’extérieur de la cellule pour compenser

pour la faible entrée de cet ion selon son gradient de concentration. Les ions K+ sortent de

la cellule selon leur gradient de concentration. Le Ca-H- diffuse vers l’intérieur de la cellule.

extracellulaire

Na+ Ca++

HÏAPi hj
K+ K+ 3Na+

intracellulaïre
K+

Dans le cas du sodium, les deux types de forces iraient dans le même sens et

pousseraient le sodium vers l’intérieur de la cellule lors de la phase 4. Le canal est

cependant fermé.

Lorsque la membrane est dépolarisée jusqu’à -6Omv par l’arrivée d’un front d’onde,

la phase O du potentiel d’action survient avec l’ouverture rapide des canaux sodiques

sensibles au voltage, et donc, à une augmentation de la perméabilité membranaire au

sodium. Comme pour toutes les cellules excitables, cette étape n’est possible que si l’influx

qui arrive à la cellule est suffisant pour que le potentiel seuil soit atteint. Si tel est le cas, la

membrane du cardiomyocyte sera dépolarisée. La repolarisation qui suit en phase 1

correspond à la diffusion du potassium vers l’extérieur de la cellule. Celle-ci est due à

l’activation des canaux potassiques sensibles au voltage, qui génère le courant transitoire

sortant t0. L’ouverture des canaux calciques sensibles au voltage est en partie responsable
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de la phase 2 qui prend la forme d’un plateau. L’influx de charges positives (Caj

compense pour la sortie de potassium qui arrive en même temps via différents canaux

potassiques. Il existe deux types de canaux calciques dont ceux qui sont le plus fortement

exprimés dans le coeur: les canaux de type-L. Ils génèrent des courants d’une longue durée,

contrairement aux canaux de type-T qui sont activés de façon plus transitoire mais qui sont

peu exprimés au niveau du tissu cardiaque. L’entrée de calcium est une étape importante

puisque qu’elle est aussi impliquée dans le couplage excitation-contraction du muscle

cardiaque. En effet, une fois entré dans la cellule, le Ca se lie aux récepteurs à la

ryanodine du réticulum sarcoplasmique, activant ainsi la relâche de calcium dans le

cytoplasme et favorisant la formation du complexe Ca-Troponine qui permet la

contraction via les rnyofilamments. Le calcium est ensuite recapté dans le réticulum

sarcoplasmique par une pompe Ca-ATPase de type serca. Cette augmentation temporaire

de la concentration de calcium intracellulaire contrebalance la sortie des ions potassiums, et

donne donc naissance à la phase plateau du potentiel d’action.

Figure 4: Mécanisme du relâchement du calcium par le réticulum sarcoplasmique suite à

l’entrée de calcium dans la cellule.

La dernière phase de repolarisation rapide est le résultat de trois courants sortant de

potassium. soit i» ‘Kr, ‘Ks. Une fois la cellule complètement repolarisée, les concentrations

extracellulaire

Na+

2K+ Ca++

K+K+
intracellulaire

K+

Serca
Ca÷+-Troponin C

Myofilamments
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de sodium et de calcium sont respectivement rétablies par la pompe Na/KtATPase, et

l’échangeur Na/Ca. La pompe Na’JK-ATPase s’occupe donc d’expulser les ions sodium

vers l’extérieur de la cellule, contre leur gradient de concentration. Trois ions Na sortent

de la cellule à chaque fois que deux ions K y entrent. Ce processus est dépendant de

l’énergie libérée par l’hydrolyse d’un AI?. Outre la sortie continuelle de potassium

mentionnée plus haut, il n’y a pratiquement aucun échange d’ions entre le cardiomyocyte et

son milieu pendant la phase 4. À la fm de la phase O, les canaux sodiques sont inactivés, ce

qui explique que jusqu’à la fin de la phase 3, la cellule ne peut pas être dépolarisée à

nouveau (jériode réfractaire).

1.3 - Les jonctions Gap dans le coeur

Dans le coeur, les jonctions Gap sont principalement situées au niveau des disques

intercalaires et permettent le passage des ions d’un cardiomyocyte à l’autre.
Jonctions

7

Figure 5- Anisotropie du tissu cardiaque. A) Carte isochrone obtenue avec une plaque

d’électrodes constituée de 192 enregistrements placée sur un ventricule gauche de chien.

Représentation du patron de propagation du courant électrique à partir d’une stimulation au

centre de la plaque. La vitesse de conduction est représenté selon le code de couleur, les

chiffres représentants le temps en (ms) à partir du centre (O). B) Sens des fibres cardiaques

sous la plaque.

O 6Oms
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Étant donné que ces canaux sont principalement localisés aux embouts des

cellules, la propagation du courant se fait plus rapidement dans le sens longitudinal des

fibres que dans le sens transverse. Ce patron de distribution des jonctions Gap confère au

tissu cardiaque sa propriété anisotropique. Ces jonctions ont donc un impact direct sur la

vitesse de conduction dans le coeur. Le remodelage de celle-ci, la diminution de

l’expression des connexines ainsi que des variations dans leur patron de distribution

peuvent tous avoir des effets dramatiques sur la propagation de l’influx électrique dans le

coeur.

1.4 - Électrocardiogramme

L’électrocardiogramme (ECG) permet d’étudier le comportement électrique du

coeur. C’est une représentation graphique de la variation du potentiel électrique généré à la

surface corporelle par l’activité cardiaque, telle que détectée entre deux électrodes placées à

la surface de la peau. La configuration de l’électrocardiogramme varie selon l’endroit sur le

corps ou sont placées les électrodes (dérivation) et aussi selon les individus. Toutefois, un

patron général est observé chez la plupart des mammifères. L’onde P, correspond à

l’activation auriculaire, tandis que le complexe QR$ représente l’activation des ventricules.

L’intervalle $T est normalement isoélectrique puisque le myocarde ventriculaire est

totalement dépolarisé. II est à noter qu’en conditions normales, le segment ST suit la ligne

isoélectrique (donc O mv). Une déviation du segment ST vers le haut (sus décalage) ou vers

le bas (sous décalage) est souvent associée à des dommages de nature ischémique au niveau

du myocarde (Holland 1977).

Figure 6- Électrocardiogramme de

surface. Variation du potentiel électrique

cardiaque en fonction du temps. Mesure

prise à partir de deux électrodes placées à

____

la surface de la peau.

(http://www.mercksource.com/ppdocs/us/cornmon

/dor1ands/dorland/imagesflg_e_OOO4.jp

T u

Q



Chapitre 2-Les jonctions Gap et les connexines

2.1 - Structure et fonction

La contraction spontanée du muscle cardiaque est possible grâce à la propagation du

courant électrique de cellule en cellule. L’influx est transmis le long des fibres musculaires

suite au passage d’ions d’un cardiomyocyte à l’autre. Ce passage se fait via les jonctions

Gap comportant des canaux qui relient directement les compartiments cytoplasmiques de

deux cellules adjacentes et qui permettent le passage de petites molécules (<lkDa) d’une

cellule à l’autre. Elles permettent l’échange intercellulaire de métabolites, de nucléotides,

de seconds messagers et d’ions. Dans les tissus excitables, elles sont responsables de la

propagation du potentiel d’action. Une jonction est constituée de connexines qui sont

regroupées en deux connexons appartenant chacun à l’une des deux cellules reliées.

Figure 7- Structure d’une jonction GAP- Deux connexons appartenant chacun à une

des deux cellules connectées. Chaque connexon est constitué de six connexines. Les

connexines forment la jonction en se liant via leurs boucles extracellulaires. (Kumar 1996)

J
f

‘t

Les connexines sont des protéines formées de quatre hélices-a transmembranaires

reliées par deux boucles extracellulaires et une boucle intracellulaire. Les groupements
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carboxy et N-terminal sont situés du côté intracellulaire de la membrane. La formation du

canal est possible grâce à la liaison tête-à-tête des connexines appartenant à chaque

connexon via leurs boucles extracellulaires.

Figure $ — Une connexine avec ses deux boucles extracellulaires (ELI et EL2) et les ponts

disulfures qui les relient, ses quatre domaines transmembranaires (TM 1 ,TM2, TM3 et

1M4), sa boucle intracellulaire (IL). (Martin 2004)

Chez les mammifères, vingt membres de la famille des connexines ont été

répertoriés à ce jour et sont exprimés différemment selon les tissus et organes (Willecke

2002). Ils sont tous encodés par une famille de gènes très rapprochés et diffèrent très peu

entre eux. Les différentes connexines se distinguent au niveau de la séquence en acides

aminés des boucles intracellulaires etlou de la longueur de leur queue carboxy-terminale.

La séquence des boucles extracellulaires est ultra-conservée entre les différents isoformes.

Chaque connexine est nommée par un chiffre qui correspond à son poids moléculaire.

Un connexon peut être hétéromérique ou homomérique selon que les six connexines

qui le constituent sont différentes ou identiques. Une jonction Gap formée de deux

connexons qui ont chacun la même composition en connexine sera homotypique, alors

qu’elle sera considérée comme hétérotypique si ses connexons ne sont pas formés des

incrcrlt.j.j, ‘grp

CDH
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mêmes types de connexines. La perméabilité des jonctions aux différentes molécules est

influencée par le type de connexines qui les forment.

Figure 9- Types de connexons et de jonctions Gap. (Kuinar 1996)

Canal Hornotypique Homotypique Hétérotypique Hétérotypique

2.2 - Biogénèse des jonctions Gap

Les connexines sont majoritairement synthétisées par des ribosomes liés à la

membrane plasmique (Martin 2004). Toutefois, les connexines 43 et 26 peuvent être

intégrées à la membrane microsomale de manière post-traductionnelle (Ahmad 1999). La

topologie transmembranaire des connexines est acquise dans le réticulum endoplasmique

dans certains modèles in vitro (Ahmad 1999). Lorsqu’elles atteignent la membrane

plasmique via la voie de sécrétion cellulaire, les connexines sont déjà oligomérisées en

connexon (Musil 1993). Cependant, la localisation exacte de l’oligomérisation n’est pas

bien caractérisée. Des études ont suggéré que celle étape de la biogénèse des jonctions Gap

débuterait dans le réticulum endoplasmique et serait complétée dans l’appareil de Golgi. Il

est fort probable que le moment de l’oligomérisation change en fonction du type cellulaire

ou des connexines impliquées. En effet, certaines études suggèrent que la Cx43

s’oligomérise dans le réseau trans-Golgi alors que d’autres suggèrent que la Cx26 et Cx32

Connexon Homomérique Hétérornérique Homornérique Hétéromérique
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s’assemblent au niveau du compartiment intermédiaire entre le réticulum endoplasmique

et l’appareil de Golgi. Les connexons sont donc formés avant d’atteindre la membrane

(George 1999). Leur assemblage serait dépendant de la calmoduline, une protéine

ubiquitaire qui est liée au calcium (Ahmad 2001). 11 est connu que la calmoduline est

impliquée dans plusieurs processus cellulaires via sa liaison à certaines protéines. Dans ce

cas-ci, elle interagirait directement avec les connexines et permettrait leur assemblage en

connexon.

2.3 - Régulation des jonctions Gap

Une fois le canal assemblé et les deux cellules adjacentes connectées, plusieurs

mécanismes peuvent être activés afm de réguler la fonction des jonctions Gap. La quantité

de canaux au niveau de la membrane, qui est intimement reliée à l’expression des

connexines, a un effet marqué sur la conduction. Le renouvellement de certains types de

connexines est très rapide. Dans le coeur, la Cx43 est renouvelée à toutes les heures et

demie (Laird 1991). L’état de phosphorylation des connexines est un des éléments qui est

impliqué dans leur synthèse et leur dégradation ainsi que dans la régulation de la fonction

du canal (Laird 1991). Les connexines possèdent plusieurs sites de phosophorylation sur

leur queue carboxy-terminale (Lampe 2000). Ces sites sont pour la plupart des résidus

sérine, mais certaines thréonines et tyrosines ont maintenant été répertoriées comme étant

des sites phosphorylables. Le site de phosphorylation ainsi que la kinase impliquée varient

en fonction de la connexine, de l’espèce et du type cellulaire. Les principales kinases qui

phosphorylent les différentes connexines sont la PKA, la PKC, la PKG et les MAPKs

(Solan 2005). Les kinases et phosphatases qui interagissent avec les connexines ont un

impact sur l’ouverture et la fermeture du canal ainsi que sur le diamètre du pore

puisqu’elles induisent un changement conformationnel de la protéine. Ces propriétés

iiifluencent la perméabilité du canal, et par conséquent, la conductance entre les cellules. Il

a été démontré que la phosphorylation de la Cx43 par les MAPKs et la PKC assurait la

fermeture du canal (Goodenough 2003). De plus, dans le cas de la Cx43, il semble que sa

phosphorylation permette l’agencement des connexons qui forment la jonction (Cooper

2002).
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2.4 Connexine 43

La connexine 43 (Cx43), clonée pour la première fois en 1987, est la seconde de la

famille à avoir été caractérisée après la Cx32 (Beyer 1987). Elle est retrouvée dans presque

tous les tissus, notamment au niveau de l’épithélium, du myomètre et de plusieurs muscles

lisses (Beyer 1987). En plus d’être celle qui est la plus exprimée chez les mammifères

(Beyer 1987), elle prédomine dans le coeur adulte (Fishman 1991). La Cx43 est exprimée

au niveau des cardiomyocytes des oreillettes et surtout des ventricules. Elle fait partie

intégrante du système de conduction cardiaque. Cette isoforme est composée de 382 acides

aminés chez la souris, le rat et l’humain (Lampe 2000). La Cx43 n’est pas sélective pour un

ion en particulier (Veenstra 1995). Elle possède plusieurs sites de phosphorylation dont le

nombre diffère selon l’espèce étudiée (Lampe 2000). Lorsque l’expression de la Cx43 est

mesurée par immunobuvardage, trois bandes rapprochées peuvent être détectées avec un

anticorps monoclonal spécifique à cette protéine, soit à 41, 43 et 46 kDa (Hertzberg 2000).

Les deux plus élevées correspondent aux états hautement et partiellement phosphorylés

alors que la plus basse représente la forme non-phosphorylée. Les souris Knock-out (KO)

pour la Cx43 meurent avant la naissance à cause d’une malformation cardiaque (Reaume

1995). Toutefois, il a été suggéré que l’obstruction de la chambre de chasse du ventricule

droit qui était observée chez les embryons pouvait être attribué à l’absence de la Cx43 au

niveau de la crête neurale, ce qui influencerait la morphogenèse du coeur (Sullivan 1998).

Les hétérozygotes sont cependant viables et peuvent même se reproduire malgré une

expression en ARNm de Cx43 de 50% inférieure à celle observée chez les souris normales.

La morphologie du coeur semble normale, mais une diminution de 30 à 40% de la vitesse de

conduction a été notée, ainsi qu’une prolongation de la durée du complexe QRS (Guerrero

1997). Afm d’étudier l’importance du rôle de la Cx43 au niveau du coeur, des souris

mutantes seulement pour la Cx43 cardiaques ont été générées (Gutstein 2001 a). Les souris

sont viables, mais meurent subitement après quelques mois des suites de tachycardie et de

fibrillation ventriculaire. Les taux de Cx43 sont moins élevés dans les coeurs de ces souris

que dans ceux des contrôles et la vitesse de conduction est ralentie (Gutstein 200 lb).

Cependant, la morphologie, ainsi que les données histologiques et échocardiographiques ne
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semblent pas différer des données correspondantes chez les souris normales (Gutstein

2001 a).

2.5 - Phosphorylation de la Cx43

La Cx43 ne possède pas de résidu sérine sur ses boucles intracellulaires, ce qui

suggère qu’elle est plutôt phosphorylée au niveau de sa queue C-terminale (Lampe 2000). Il

a été démontré à ce jour que 12 des 21 sérines (Lampe 2000) de la queue terminale de la

Cx43 pouvaient être phosphorylées ainsi que 2 de ses tyrosines (Lin 2001). La

phosphorylation des connexines a un rôle à jouer dans la régulation de l’expression de

celles-ci. Elle peut avoir lieu à différentes étapes du cycle cellulaire, que ce soit au niveau

de la biogénèse des jonctions, pour réguler l’ouverture et la fermeture du canal à la

membrane, ou bien pour influencer la dégradation de la protéine (Lampe 2000).

Bien qu’il ait été observé que la Cx43 pouvait être phosphorylée avant d’atteindre la

membrane plasmique (Crow 1990), le rôle fonctionnel de cet événement est encore

inexpliqué. La communication intercellulaire peut être augmentée ou inhibée suite à la

phosphorylation des connexines par les différentes kinases. Une augmentation de la

phosphorylation de la Cx43 médiée par la PKA a été observée suite à l’augmentation des

concentrations d’AMPc dans différents modèles (Paulson 2000). Une hausse de

l’assemblage des jonctions Gap, du transport de celles-ci à la membrane et de la

communication intercellulaire y était observée. La phosphorylation de la Cx43 au niveau de

la sérine 364 (S364) sera nécessaire pour la régulation de l’assemblage des jonctions Gap

par l’augmentation de 1’AMPc (Paulson 2000). Au contraire, la phosphorylation de la Cx43

par la PKC a pour effet de diminuer la communication via les jonctions Gap (Brissette

1991, Martinez 2002). C’est via la phosphorylation au niveau de la $368 que PKC

régulerait la perméabilité du canal in vivo (Lampe 2000). De plus, il a été démontré que

PKC pouvait aussi phosphoryler le résidu $372 in vitro (Lampe 2000). Dans le coeur

humain, les isoformes PKCŒ et e s’associent à la Cx43 des cardiomyocytes (Bowling

2001). Une étude a démontré que le fGf-2, qui diminue la perméabilité des jonctions Gap

dans les cardiomyocytes, augmentait la colocalisation de PKCe avec la Cx43 dans ces

mêmes cellules (Doble 2000). L’inhibition de la kinase CK1 augmente la localisation de la
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Cx43 à la membrane mais diminue la formation des jonctions Gap (Cooper 2002). La

même étude a démontré que CK1 phosphoryle la Cx43 sur trois résidus, soit les sérines

325, 328, 330. Les deux tyrosines qui peuvent être phosphorylées sont Y247 et Y265 (Lin

2001). C’est la kinase v-Src qui a été démontrée comme étant celle qui les phosphoryle in

vivo, causant ainsi la disruption des jonctions Gap (Lin 2001). Les MAPKs peuvent elles

aussi phosphoryler la Cx43, et ce sur les sérines 255, 279, 282. L’augmentation de la

phosphorylation de la Cx43 par la kinase cdc-2 au niveau de son résidu $255 diminuerait la

communication intercellulaire via les jonctions Gap au cours de la mitose (Kanemitsu

1998).

Si les connexines peuvent être phosphorylées par des kinases, elles peuvent aussi

être déphosphorylées par un certain nombre de phosphatases (Duthe 2001). Les

phosphatases sont classées en deux grandes catégories, soit les protéines phosphatases de

type-1 et de type-2 (PP1 et PP2). Les phosphatases de type-2 sont pour leur part

subdivisées en trois catégories, A, B et C (lngbritsen 1983). Récemment, il a été observé

que l’expression de la PP2A était augmentée dans un modèle d’insuffisance cardiaque chez

le lapin et que celle-ci colocalisait avec la Cx43, dont le taux de phosphorylation était

diminué (Xun 2005). À la suite de l’inhibition de la phosphatase, une diminution de la

Cx43 non-phosphorylée était rapportée ainsi qu’une augmentation de la communication

intercellulaire. Il est donc intéressant de noter que tout comme les kinases, les phosphatases

peuvent aussi avoir un effet sur la communication intercellulaire via les jonctions Gap.
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Figure 10 — Sites de phosphorylation de la Cx43 avec les kinases correspondantes à la

phosphorylation de chaque acide aminé. (Lampe 2000)
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2.6 - Gène de la Cx43

Chez l’humain, le gène de la Cx43 est localisé au niveau du chromosome 6. Chez la

souris et le rat, on le retrouve sur les chromosomes 10 et 20 respectivement (Teunissen

2004), alors que chez le chien il est sur le chromosome 1 (Cruciani 2005). Il est constitué

de deux exons séparés par un intron. L’exon 1 code pour la région en 5’ qui n’est pas

traduite. Le second exon est composé de toute la séquence codant pour la protéine ainsi que

celle de la région non-traduite en 3’. Le site d’initiation de la transcription de la Cx43 se

trouve au commencement de l’exon 1 et le transcrit est dérivé de la séquence des exons 1 et

2. La région proximale au promoteur est constituée d’environ 150 nucléotides surtout en

amont, mais aussi en aval du site d’initiation de la transcription (De Leon 1994). Cette

région est constituée de régions non-codantes conservées entre les gènes de la souris et de

l’humain.
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Figure 11- Gène de la Cx43. Les deux exons (El et E2) séparés par un intron, ainsi que

le site d’initiation de la transcription. Structures conservées chez l’humain, la souris et le

rat. (Teunissen 2004)
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2.7 - Régulation de la transcription de la Cx43

Certains éléments activateurs et répresseurs de la transcription ont tout d’abord été

rapportés chez la souris (Chen 1995). Un site de liaison à l’APl (Activator Protein 1) est

situé entre -44 et -36 sur le gène humain (De Leon 1994). Chez la souris, il est retrouvé

dans la région activatrice du promoteur (Chen 1995) et les rats possèdent deux sites APi

sur leur gène de Cx43 (Yu 1994). Il a été démontré chez l’humain que AP 1 était nécessaire

pour obtenir une activité optimale du promoteur (Echetebu 1999), et que chez le rat, ce site

était déterminant pour l’activation de la transcription (Yu 1994). Les facteurs de

transcription de la famille AP 1 sont impliqués dans plusieurs processus cellulaires. Il a été

démontré que c-jun, un membre de cette famille, interagissait avec le site AP 1 du gène de

la Cx43. Dans les cellules de muscle lisse utérines humaines, l’activation de PKC par le

TPA induit la transcription de le Cx43 ainsi que l’expression et l’activité de c-jttn et c-fos

(Geimonen 1996). L’activation de la JNK (c-jun N-terminal kinase), autant dans les

cardiomyocytes que dans les coeurs de souris transgéniques, résulte en une diminution de la

Cx43 et de son ARN (Petrich 2002).
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Un autre élément activateur de la transcription du gène de la Cx43 est le site de

liaison Spi (Specificity protein 1) qui est conservé chez le rat (4 sites), l’humain (1 site) et

chez la souris, qui possède une région homologue dans son site activateur. Les membres de

cette famille de facteurs de transcription ont en commun de se lier à l’ADN via leur motif

de doigt de zinc en C-Terminal. Ils ont aussi un domaine d’initiation de la transcription en

N-Terminal (Courey 1989). La surexpression de Spi dans les cellules de muscles lisse du

myomètre humain est nécessaire à l’obtention d’une activité optimale du promoteur

(Echetebu 1999). Chez le rat, Spi et Sp3 sont les facteurs de transcription qui activent le

promoteur du gène de la Cx43 (Teunissen 2003).

Les facteurs de transcription mentionnés ci-haut sont exprimés de façon ubiquitaire.

Il est donc fort probable que d’autres facteurs régulent la transcription du gène de la Cx43

en fonction du type cellulaire. Kasahara et cou. (2003) ont observé que la surexpression

d’un mutant dominant négatif pour l’homoprotéine Nkx2.5 dans les coeurs de souris

induisait une réduction de l’expression de la Cx43 et de son ARNm. Plusieurs études ont

d’ailleurs associé des mutations de Nkx2.5 à des maladies cardiaques congénitales et à des

troubles de conduction auriculo-ventriculaire (Jay 2004). Toutefois, une surexpression de

Nck2.5 dans les coeurs de souris et les cardiomyocytes néonataux de rats induit aussi une

diminution de l’expression de la Cx43 (Teunissen 2003, Kasahara 2003, Akasawa 2003).

Ces données suggèrent que Nkx2.5 aurait des propriétés d’activateur et de répresseur par

rapport au gène de la Cx43 dans le coeur (Teunissen 2004).

Une augmentation de l’expression de la Cx43 ainsi que de son ARN a été observée

dans les cardiomyocytes à la suite de l’activation des voies de signalisation des Wnt et du

dibutyryl-cAMP. Les Wnt sont une famille de glycoprotéines sécrétées et modifiées

lipidiquement. Elles peuvent activer différentes voies de signalisation via l’activation de

récepteurs dits «Frizzled», et ainsi activer les facteurs de transcriptions TCf/LEf (Wang

2004). Le promoteur du gène de la Cx43 contient la séquence liant ces facteurs de

transcription (Van der Heyden 1998).

Récemment, Pfeifer et coll. (2004) ont redéfmi la structure du gène de la Cx43 de la

souris en suggérant la présence de trois promoteurs alternatifs et de six différents exons qui
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permettraient une régulation de l’expression de la Cx43 par épissage alternatif. Une telle

structure pourrait permettre une régulation de l’expression de la protéine etlou des ARNm

en fonction du type cellulaire par exemple. Il sera intéressant de voir si ces observations

peuvent être reproduites dans d’autres modèles animaux, ce qui redéfmirait la structure et la

régulation du gène de la Cx43 comme on les connaît aujourd’hui.

En plus de la régulation de la transcription par APi, Spi, Nkx2.5 et les Wnt,

plusieurs autres molécules ont été impliquées en tant que régulatrices de la transcription du

gène de la Cx43. En effet, la prostaglandine E2, l’hormone parathyroïde, le $Br-AMPc, les

hormones thyroïde T3 et T4, le cofacteur Tbx2 ainsi que la voie de signalisation de Ras ont

tous eu des effets sur la transcription du gène, mais dans des tissus différents du coeur

(Teunissen 2004). Aussi, la méthylation de l’ADN dans la partie proximale au gène est

associée à une absence de Cx43 dans les cellules hépatiques de rats (Piechocki 1999). Il

n’ est toutefois pas exclu que tous ces paramètres puissent avoir un impact sur l’expression

de la Cx43 des cardiomyocytes.

2.8 - Régulation de la traduction de la Cx43

Une fois la transcription terminée, les ARNm sont traduits en protéines. La petite

sous-unité du ribosome se lie à la coiffe en 5’ de l’ARNm et la sous-unité 40S cherche le

codon de départ (AUG). La sous-unité 60S peut alors se joindre au complexe et initier la

traduction. Tout comme il a été vu plus haut pour la transcription du gène, la traduction est

aussi une étape fortement régulée. Ce ne sont pas tous les ARNm, bien que transcrits, qui

sont traduits dans tous les types cellulaires. Aussi, certaines séquences d’un ARNm

peuvent ne pas être traduites, alors que d’autres, sur le même brin d’ARN le sont.

L’expression de la Cx43 est donc aussi influencée par la régulation de la traduction de son

ARN. Comme c’est le cas de la plupart des gènes, celui de la Cx43 contient des séquences

non-traduites en 5’. Étant donné que dans ce cas-ci elles sont plutôt longues, 200

nucléotides, il est probable qu’elles soient impliquées dans la régulation de la traduction.

En effet, la sous-unité 40S peut avoir de la difficulté à trouver, ou même atteindre, le codon

de départ sur une longue séquence qui possède une structure secondaire stable. Un site

interne d’entrée au ribosome (IRES) a été trouvé dans la séquence non-codante en 5’ de la
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Cx43 (Schiavi 1999). Ce type de site permet une initiation de la traduction additionnelle

qui est indépendante de la reconnaissance de la coiffe. En cas de stress, la traduction qui

dépend de la reconnaissance de la coiffe est souvent inhibée. Les éléments IRES sont la

plupart du temps présents sur les ARNm de protéines qui doivent continuer à être

synthétisées même en cas de stress. La communication intercellulaire dans le coeur par

exemple doit continuer à être assurée lorsque celui-ci est soumis à un stress, ce qui

expliquerait la présence de sites IRES sur les ARNm de Cx43. Celle-ci peut ainsi être

rapidement synthétisée en cas de besoin.

2.9 — Dégradation des jonctions Gap

Dans le coeur, la connexine43 a un taux de renouvellement d’environ une heure et

demie. Il est important de connaître et comprendre les mécanismes à l’origine de sa

dégradation puisque c’est un facteur principal de la régulation de son expression. Les deux

voies de dégradation les plus empruntées dans la cellule sont celles du protéasome et du

lysosome. De façon générale, le protéasome est la route de dégradation pour les protéines

nucléaires et cytosoliques alors que la voie lysosomiale est utilisée pour dégrader le

matériel ayant subit une endocytose, notamment les protéines membranaires (Berthoud

2004). Au cours de plusieurs études, l’utilisation d’inhibiteurs des ces deux voies a

démontré une implication de chacune d’entre elles dans la dégradation de la Cx43 (Laing

1997). Le mécanisme exact de dégradation est toutefois encore inconnu. La

phosphorylation (Berthoud 2004), la dégradation de certaines protéines du cytosquelette,

ainsi que certains facteurs stressants, comme la chaleur (Laing 199$) et l’hypoxie

(Berthoud 2004) ont tous été identifiés comme étant impliqués dans la régulation de la

dégradation de la Cx43.



Chapitre 3 - Insuffisance cardiaque

3.1 — Mécanismes généraux

Les maladies cardiovasculaires font partie des principales causes de mortalité en

Amérique du Nord et dans le monde. La recherche dans ce domaine est Irès active afin de

trouver des thérapies potentielles pouvant améliorer la qualité de vie et la longévité des

patients atteints. L’insuffisance cardiaque est la résultante de plusieurs désordres du

système cardiovasculaire. C’est une condition qui s’installe progressivement à la suite

d’une accumulation de perturbations. Elle est alors associée à des troubles tant au niveau

cellulaire qu’au niveau des organes affectés (Moe 1999). Cette pathologie est caractérisée

par une pression de remplissage élevée, une augmentation de la pression au niveau des

capillaires pulmonaires, une réduction du débit cardiaque ainsi que par une élévation de la

résistance artérielle périphérique (Moe 1999). L’activation de mécanismes adaptatifs au

niveau du coeur afin de compenser pour l’hypoperfusion systémique est tout à fait

appropriée lors des stages précoces de la maladie. Toutefois, lorsque ces mécanismes sont

activés de façon chronique, ils contribuent à la progression de la pathologie. Certains

troubles hémodynamiques mentionnés plus haut mènent à des troubles structuraux et

fonctionnels au niveau du coeur, notamment à la mort des myocytes et à une altération de la

matrice extracellulaire (Davies 1996). La dysfonction du myocarde crée alors un stress qui

favorise la libération de cytokines proinflammatoires et de neurohormones (Packer 1995).

Ces substances sont impliquées dans le remodelage du myocarde et elles augmentent le

stress oxydatif (McMurray 1990), favorisant ainsi la mort cellulaire par nécrose et par

apoptose (Narula 1996). La mort des cellules au niveau du myocarde, surtout des

cardiomyocytes, augmente la dysfonction myocardique qui était à la base de cette cascade

d’événements. Il est important de comprendre les phénomènes moléculaires sous-jacents à

cette pathologie, afin de trouver des cibles thérapeutiques efficaces pour mettre fm à ce

cercle vicieux.
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3.2 - Modèle canin d’insuffisance cardiaque

L’utilisation d’un modèle animal d’insuffisance cardiaque est primordiale afm

d’étudier in vivo les mécanismes moléculaires impliqués dans la pathologie. À la suite des

études faites au cours des quarante dernières années, il est aujourd’hui accepté que le

modèle canin de cardiomyopathie induite par entraînement rapide reproduit fidèlement les

symptômes observés chez l’humain. Le groupe de Whipple a été le premier à rapporter, en

1962, qu’un entraînement auriculaire rapide de 330 battements par minute induisait les

signes et symptômes de l’insuffisance cardiaque chez le chien (Moe 1999). Depuis,

l’entraînement rapide ne se fait pas toujours au niveau auriculaire, mais aussi à partir du

ventricule droit (Moe 1999, Cardinal 2004), à une vitesse d’environ 250 battements par

minutes pour une durée de 4 à 5 semaines (Cardinal 2004). Plusieurs autres modèles

animaux ont été utilisés, notamment le porc, le mouton et le lapin (Moe 1999). La méthode

d’entraînement rapide est idéale pour étudier l’insuffisance cardiaque pour plusieurs

raisons. Tout d’abord, elle a pour effet de reproduire chez l’animal la plupart des

symptômes hémodynamiques et structuraux observés chez l’humain. La tachycardie

soutenue produit chez les animaux une dysfonction biventriculaire systolique et diastolique

(Damiano 1987), ainsi qu’une congestion pulmonaire et la cardiomyopathie dilatée. Tout

comme la résistance vasculaire systémique, la pression de remplissage ventriculaire est très

élevée, alors que le débit cardiaque est diminué. La paroi du ventricule gauche subit un

stress élevé lors de la systole (Moe 1988, Howard 1988). De plus, les concentrations

plasmatiques de peptide naffiurétique auriculaire, de catécholamines, de rénine et

d’aldostérone sont augmentées par rapport à la normale (Riegger 1982, Moe 1989). Le fait

que l’instrumentation des animaux soit relativement peu invasive est un autre avantage

d’utiliser cette méthode pour induire l’insuffisance cardiaque. En effet, dans la plupart des

cas elle ne requiert pas de thoracotomie ou de péricardectomie (Moe 1999). La condition de

l’animal évolue au cours des semaines, ce qui permet d’observer la progression de la

maladie dans le temps, et il est possible de contrôler le pacing grâces aux pacemakers

programmables (Moe 1999). Il est intéressant de noter que les études faites sur ce modèle

ont démontré que la pathologie induite chez les animaux était complètement réversible à la

suite de l’arrêt du pacemaker (Howard 192$, Moe 1988).
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Les animaux qui subissent un entraînement ventriculaire ou auriculaire rapide

présentent une variation de nombreux paramètres hémodynamiques comme mentionné

précédemment. La cardiomyopathie dilatée qui résulte du pacing rapide est associée à une

perte de contractilité du myocarde dans son ensemble, ainsi que des cardiomyocytes isolés

(Spinale 1992, Laurent 2001). 11 a aussi été démontré que la densité des récepteurs f3-

adrénergiques à la membrane des cardiomyocytes était diminuée, et que l’activité de

l’adénylate cyclase médiée par ce type de récepteur était aussi hypothéquée (Calderone

1991, Laurent 2001). De plus, les récepteurs couplés à la protéine G (Gs) sont diminués

alors que ceux couplés à la Gi sont augmentés, tout comme leur ARNm (Spinale 1994).

Une élongation cellulaire, une perte des sarcomères, un remplacement des protéines

contractiles par des protéines du cytosquelette, ainsi qu’un désalignement des myoflbrilles

sont toutes des caractéristiques qui ont été observées au niveau des cardiomyocytes de

coeurs insuffisants (Kajstura 1995). Le volume du coeur est typiquement augmenté tout

comme sa masse, mais une perte de myocytes est aussi notée (Kajstura 1995). Un

remodelage de la matrice extracellulaire a aussi été observé (Kajstura 1995). La dilatation

des chambres cardiaques est un phénomène observé dans la plupart des cas, mais n’est pas

accompagnée d’hypertrophie et d’augmentation de la masse cardiaque (Howard 198$).

Certaines études ont aussi noté une hypertrophie localisée au niveau des oreillettes

seulement, qui était accompagnée d’une augmentation du contenu en collagène de celles-ci

(Moe 1996). Le remodelage de la matrice extracellulaire est un phénomène controversé. En

effet, dans le modèle canin de tachycardie chronique, certains ont observé une

augmentation du contenu en collagène (Weber 1990) alors que d’autres n’ont noté aucun

changement (Komamura 1992). Une activation des métalloprotéinases au niveau des

oreillettes et des ventricules dans le modèle de pacing rapide pourrait contribuer au

remodelage et à la dysfonction du ventricule gauche (Moe 1999).

La rétention de fluides est une autre caractéristique du modèle de tachycardie

chronique. La congestion pulmonaire ainsi que l’oedème résulte de ce phénomène. Comme

dans l’insuffisance cardiaque humaine, l’activité du système rénine-angiotensine est

beaucoup plus élevée qu’en situation normale (Moe 1989). La rénine, l’aldostérone et

l’angiotensine voient donc leur concentration augmenter. Il a aussi été remarqué que le taux
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de filtration glomérulaire, le flot sanguin au niveau des reins ainsi que l’excrétion du

sodium étaient tous diminués. Le peptide natriurétique ainsi que le NO sont augmentés à un

stade précoce de l’évolution de la pathologie. Ils ont la capacité d’activer le GMPc, ce qui

peut être considéré comme une réponse compensatoire afin de prévenir la rétention des

fluides (Moe 1999). Toutefois, lorsque la maladie progresse, le taux de NO diminue tout

comme l’excrétion du GMPc et du sodium (Moe 1999).

Comme dans plusieurs pathologies, des cytokines proinflammatoires sont relâchées

en réponse au stress induit par le pacing rapide (Mann 1994). Une augmentation des taux

plasmatiques de TNF-a dès le début du pacing rapide, ainsi qu’un maintien de cette

élévation après trois semaines de tachycardie a été remarqué dans le modèle canin.

Toutefois, peu de cellules inflammatoires ont été observées dans ce même modèle (Mann

1994), suggérant ainsi que l’activation du TNF-Œ dans le coeur n’était pas accompagnée

d’une autre réponse immunitaire (Moe 1999). Une élévation des concentrations

d’endothéline a aussi été rapportée. Il a été suggéré que cette augmentation du puissant

vasoconstricteur était en partie due au fait que sa clairance pulmonaire était diminuée chez

les chiens qui subissent la tachycardie chronique (Dupuis 199$). De plus, une augmentation

des ARNm de préproendoffiéline-1 au niveau du ventricule gauche et des poumons pourrait

être à l’origine de la dysfonction ventriculaire ainsi que de l’hypertension pulmonaire

observées en insuffisance cardiaque (Huntington 1998). Le monoxyde d’azote (NO) est une

autre molécule pour laquelle il a été démontré un impact au niveau de l’insuffisance

cardiaque. Le NO diminuerait la réponse contractile à la stimulation adrénergique

(Yamamoto 1997), alors que l’augmentation de l’activité de la iNOS (inductible NO

synthase) médierait les effets délétères des cytokines (Finkel 1992). Une augmentation du

taux de NOS endoffiéliale (eNOS) est observée seulement au niveau de l’oreillette droite et

non au niveau des ventricules (Khadour 1998). Il a été proposé que cette augmentation

régionale du NO pourrait, via la diminution de la réponse 3-adrénergique et la préservation

du flot sanguin, être une réponse adaptative protectrice contre l’hypertrophie auriculaire

(Moe 1999).

La mort des myocytes ventriculaires par apoptose a été rapportée dans le modèle

animal d’insuffisance cardiaque qui nous intéresse (Liu 1995). L’apoptose, connue comme
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étant une mort cellulaire programmée, est caractérisée entre autres par la fragmentation

de l’ADN et l’activation et l’inhibition de protéines pro- et anfi-apoptotiques. Elle est

considérée comme une mort propre puisque les membranes ne sont pas rompues et par

conséquent, le contenu du cytoplasme n’ est pas déversé dans le milieu extracellulaire, de

plus elle ne suscite pas de réponse inflammatoire. Contrairement à la nécrose, qui est plus

désordonnée et beaucoup moins régulée, l’apoptose requiert de l’énergie. L’apoptose dans

le modèle animal de pacing rapide a été confirmé par essai TUNEL, coloration de l’ADN

fragmenté et par l’augmentation du ratio BaxJBcl-2, qui sont respectivement des protéines

pro et anti-apoptotiques de la famille Bd-2 (Leri 199$).

Le but d’utiliser un tel modèle en recherche est d’élucider les mécanismes qui

causent cette pathologie afm de trouver des cibles thérapeutiques potentielles. Il est donc

primordial d’essayer de comprendre pourquoi la tachycardie chronique induit chez les

animaux la défaillance cardiaque.

En situation normale, le coeur du chien conscient bat à 100 battements/minute. La

demande métabolique est beaucoup plus élevée si on le fait battre à 240 battements/minute

pour une période de 4 à 5 semaines. Si l’apport en énergie n’augmente pas

proportionnellement avec la demande, la situation devient pathologique. 11 a donc été

suggéré par plusieurs études que la déplétion en énergie du myocarde pouvait être à

l’origine des troubles observés chez les animaux ayant subi un entraînement rapide.

Plusieurs désordres métaboliques ont été rapportés dans les modèles de cardiomyopathie

induite par entraînement rapide. Par exemple, des troubles structuraux et fonctionnels des

mitochondries ont été observés dans ces modèles, ainsi qu’ une diminution de la réserve de

créatine phosphorylée et non-phosphorylée et d’ATP, et par conséquent de la réserve

d’énergie. L’activité des enzymes oxydatives du cycle de Krebs est augmentée (O’Brien

1990).

Les troubles métaboliques observés subséquemment à la tachycardie induite ne sont

cependant pas les seules altérations pouvant être à l’origine de la cardiomyopathie. Une

implication des voies de régulation du calcium a aussi été suggérée. II a été démontré que la

régulation intracellulaire du calcium est affectée chez les chiens en insuffisance cardiaque
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(Perreault 1992). Une diminution du transport du calcium par les pompes Ca- ATPase

du réticulum sarcoplasmique et des myofibrilles a été notée (O’Brien 1990) et la

concentration intracellulaire anormale du calcium a été reliée aux troubles de contractilité

observée chez ces chiens (Perreault 1992). La régulation négative du cycle du calcium

serait caractérisée par une altération plus importante des canaux calciques que de la pompe

Ca-ATPase (O’Brien 1995). Certaines études démontrent que les cardiomyocytes des

chiens en insuffisance cardiaque ont une sensibilité au calcium qui est réduite (Perreault

1992) et d’autres qu’elle est augmentée (Wolff 1995). Certains prétendent donc que la

dysfonction systolique qui résulte de la tachycardie chronique peut être due à la diminution

de la sensibilité au calcium, alors que les autres l’attribuent aux troubles du couplage

excitation-contraction.

L’ischémie myocardique est aussi considérée comme étant un mécanisme qui

pourrait provoquer la défaillance cardiaque dans le modèle d’entraînement rapide. Il a été

démontré que la tachycardie chronique cause un remodelage au niveau des capillaires du

myocarde. Ce remodelage est associé à une réduction du flot sanguin, à une dysfonction du

ventricule gauche et à des lésions au niveau des myocytes (Spinale 1992). De plus,

conséquemment à l’élévation de la pression diastolique du ventricule gauche, une baisse du

flot sanguin à l’endocarde a été observée ainsi qu’une diminution de la réserve en

vasodilatateurs endogènes (Shannon 1993). Ces paramètres peuvent donc créer une

ischémie myocardique et éventuellement mener aux dysfonctions cardiaques notées dans le

modèle animal qui nous intéresse.

Le modèle animal d’insuffisance cardiaque induite par tachycardie chronique est

donc le meilleur modèle in vivo connu à ce jour pour étudier la pathologie. Évidemment,

comme tous les modèles, celui-ci n’est pas parfait. Toutefois, il est clair que tous les

avantages que comporte ce modèle surpassent ses limitations.



Chapitre 4 -Troubles de la conduction et insuffisance

cardiaque : rôle de la diminution de la connexine43

4.1 — Arythmies par réentrée

Les arythmies ventriculaires sont habituellement la cause directe de la mort subite

chez les patients souffrant de maladies coronariennes, notamment d’insuffisance cardiaque.

Dans la plupart des cas, une altération du rythme cardiaque survient lorsqu’un circuit de

réentrée prend naissance dans le tissu, ce qui peut mener à la tachycardie et à la fibrillation.

Les arythmies par réentrée se produisent lorsque la même région est excitée répétitivement

par le même influx électrique qui «tourne en rond». Trois conditions sont nécessaires afm

que cet évènement puisse avoir lieu. Il faut premièrement que le tissu se divise en deux

branches distinctes le long desquelles va se séparer le courant. Cette séparation a lieu dans

le cas où l’influx doit se propager de chaque côté d’un obstacle dont la nature peut être

diverse. Une zone nécrosée à la suite d’un infarctus, une région où la conduction est

ralentie, la présence de tissu cicatriciel sont tous des phénomènes pouvant être à l’origine

de l’obstacle. Il faut aussi que dans l’une des deux branches, il y ait un bloc de conduction

unidirectionnel. Dans cette zone, le courant ne peut se propager que dans un seul sens.

L’influx est donc bloqué et c’est l’impulsion qui est passée dans la première branche qui va

pouvoir venir exciter cette région lorsqu’il aura contourné le premier obstacle. Ce type de

bloc unidirectionnel peut être causé entre autres par une zone réfractaire ou une zone où les

cellules sont découplées. La troisième et dernière condition implique que le temps

nécessaire à l’influx pour faire le tour de l’obstacle soit plus long que la période réfractaire

des premières cellules excitées. Celles-ci sont alors prêtes à être dépolarisées à nouveau. Le

courant se propage autour de l’obstacle en faisant une boucle, créant ainsi un circuit de

réentrée.
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figure 13- Circuit de réentrée. Le courant se sépare entre la fibre 1 et 2 qui sont

séparées par un obstacle. Après avoir passé dans la fibre trois, le courant passe dans le bloc

unidirectionnel de la fibre 2, et peut aller réexciter le tissu à la base de la fibre 2 si la

période réfractaire des cellules qui le constituent est terminée.

(http:vin:’.cvp/n’siologi.com/4rrhthmias.1OO8c.htin)

Des études réalisées dans des modèles de myocarde pathologique ont démontré que

le découplage entre deux faisceaux de fibres myocardiques peut produire une dissociation

en deux, remplaçant l’obstacle illustré à la figure 12. L’un des objectifs de nos travaux sera

d’ étudier la relation entre un tel découplage et une chute de l’expression de la Cx43.

4.2 - Remodelage de la Cx43 en situation pathologique

Il a été rapporté que des altérations dans le patron d’expression de la Cx43 étaient

associées à plusieurs maladies cardiaques (Jongsma 2000). Chez l’humain, une

désorganisation des jonctions Gap a été observée en bordure d’une zone qui avait subi un

infarctus (Smith 1991). La détection des connexines ne se faisait plus principalement au

niveau des disques intercalaires, mais plutôt sur les membranes latérales des

cardiomyocytes. Toutefois la densité totale des jonctions n’avait pas varié. Il a aussi été

démontré que l’expression totale de la Cx43 était diminuée de 40% dans les ventricules

gauches de coeurs soit hypertrophiés ou ischémiques lorsqu’ils étaient comparés à des
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coeurs sains (Peters 1993). Toujours chez l’humain, une diminution de la densité des

jonctions Gap au niveau des disques intercalaires a été notée dans le myocarde hibernant

ainsi que dans les coeurs ischémiques (Kaprielian 199$). Une relocalisation des jonctions en

bordure latérale des cardiomyocytes plutôt qu’aux embouts a aussi été rapportée dans des

coeurs humains souffrant de cardiomyopathie hypertrophique ($epp 1996), alors qu’une

diminution de l’expression de la Cx43 a été observée en insuffisance cardiaque (Dupont

2001, Kostin 2003), et chez des patients souffrant de cadiomyopaffiie dilatée (Kitamura

2002). Le remodelage de la Cx43 a aussi été remarqué dans les modèles animaux

d’insuffisance cardiaque. Une diminution de son expression a été rapportée chez le cobaye

(Wang 1999), une désorganisation ainsi qu’une diminution de la vitesse de conduction a été

notée chez le rat (Uzzaman 2000), et finalement, une désorganisation des jonctions a été

rapportée en bordure d’infarctus chez le chien (Peters 1997).

L’influx électrique nécessaire à la contraction du muscle cardiaque se propage dans

le coeur grâce au passage d’ions d’un cardiomyocyte à l’autre, et ce, via les jonctions Gap.

Il est donc probable qu’une désorganisation dans leur patron de distribution, ou une

diminution de leur expression à la membrane plasmique aura un impact sur la vitesse de

propagation du courant. Ces altérations au niveau des jonctions Gap peuvent être à l’origine

d’un découplage cellulaire et ainsi créer des blocs de conduction ou simplement un

ralentissement de la vitesse à laquelle l’influx se propage, favorisant ainsi les arythmies par

réentrée.



Chapitre 5 - Hypothèse

Dans un modèle canin d’infarctus du myocarde, Peters et cou, ont démontré en 1997

qu’il y avait remodelage des connexines en bordure de la zone qui était nécrosée. Ils ont

observé une latéralisation de la Cx43, c’est-à-dire qu’elle n’était plus majoritairement située

au niveau des disques intercalaires, mais plutôt sur les membranes latérales des

cardiomyocytes. Cette modification de la distribution de la Cx43 correspondait de façon

spatiale avec un circuit de réentrée, suggérant ainsi que le remodelage de celle-ci pouvait

augmenter la susceptibilité du tissu aux tachycardies ventriculaires.

Notre laboratoire a mis au point un modèle animal qui permettait de générer des

tachycardies ventriculaires par réentrée dans un coeur qui n’avait subi aucun infarctus et qui

ne présente pas de cicatrice (Cardinal 2004). Les chiens sont soumis à un entraînement

ventriculaire rapide de 240 battements/min pour 4 à 5 semaines ainsi qu’à une sténose

progressive de l’artère coronaire circonflexe (LCx) par un constricteur améroïde. Tel que

discuté précédemment, l’entraînement à partir du ventricule droit produit une insuffisance

cardiaque chez les animaux. En limitant l’apport sanguin, l’obstruction graduelle de la LCx

crée un stress énergétique supplémentaire sur son territoire. Toutefois, l’oblitération de

l’artère étant progressive, une circulation collatérale se développe, empêchant ainsi les

cellules de la région de mourir par nécrose. Des altérations électriques qui contribuent à la

génération d’arythmies ont été observées par cartographie épicardique. L’étude avait été

faite sur trois groupes différents de chiens. Afm de bien évaluer l’impact de chacun des

deux stress, l’étude avait été réalisée sur des animaux qui ne portaient seulement que le

constricteur améroïde (AM), ou bien qui ne supportaient que l’entraînement ventriculaire

rapide (CRP), et fmalement dans le cas du troisième groupe, qui subissaient les deux stress

(CRP-AM). fi avait été remarqué que les troubles de conduction et les régions

d’inexcitabilité étaient propres aux préparations CRP-AM, suggérant que de telles

altérations émergeaient suite à un effet additif des deux stress.
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Des modifications de l’espace interstitiel ont été associées à la cardiomyopathie

dilatée (Weber 1990). De telles modifications peuvent être à l’origine d’un découplage

cellulaire et ainsi favoriser les troubles de conduction cardiaque.

Une altération de l’entrée du sodium dans la cellule peut aussi être à l’origine de

problèmes au niveau de la propagation de l’influx dans le coeur. En effet, il a été démontré

qu’en bordure de zone d’infarctus, le courant sodique était altéré à l’épicarde (Pu 1997) et

correspondait avec des troubles d’origine électrique.

Notre objectif est maintenant d’analyser les régions desquelles découlent des

troubles de conduction. Les échantillons provenant de ces zones d’intérêt seront analysés

afm de vérifier si un découplage cellulaire pourrait être à l’origine des altérations

électriques observées lors de l’étude électrophysiologique. La mesure de l’expression de la

Cx43 ainsi que des modifications de l’espace interstitiel permettra de mieux connaître les

mécanismes à l’origine des arythmies ventriculaires. Cette compréhension pourra

éventuellement mener à la découverte de cibles pharmacologiques afin de remédier à ces

troubles du rythme cardiaque qui sont souvent la cause de mort subite chez les patients

coronariens.
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Chapitre 6— Approche méthodologique

Le modèle canin d’entraînement ventriculaire rapide associé à une sténose

coronarienne (CRP-AM) qui a été présenté ci-haut est utilisé au cours de cette étude. Lors

de l’étude finale, nous procédons à une angiographie afin d’évaluer le degré d’occlusion de

l’artère coronaire circonflexe par le constricteur améroïde, ainsi qu’à la mesure des

paramètres hémodynamiques de l’animal. Ces paramètres sont alors comparés à ceux

obtenus avant l’instrumentation.

Une plaque électrode contenant 191 enregistrements est positionnée sur la région de la

LAD suite à la thoracotomie afin d’obtenir les enregistrements électrophysiologiques de la

région. Une autre plaque est aussi placée sur le territoire de la LCx afin de recueillir les

données électrophysiologiques de cette région.

Les électrogrammes unipolaires obtenues précédemment sont ensuite analysés avec le

logiciel Cardiomap III, permettant d’obtenir le dV/dtmax, le potentiel du segment ST ainsi

que les vitesses d’activation pour chaque électrode de la plaque. Des cartes isochrones de

chaque région permettent d’identifier les zones de ralentissement des vitesses de

conduction et/ou les régions inexcitables. Les vitesses de conductions, les valeurs de

potentiel du segment $T ainsi que les valeurs de dV/dtm dans le territoire de la LAD sont

calculées en moyenne sur la totalité des enregistrements de la plaque, puisque les cartes

obtenues suite à l’analyse de ce territoire sont plutôt uniformes.

Pour le territoire de la LCx, une région présentant un ralentissement de la vitesse de

conduction sous la plaque est choisie et nommée LCx1 et une autre région ne présentant

aucun trouble de conduction est identifiée comme étant LCx2. Ces deux régions sont

ensuite comparées sur le plan des vitesses de conduction, du potentiel du segment ST et des

dv/dtm.

Les deux régions d’intérêts sous la plaque LCx, ainsi qu’une région au hasard sous la

plaque LAD (épicardes et endocardes sont séparés) sont prélevées pour analyses

biochimiques.
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L’expression de la Cx43 est mesurée par Western Blot. Toutes les régions d’une même

préparation sont chargées sur un même gel avec les échantillons des mêmes régions d’un

chien témoin qui est utilisé comme standard interne de chaque gel. L’expression de la

protéine sera exprimée en pourcentage de son expression dans la même région chez le chien

témoin.

Le chien témoin est un chien dont le coeur est immédiatement prélevé après sont anesthésie,

et duquel les régions d’intérêts ont été recueillies de la même façon que sur les préparations

pathologiques.

Les autres échantillons des mêmes régions sont utilisés pour mesurer les modifications de

l’espace intersficiel. Des coupes de tissus sont préparées et colorées au rouge de Picrosirius

et analysées sous une lumière polarisée. L’espace occupé par le collagéne est calculé avec

un logiciel qui l’exprime en pourcentage de l’aire photographiée.
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7.1 - Abstract

Alterations in the cellular distribution of connexin43 (Cx43) and in myocardial architecture

may contribute to reentrant activity generated in muscle fibers surviving next to scar tissue

in chronic myocardial infarction. A similar possibiity was invesfigated in canine

preparations of energetic stress but without necrotic scar. Canines were subjected to chronic

rapid pacing (CRP) at 240 beats/min for 4 weeks and progressive obilteration of the lefi

coronary circumilex artery (LCx) by an ameroid constrictor. Electrophysiologic alterations

identffied from 191 imipoiar recordings inciuded activation delay, $T segment potential

elevation and reduced maximum negative siope (-dV/dtm) in the activation complex of

unipolar electrograms. The LCx was divided into areas displaying depressed conduction

(LCx1: 0.06±0.04 mIs, mean±SD) and milder depression (LCx2: 0.28 ±0.01 mIs). Cx43

levels measured by Western blot analysis with reference to tissues from heahhy canines

indicated that Cx43 expression in LCx1 and LCx2 were significantly lower than in the

territory of the left anterior descending coronary artery but without significant difference

between LCx1 and LCx2. However, dV/dtm was significantly depressed (4.4±3.4

mV/ms) and ST segment potentiai was significantly eievated (23.3±14.6 mV) in LCx1 in

comparison with LCx2 (9.6±3.6 mV/ms and 0.3±1.4 mV, respectively). Interstitial collagen

surface fractions similar to values derived from healthy hearts were measured in ail regions.

The data indicate that conduction disturbances occurring in myocardium subjected to

energetic stress but without scar are associated with reduced Cx43 expression in

conjunction with depressed excitability.

Key Words: Cardiac conduction, connexin 43, excitabiiity
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7.2 - Introduction

Impulse conduction in ventricular muscle requires sodium channel opening and

intercellular current flow via gap junctions (17). Among the 20 members ofthe connexin

protein family known to date (10), connexin 43 (Cx43) is the main component of

ventricular gap junctions (6). Siowing of cardiac conduction has been identified in murine

models with genetically altered expression ofcardiac Cx43 (5, 9, 34, 37).

Mterations in Cx43 expression have been reported in congestive heart failure and

several human heart diseases (8,16,19,20,27,30,31). In addition to remodelling of the

expression and cellular distribution of gap junctions (29), other possible contributors to

slow conduction include depression of active membrane properties, modification of

cardiomyocyte size, tissue architecture and interstitial fibrosis (15,25,32). In muscle

surviving next to the infarct scar in canine myocardial infarction, spatial correlations were

identified between, on the one hand, reentrant pathway localizations and, on ifie other hand,

alterations in gap junctional Cx43 distribution and tissue architecture (26). In this model,

muscle fiber strands survive sparsely in thin tissue layers, interdigitating with necrotic

tissue.

We have recently reported a canine preparation of combined chronic rapid pacing and

reducfion of blood flow reserve by an ameroid constrictor implanted around the left

circumflex coronary artery (LCx) in winch electrical alterations occur and reentrant

arrhythmias can arise from failing myocardium without scarring (3). In the present study,

epicardial mapping was used to identify areas of conduction disturbances in the LCx

territory of such preparations and to analyse Cx43 expression in ffiese areas with the

expectation that it would be decreased in comparison with other areas in which more
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regular conduction pattems are identified. In addition, local depression of excitability

was estimated from reductions in the magnitude of ffie maximum negative siope of unipolar

electrograms tdVldtmax) (12), susceptibility to ischemia was assessed from local SI

segment potential elevation (13), and the extracellular space area was identified by

microscopic imaging and Picrosirius Red staining (39).
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7.3 - Methods

Canine preparations. The experiments were performed in accordance with guidelines

of the Canadian Council for Animai Care. Pacemaker implantation was performed under

aseptic conditions and anesifiesia (25 mg/kg iv thiopental, maintained by 1% isoflurane) in

17 canines of either sex weighing from 26 to 37 kg. The pacing electrode was placed at the

apex of ffie right ventricle (RV) and the pacemaker was set in a subcutaneous pocket (22).

The pacemaker was activated at 240 beats/min 2 days afier implantation. Fifteen days afier

the pacemaker implantation, the animais were reanesthetised. The ring was positioned on

the LCx artery via a limited left ffioracotomy (3). Postoperative care was administered and

canines were carefully monitored to detect any sign of pain. None of the CRP-AM dogs

showed any signs of pain.

Electrophysiologic study. The terminal study was scheduled 16 days after ifie ameroid

constrictor implantation. Animais were anesthetised with 50 mg of meperidine and $ mglkg

of thiopental, and anaesthesia was maintained with 1% isoflurane. Pulmonary capillary

wedge pressure and cardiac output were measured, followed by a coronary angiography

that was achieved to estimate constrictor closure. A score of O to 5 was given, depending on

the degree of occlusion, 5 being compieteiy occiuded. A score of three was attributed when

the blood could hardly pass across the site of obliteration, and if there was no resistance

whatsoever, a zero was given. A silicon plaque electrode containing 191 recordings was

placed on the lefi ventricular free wall (LCx territory). Unipolar electrograms and ECG lead

II were connected to a multichannei recording system (3,12). In 4 animais, signais were

also recorded from the territory perfused by the lefi anterior descending coronary artery
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(LAD) by placing the plaque electrode on the anterior lefi ventricular wall before

measurements were made from the LCx territory.

Protocol. Afier recording electrograms in sinus rhythm, atrioventricular block was

induced by formaldehyde injection (37%, 0,1 ml) into the atrioventricular node and

ventricular pacing was maintained at cycle length of 400-500 ms with bouts of transient

rapid pacing at 250 ms (1 mm) (3). Refractory periods were determined using extra-stimuli

(S2) coupled in 5 ms decrements, to repetitive trains of basic stimuli (Si, Si-Si interval

400-500 ms) applied from bipolar electrodes in the center of the plaque electrode. Signals

were amplified by programmable-gain analog amplifiers (0,05- 450 Hz), converted to

digital format at 1,000 sampleschannels’s’, and stored on a hard disk for analysis using

custom-designed software.

Mapping data analysis. Unipolar electrograms were analysed using Cardiomap III

software (http ://www.crhsc .urnontreal/cardiomap). Three measurements were extracted

from the electrograms recorded at each electrode site. 1) The maximum slope of the

negative deflection in the activation complex (reported herein as its absolute value:

dV/dtmaxl, in mV/ms) was determined by computing for each sampling point the potential

difference between the preceding and the following sampling points and dividing by 2 ms

(2x the sampling period) (12). 2) The local activation time (ms) was determined at the point

of jdV/dtmj with a value generally in excess of 0.5 mV/ms and was expressed (in ms)

with reference to the earliest activation time determined under the plaque electrode. When

HdV/dtmaxl was < 0.5 mV/ms and the electrogram did not display an “rs” morphology, it

was considered that excitation did flot occur at the corresponding recording site, as a result
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of inexcitability or conduction block. 3) ST segment depression or elevation (mV) was

measured with reference to isoelectric unes (T-Q) at 60 ms afler activation.

Average conduction velocities (mis) were measured in ffie longitudinal and transverse

fiber directions in the LAD territory. When pacing from ffie center of the plaque, activation

times increased from ifie center to the periphery of the recording surface; the computer

generated isochronal map displayed an ellipsoid pattem with a long axis along which

conduction velocity was faster, and a short axis along wbich it was slower (11,12).

Conespondence between the directions of relatively faster and siower conduction

velocities, on ifie one hand, and the longitudinal and transverse fiber orientations, on

other hand, has been established in previous studies (35).

Since heterogeneous activation pattems were generated in ifie LCx territory, conduction

velocity was measured at selected sites from the longest activation time difference between

a given site and each ofthe surrounding ones divided by the interelectrode distance (23). A

region of conduction disturbance (usually 3x3 electrode sites) was identified in the LCx

territory (LCx1) in winch conduction disturbances occurred in the form of abrupt changes

in conduction time (>40 ms) and/or inexcitability. Another region was identified in which

the activation pallem was regular (LCx2).

Tissue sampling. At the end of the electrophysiologic study, ventricular fibrillation was

induced by application of a DC battery and the heart was excised with the plaque electrode

stili attached to the lefi ventricle. Tissue samples were dissected in the LCx1 and LCx2

regions identified during the electrophysiologic study as wefl as in the LAD region.

Samples were taken in duplicate and separated into epicardial and endocardial tissue

blocks. Haif of the samples were immediately frozen in iiquid nitrogen and kept at -80°C
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for Western blot analysis while the others were immersed in fixative (Tissue Fix,

Laboratoires Gilles Chaput Inc.) for histology.

Cx43 western blot analysis. frozen samples from 12 CRP-AM preparations and healthy

confrols (2 healthy dogs anesthetised, heart excised, sample from each region separated and

frozen in liquid nitrogen) were lyophilised on ice in liquid nitrogen with mortar and pestie.

The powder was homogenised for 30 min at 4°C in a lysis buffer containing (mM): 50 Tris

HC1 (pH7,5), 20 3-glycerophosphate, 20 NaF, 5 EDTA, 1 Na3VO4, 10 benzamidine, 0,5

PMSF, 10ig/rl leupeptine, 5 DTT and 1 p.M microcystin, and 1% Triton X-100. The

preparation was then sonicated for 30 s on ice and cenffifuged at 6000 g for 10 min at 4°C.

The pellet was discarded and analyses were performed on the supematant. Total protein

was determined (in 5 t1 aliquot) wiffi the Lowry protein assay. Volumes containing 15 tg

of protein were loaded on a 12,5 % polyacrylamide gel and allowed to migrate for 90 min

under 150 V. four wells were loaded with samples from healthy dog while six others were

loaded with samples from CRP-AM preparation according to the regions we chose at the

final study. Proteins were then tTansferred on a nitrocellulose membrane for 90 min under

15 V in a semi-dry gel transfer apparatus. Proteins on the membrane are revealed with

Ponceau Red. Unspecific sites are blocked for an hour at room temperature with 5% non-fat

millc in TBS-T. The membrane is then incubated overnight (4°C) wiffi monoclonal primary

anti-Cx43 antibody (Chemicon 1:1000). The secondary anti-mouse antibody (Ccli

signalling, 1:5000) is applied for 45 minutes. The bands are revealed with

chemiluminescence reagent on a Kodak film and analysed with the Kodak ID software (1).

Samples of the four regions of interest, endocardial and epicardial LAI) and LCx, from

healthy dogs, were loaded on every gel and Cx43 expression in each region of CRP-AM
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preparations was reported as percent of its expression in the same region in healthy

canine on the same gel. Healthy dogs were only used as standard value on each gel.

Interstitial space modifications. Samples embedded in Tissue Fix afier

electrophysiological studies were transferred afier 24 hours in a formalin-ethanol solution

(50/50 %) until they were siiced longitudinally. They were then stained with Picrosirius

Red and examined under circularly polarised light to visualise interstitial collagen from its

red coloration (39). Photographs were taken and the surface staining for collagen was

calculated as a percent of the total surface with the use of the Nul program ImageJ

(http://rsb.info .nih. gov/ij/).

Materials. Ail chemicals were obtained from Sigma (St. Louis, MO) unless specified.

Leupeptin and microcystin were obtained from Alexis Biochemicals (San Diego, CA).

Tween 20 was purchased from Amersham Pharmacia Biotech (Baie-d’Urfé, Canada).

Dimethylsulfoxide (DMSO), Tris(Hydroxymethyl)aminomethane (Tris), sodium cliloride,

and sodium dodecyl sulfate (SDS) were obtained from Laboratoire MAT (Beauport,

Canada). Ac-DEVD-AMC was obtained from BD Biosciences (Toronto, Canada). Lowry

protein assay reagents were obtained from Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA). Enhanced

Chemiluminescence Reagents was obtained from Perkin Elmer (Markham, Ontario).

Data anaÏysis. Data are reported as mean±S.D. unless stated otherwise.

Electrophysiologic variables (conduction velocity, dV/dtmax, ST segment potential) were

compared between LCx 1 and LCx 2 by t-test for paired data. Biochemical variables (Cx43

expression) and interstitial collagen surface fraction measured in different regions were

compared by one way analysis of variance. Comparisons were considered to be statistically

significant when p< 0.05.
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7.4 - Resuits

Among ffie 17 animais, 2 died suddenly prior to electrophysiologic study, and another was

withdrawn because severe deterioration of cardiac function (requiring massage) occurred

before compietion of data acquisition. The 14 remaining animais form the basis of this

report. Pulmonary capiilary wedge pressure was increased (from 6.1±1.8 mmllg to

23.9±8.9 mmHg) and cardiac output was reduced (from 2.61 ± 0.66 L/min to 1.71± 0.50

L/min) in ail preparations. Lefi coronary circumflex artery was severely stenosed or totaily

occluded in 9 animais, moderately stenosed in 3, and slightiy reduced in 1 and was not

determined for technical reasons in 1.

Electrophysiologic study

Territory oflefi anterior descending coronary artery (LAD). Isochronal activation maps

recorded from the LAD territory displayed reguiar wavefront progression. When pacing

was performed from the center of the plaque electrode, activation times increased from the

center to the periphery of the recording surface (Fig. 1 ,A). The computer-generated

isochronal map displayed an ellipsoid pattem with a long axis along which conduction

velocity was faster (0.66 ±0.08 m/s) and a short axis along which it was siower (0.35 ±0.08

m/s) corresponding respectively to the longitudinal and transverse muscle fiber

orientations, as previousiy reported (11,35). SI segment potentials were isoelecffic (1.4

±0.9 mV, see fig. 1,B). -dV/dtmwere generally greater than -5 mV/ms (-8.7 ±2.2; see Fig.

1,C).
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Territory of the lefi circumflex coronary artery (LCx). In contrast to the LAD

tenitory, activation pattems determined in ifie LCx territory displayed marked

heterogeneities. Some areas displayed abrupt changes in activation times between

neighboring sites or inexcitability (fig. 2, middle panel: LCx 1 area) whereas regular

activation sequences were identified in other areas (LCx 2 area). The regional

heterogeneities precluded determination of longitudinal and transverse conduction

velocities from the use of an ellipsoid model for the analysis of activation times generated

during pacing from the center. ST segment potential elevation (fig. 3,A) as well as

dV/dtmax depression below —5 mV/ms (Fig. 3,3) were identified in the areas of conduction

disturbances. In contrast, areas in which regular conduction pattems were identified

displayed isoelectric ST segment potentials and dV/dtmax generally> 5 mV/ms, except at

sites of poor electrode contact wiffi tissue at the edges of the plaque electrode.

In 12 of 14 preparations, it was possible to identify areas in which conduction velocity

was slowed markedly, as evidenced by bunching of isochronal lines, and/or inexcitability

occurred (designated as LCx 1) and areas in which activation progressed regularly, without

conduction delay and/or inexcitability (designated as LCx 2). In the other 2 preparations, it

was not possible to identify within the LCx region 2 distinct areas with clear disparity in

their respective conduction velocity pattem. LCx artery was totally occluded in one of ifiese

two preparations and slightly occluded in the other one.

When the LCx 1 and LCx 2 regions were compared, conduction velocity in the LCx1

region was significantly lower (Table 1, Si: 0.10 ±0.05 mIs) than in the LCx2 region (Si:

0.2$ ±0.09 mIs) in agreement with the selection criterion. Depression of conduction

velocity was exacerbated in response to closely coupled extrastimuli (52, S3). As illustrated
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in fig. 3A, ST segment potentiai elevation which was exacerbated following transient

rapid pacing was identified in ail preparations in the LCx 1 region whereas only slight $T

segment potential dispiacements (elevation or depression) were detected in ifie LCx 2

region (Table 1). The maximum negative siope of the activation complexes of unipolar

electrograms tdV/dtmax) recorded from the LCx 1 region was significantly lower than the -

dV/dtmax of recordings from the LCx 2 region (Fig. 3B and Table 1).

Cx43 expression.

The levels of Cx43 expression in protein sampled from the LAD regions as well as

from the LCx 1 and LCx 2 regions were expressed with reference to protein sampled from

healthy ventricular myocardium loaded in each gel (100%). There was no difference in

Cx43 expression between the endocardial and epicardial levels neiffier in the LCx region

nor in the LAD territory. Cx43 levels were significantly reduced in the LCx samples in

comparison with LAD (Fig. 4). Moreover, expression levels in epicardial samples tended to

be lower in the LCx 1 region (42 ± 26%) than in the LCx 2 region (61 ± 35%) although the

difference was not statistically significant.

The diagram shown in fig. 5 indicates that in 9 of 12 preparations, the Cx43 expression

levels (ordinate) and dV/dtm values (abscissa) measured in the LCx 1 area were

contained within a domain wiffi Cx43 < 50% (with reference to healthy hearts) and -

dV/dtmax < 10 mV/ms. In the 3 preparations in which Cx43 levels of -80% were measured

in LCx 1 (#l,3,10), depression of conduction velocity (jarentheses) appeared to be



45

determined by low dV/dtm values (#3 : 0.03 m/s — 1 mV/ms, #1 : 0.0$ m/s —3 mV/ms,

#10 : 0.10 m/s — 7,1 mV/ms). In ail preparations, the dV/dtmax values determined in LCx 1

was lower ffian the value measured in LCx 2 whereas this was flot aiways the case with

Cx43 levels.

Intersiitial space.

When microscopic images prepared from LAD, LCx 1 and LCx 2 tissue samples were

compared, no significant difference was identified between collagen surface fraction (% of

total surface) in ifie three regions (LAD - endo: 2.1±1.0, epi: 2.5±0.8, LCx1 - endo:

2.1±0.5, epi: 2.6+0.8, LCx2 - endos 2.0±1.0, epi: 2.4+1.1). Neither was there any difference

with surfaces determined in samples from heaÏthy hearts (LAD - endos 2.2±1.0, epi:

2.6±1.3, LCx - endo: 2.0±0.8, epi: 2.3±1.1).
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7.5 - Discussion

In this study, we found that 1) Cx43 expression was significantly reduced in the LCx

territory of CRP-AM preparations in comparison with the LAD territory, 2) in contrast to

expectations, the Cx43 levels were not significantly lower in areas of conduction

disturbances (LCx 1) than in the areas in winch regular conduction pattems were identified

(LCx 2), and 3) the active generator properties, assessed from dV/dtm measurements,

were significantly reduced, and the ST segment potential dispiacements were significantly

greater in the areas of conduction disturbances (LCx 1) but flot in the areas with relatively

intact conduction (LCx 2). We have previously reported that in tins model, Na channel

protein expression is reduced in association with a depression of the dV/dtmax of the

activation complexes of unipolar electrograms recorded from the LCx territory (3). The

border zone of infarct preparations is another example of a re-entrant substrate in winch

Na channel protein expression is reduced (2$) and dV/dtmx is depressed (12).

It is noteworthy that, on the average, the Cx43 was consistently reduced to 60% of

healthy in subendocardial tissues from both LCx areas and in subepicardial tissues from

LCx 2. In contrast, slightly more profound reduction (to 42% of healthy) was identified in

epicardial LCx 1. Thus, conduction disturbances were associated with a combination of

changes that included depressed active generator properties as well as reduced Cx43

expression (as illustrated in Fig. 5). Tins notion is consistent with the fact that marked

depression of conduction velocity and inexcitability occurred at Cx43 expression levels that

produce only moderate changes in conduction velocity in models with genetically altered

Cx43 expression (5,34,37).
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It is interesting to note that such conduction disturbances were detected in areas

displaying marked SI segment elevation, winch is a well known marker of transmural

ischemia (13). One could speculate that cellular signaling associated with ischemic stress

might ifius be relatively more important for depression of active generator properties (-

dV/dtmax depression identified mainly in LCx 1) ifian for alteration of Cx43 expression

(identified in both LCx 1 and LCx 2).

Interstitial space modification did flot appear to be involved in conduction disturbances.

The literature concerning collagen accumulation in the interstitial space of animal

preparations subjected to chronic rapid pacing is inconclusive since significant increases in

the collagen content have been reported in some studies (3$) but not in others (18,33). The

data reported herein are consistent with the latter and moreover suggest that the CRP-AM

combination would not be different from CRP in tins regard.

Limitations. Analysis of Cx43 expression was limited to Western blot determinations.

Because of a Yack of confocal immunofluorescence microscopy, we would have missed any

potential contribution in conduction siowing from redistribution of Cx43 from end-to-end

intercalated disk localizations to lateral celi membrane surfaces (26,36). Another limitation

is ifiat the phosphorylation state of Cx43 was not considered in the analysis presented

herein since Cx43 phosphorylation influences intercellular channel conductivity

(2,4,7,14,24). The use of the anti-phospho-Cx43 antibody would help determine the

phosphorylation state ofthe Cx43 in our model.
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Perspective.

This study emphasizes the interplay between the active membrane properties and Cx43

regulation in myocardial conduction disturbances and the need to complement the study of

genetically-engineered models wiffi investigations in more realistic models of myocardial

pathology. It also points to a need for fiirther investigations of the cellular signalling

leading to Cx43 remodelling as well as reduced expression of channels involved in the

active membrane properties of cardiomyocytes.
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7.7 - Legend

Figure 1. Representative isochronal map ilustrating activation in the lefi anterior

descending coronary artery (LAD) territory.

A. When pacing was performed from the center of the plaque electrode, activation times

increased progressively from the center to the periphery of the recording surface according

to a regular anisotropic conduction pattem, as indicated by the color code and isochronal

unes (drawn at 20 ms intervaïs). B. Isoelectric (+ 5 mV) ST segment potentiaÏ values were

measured.

C. dV/dtmax values were greater than 5 mV/ms at most recording sites except in some

areas (l-5 mV/ms) in which there was poor contact between tissue and the edge of the

plaque electrode. The unipolar electrogram was selected as the one showing maximum $T

segment dispiacement. The diagram of the heart indicates the position of the plaque

electrode in ifie LAD territory.

Figure 2. Representative isochronal map illustrating the identification of areas of

conduction disturbance (LCx 1) and regular wave front progression (LCx 2) in the LCx

territory of CRP-AM preparations.

Middle panel. Isochronal activation map during stimulation applied to the center ofthe LCx

territory. Conduction velocity was depressed and inexcitability occurred in most of the

recording field (encompassing the LCx 1 area) whereas the wave front progressed regularly

in the upper right hand quadrant (LCx 2). Activation times are indicated by numbers, and

inexcitable aieas are left blank. Lefi hand panel. Areas (LCx 1 and LCx 2) from which

conduction velocity measurements were made. Right hand panel. Diagram of the heart
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showing position ofthe plaque electrode. Representative unipolar recordings from LCx 1

and LCx 2 are Shown With dV!dtmax (mV/ms) and ST segment potential (mv) values.

figure 3. Electrical alterations in the LCx territory. Maps showing representative ST

segment potential elevation (A) and dV/dtmax reduction (B) below 5 mV/ms.

Electrophysiologic alterations were exacerbated at a rapid pacing cycle length (250 ms:

right hand maps) in comparison with a slow pacing cycle length (750 ms: left hand maps).

Magnified fields indicate ffie dV/dtmax values ffiat were averaged for LCx 1 and LCx 2.

Figure 4. Alterations of Cx43 expression in the LCx territoiy of CRP-AM preparations.

A. Representative Western blots. B. Bar diagrams indicate Cx43 levels (mean±S.E. n12)

expressed as percent of corresponding regions in tissues from healthy canines (taken as

100%). Values obtained in the LAD region of CRP-AM preparations were sirnilar to

corresponding heahhy heart values whereas the values from the LCx areas were

significantly lower than in the LAD region (p <0.01). Cx 43 expression at the epicardial

level in the LCx 1 area tended to be lower than in the LCx 2 area although flot significantly

different.
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figure 5. Conduction disturbances in the LCx 1 area depends on combined reductions in

Cx 43 expression (ordinate) and dV/dtm (abscissa). Data are shown for the LCx 1 and

LCx 2 areas from 12 CRP-AM canine preparations. dV/dtm values were measured in the

first beat following pacing at a rapid cycle length (250 ms) for 30 s. Conduction velocities

(mis) are indicated in parentheses.

\
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7.8 — Table and figure

Table 1. Eleclrophysiologic alterations in the LCxJ versus LCx2 areas

LCx1 LCx2

A. Conduction velocity (mis)

Si 0.10 ±0.05* 0.2$ ±0.09

$2 0.0$ ±0.04* 0.22 ±0.07

$3 0.06 ±0.04* 0.1$ ±0.06

B. dV/dt (mV/ms)

Sinusrhythm 7.8±4.1 9.6±3.3

Rapidpacing 4434* 9.6±3.6

C. ST segment potential (mV)

Sinus rhythm 16.6 ±16.9* -0.6 ±2.0

Rapidpacing 23.3 ±14.6* 0.3 ±1.4

A. Conduction velocity measurements were made during basic pacing (Si-Si = 400-500

ms) as well as in response to a frrst (Si-$2 180 ms) and second extrastimulus ($2-$3

160 ms). B., C. dV/dtm and ST segment potential were measured in ffie selected LCx 1

and LCx 2 areas during sinus rhythm as well as in the first beat following termhiation of

rapid pacing for 30 s at a cycle Ïength of 250 ms. Mean ± SD ‘ p<O.O5, (n12

preparations)
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Chapitre $ - Discussion

Une diminution de l’expression de la Cx43 accompagnée d’une dépression de la

valeur des dV/dtm dans une région présentant des troubles de la conduction, mais qui ne

contenait pas de substrat nécrotique est la principale observation de notre étude. Une

désorganisation de la distribution de la Cx43 en bordure de zone d’un infarctus avait déjà

été rapportée auparavant (Peters 1997). Ce désordre transmutai des jonctions Gap

correspondait dans l’espace avec un site ou prenait forme un circuit de réentrée. Il est

maintenant intéressant d’ observer qu’une région ayant des altérations électriques présente

aussi un dérangement au niveau des connexines accompagné d’une réduction de l’entrée de

sodium dans la cellule (dV/dtmax), et ce, sans qu’il n’y ait eu présence d’infarctus.

Notre laboratoire a déjà démontré qu’il était possible de créer un modèle animal

présentant des troubles d’origines électriques qui favorisaient les arythmies, et ce sans qu’il

y ait eu nécrose au niveau du tissu. Lors de cette présente étude, nous avons pu recréer ces

altérations au niveau de la propagation de l’influx électrique dans le myocarde. Le modèle

que nous avons utilisé était le même qu’au cours de l’étude précédente (Cardinal 2004),

toutefois certaines améliorations y ont été apportées. Dans le modèle antérieur,

l’installation du constricteur améroïde se faisait au même moment que celle du stimulateur

cardiaque. Toutefois, la formation d’une circulation collatérale en réponse compensatoire à

la restriction du flot sanguin était trop importante, ce qui réduisait la présence de troubles

de conduction. Afin d’avoir un modèle idéal pour l’observation de troubles de conduction,

nous avons synchronisé dans le temps les effets optimaux des deux types de stress

énergétiques. L’insuffisance cardiaque par le stimulateur commence à devenir apparente

après 3 à 4 semaines d’entraînement ventriculaire rapide. Le constricteur améroïde pour sa

part crée un effet optimal après environ une quinzaine de jours. Ce laps de temps permet

d’obtenir une occlusion souvent complète de l’artère sans qu’une circulation collatérale

trop importante n’ait eu le temps de se développer. Ainsi, nous sommes parvenus à

maximiser l’interaction entre ces deux types de stress en démarrant l’entraînement

ventriculaire rapide 2 semaines avant l’implantation du constricteur améroïde.
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Nous avons pu observer, grâce à la cartographie épicardique du territoire de la

LCx, des troubles de conduction en conséquence du stress énergétique qui avait été imposé.

Le ralentissement significatif de la vitesse de propagation du courant pouvait être détecté

par une altération de la séquence d’activation anisotropique à certains points sous la plaque.

Toutefois, des régions montrant un patron anisotropique plus normal étaient aussi

présentes. Certaines zones, à certains moments au cours de l’expérience étaient même

inexcitables. Il est à noter que le tissu dans ces régions n’était pas mort puisque

1’ inexcitabilité n’ était pas permanente et qu’ aucune nécrose n’ était détectée. En effet, en

faisant varier le site de stimulation, il était possible d’exciter une zone qui était quelques

instants auparavant inexcitable. Les régions qui étaient associées à une diminution de la

vitesse de conduction étaient aussi associées à une élévation du significative du segment

$T, alors que celles qui étaient plutôt normales ne présentaient pas cette élévation. Les

dV/dts dans les zones de conduction anormale étaient aussi significativement diminués. Ce

paramètre est associé à la pente ascendante du potentiel d’action, et par conséquent à

l’entrée de sodium dans la cellule qui se dépolarise. Ce résultat est intéressant puisque la

propagation de l’influx électrique dans le coeur dépend entre autres de l’entrée de sodium

dans les cardiomyocytes. Ce résultat suggère donc que dans la région étudiée, le

ralentissement de la propagation électrique peut être dû à une altération au niveau des

canaux sodiques.

Une diminution de l’expression de la Cx43 a été rapportée dans plusieurs maladies

cardiovaculaires chez l’humain ainsi que dans un bon nombre de modèles animaux de ces

pathologies (Peters 1993, Dupont 2001, Spach 2000, Kostin 2003 et 2004). Lors de la

présente investigation, nous avons remarqué une chute de l’expression de cette protéine

dans le territoire qui subissait la restriction de flot sanguin en plus de l’entraînement

ventriculaire rapide en comparaison avec le territoire de la LAD. Cette observation est

intéressante puisqu’au cours de l’étude précédente qui avait été faite sur le même modèle,

la combinaison de toutes les altérations électriques était le résultat d’une synergie entre les

deux stress énergétiques. Trois groupes de chiens avaient été étudiés, soit ceux qui ne

subissaient que la restriction de flot par le constricteur améroïde, ceux qui

n’expérimentaient que l’entraînement rapide et les finalement ceux qui supportaient la
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combinaison des deux. Les troubles de conductions et l’inexcitabilité n’étaient rapportés

que chez les chiens CRP-AM. Une diminution de l’expression des canaux sodiques était

aussi détectée dans le territoire de la LCx de ces préparations. Or, dans le cas qui nous

occupe aujourd’hui, la région LAD ne supportant qu’un seul des deux types de stress, elle

est moins susceptible aux troubles de conduction et à 1’ inexcitabilité. Ce qui a été confirmé

par les cartes électrophysiologiques de cette région. La chute de l’expression de la Cx43

peut donc contribuer aux troubles de conduction, en plus de la dépression du canal sodique.

Ce résultat suggère que la diminution de l’expression de cette protéine pourrait être à

l’origine d’un découplage cellulaire qui peut engendrer un ralentissement de la vitesse de

conduction, et même parfois des blocs de conduction, qui sont tous des paramètres

favorisant les arythmies ventriculaires et éventuellement le phénomène de mort subite par

fibrillation.

Nous n’avons cependant pas vu de différence significative au niveau de l’expression

des connexines entre les régions distinctes sous la plaque. Plusieurs interprétations de ce

résultat peuvent être élaborées. Premièrement, des études ont déjà rapporté une altération

dans la distribution de la Cx43 dans le modèle d’infarctus (Peters 1997). La détection de

celle-ci ne se faisait plus aux embouts des cellules mais plutôt en bordure latérale des

myocytes. Il n’est donc pas exclu que ce soit une différence que nous aurions pu observer

entre les deux zones sous la plaque et qui aurait pu expliquer les distinctions électriques qui

les caractérisaient. La mesure de la distribution de la Cx43 par immunofluorescence serait

donc un paramètre éventuellement intéressant à étudier. De plus, il a été rapporté dans la

littérature que la phosphorylation de la Cx43 pouvait influencer la perméabilité du canal. Il

n’est alors pas improbable que même si les deux régions sous la plaque sont constituées de

la même quantité de Cx43, celles-ci n’ aient pas le même état de phosphorylation dans les

deux zones. Certains anticorps spécifiques à la forme non-phosphorylée de la protéine sont

disponibles, il serait donc possible dans une prochaine étude de vérifier si une différence à

ce niveau est observable entre les différentes régions sous la plaque.

Nous avons étudié les modifications de l’espace interstitiel dans notre modèle via la

coloration du collagène. Une augmentation de l’espace que celui-ci occupe entre les

cardiomyocyte aurait pu causer un découplage cellulaire, ce qui aurait pu ralentir la



67

propagation du courant électrique. Il est connu que lors de l’infarctus du myocarde, il y a

invasion de la région affectée par du tissu cicatriciel. Cette augmentation du collagène peut

altérer le couplage cellule-à-cellule et par conséquent ralentir la conduction. Aucune

variation significative au niveau de l’espace interstitiel n’a été notée dans notre modèle

animal par rapport à des chiens sains (témoins). Aussi, aucun changement à ce niveau n’a

été identifié entre les différentes régions d’intérêt. Ce résultat suggère que les troubles de

conductions que nous observons sur le territoire de la LCx ne sont probablement pas dus à

un découplage cellulaire ayant comme origine une modification de l’espace entre les

cellules, favorisant ainsi l’hypothèse que la chute de l’expression de la Cx43 soit à l’origine

de ce découplage.

Il sera maintenant intéressant de poursuivre ces études afin de mieux comprendre

les mécanismes sous-jacents à la formation de troubles de conductions associés à certaines

maladies cardiovasculaires, notamment l’insuffisance cardiaque. La régulation de

l’expression de la Cx43 est très complexe et implique un grand nombre de variables. Il

faudra alors pousser plus loin l’investigation de ces paramètres. Étant donné que cette

protéine a un taux de renouvellement très rapide, il sèrait important d’en connaître

davantage sur les facteurs influençant sa synthèse et sa dégradation. En premier lieu il serait

nécessaire d’élucider les mécanismes à l’origine d’une diminution de l’expression de la

protéine. Une telle réduction peut être causée par des événements au niveau de la

transcription du gène. En effet, la pathologie pourrait influencer l’expression de certains

activateurs et répresseurs de la transcription. Il est donc possible que la diminution de

l’expression soit causée par une altération au niveau de la transcription. La phosphorylation

de la protéine méritera aussi d’être étudiée, puisque ce paramètre peut potentiellement

influencer autant le transport de la protéine à la membrane, la perméabilité du canal ainsi

que la susceptibilité de la protéine à être dégradée. L’étude de la phosphorylation implique

non seulement l’état de phosphorylation de la protéine même, mais aussi l’étude des

kinases et phosphatases activées. La dégradation de la Cx43 par certaines protéases peut

aussi avoir un rôle déterminant au niveau de son expression.

Le modèle de chien CRP-AM que nous avons utilisé s’avère être un modèle

avantageux pour étudier certains de ces paramètres in vivo. Cependant, afin d’étudier des
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mécanismes considérés comme étant davantage moléculaires, les modèles in vitro sont

souvent plus appropriés. Effectivement, ils sont des modèles moins complexes qui

comportent moins de variables pouvant influencer les résultats, ils sont donc plus adéquats

quand il s’agit d’élucider des mécanismes moléculaires à la base de certains phénomènes.

Les cultures primaires de cardiomyocytes de rats néonataux sont un très bon modèle pour

d’étudier les paramètres pouvant influencer l’expression de la Cx43.

Quelle que soit l’avenue empruntée, la recherche doit encore avancer en vue de

découvrir des cibles pharmacologiques efficaces pour réduire les troubles de conduction

cardiaques qui sont à l’origine des arythmies ventriculaires, et par conséquent de la mort

subite chez un grand nombre de patients souffrant de maladies cardiovasculaires.
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